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Onsoz (Editirler)

tarimsal Uretimin tarim seyrine Dakiliugmua, devrim olarak adlandirilan iki Snemli
devre gbze c¢arpmaktadir. Bunlardan ilki, Ustiin varyetelerin elde edilmesi, ticari
gubreler ve ileri agronomik tekniklerin uygulanmasiyla ortaya ¢ikan yesi/  devrim
(green revolution), digeri ise Ozellikle son 15 yida etkisi gittikce artan ve bitki
biyoteknolojisinin uygulanmastyla ortaya ¢ikan gen devrimi (gene revolution)’dir.

Diinya ntfusunun normal bir artts hiziyla 2000 yiinda 6.2 milyara, 2025 yilinda 8.3
milyara ve 2100 yilinda ise 11 milyara ulasacagt tahmin edilmektedir. Yani 21.
yuzyiin sonunda dinyadaki mevcut kaynaklarin, su andakinin 2 katina yakin bir
ntfusu beslemesi gerekecektir. Diger taraftan, diinya genelinde kisi basina dusen
tahd ekim alant 1950-1998 yillar1 arasinda yaklastk %50 oraninda azalarak 2.3
dekardan 1.2 dekara dusmisttr. Bircok tlke acisindan bu durum hicbir sorun teskil
etmemigtir.  Cinki, verimdeki yeni artislar  tarim  alanlarindaki  azalmadan
kaynaklanan acig1 fazlasiyla kapatmistir. Fakat verim artis hizinda 1990 yilindan bu
yana azalma gozlenmektedir. Kisi basina disen besin tiiketimi sabit kalsa bile, 2025
yilina kadar dinya besin Uretiminde en az %571k bir Gretim artist saglanmasi
zorunludur. Iste, bu nedenlerle verimdeki artislarin tarim alanlarindaki azalmadan
kaynaklanan verim kaybint karsidlaylp karsilayamayacagt kuskulu oldugundan, dstin
teknolojilere duyulan ihtiya¢ gittikce daha cok 6nem kazanmaktadir.

Bitki biyoteknolojisi; cesitli doku kiltiri ve genetik muhendisligi tekniklerini
kullanarak bitkilerin molekiiler seviyede iyilestirilmesini amaglamaktadir. Ornegin;
bugliin kiltirti yaptlan bir cok bitki tiriinin Urettigi etken maddeler laboratuvarda
uretilmektedir. Yine, tartmsal Onemi olan genler degisik organizmalardan izole
edilerek kiltiir bitkilerine kolaylikla aktarabilmektedir.

Bitkilerin, biyo teknolojik yontemlerle iyilestirilmesinde doku kiltiri yontemlerine
mutlak bir ihtiyag vardir. Baska bir ifadeyle, doku kultirt teknikleti kullanilmadan
bitkilerin genetik yolla iyilestirilmesi, an azindan simdilik, mimkin degildir. Bu
nedenle, iki cilt olarak hazirlanan ve doku kiiltiirii ve uygulamalarinin islendigi
bu cildin; bitki 1slah¢ilarina, biyologlara, temel aragtiricilara, lisans ve lisansiisti
Ogrencilerine ve ticari olarak bitkilerin Uretilmesi ile ilgili calisanlara  katki
saglayacagt dusincesindeyiz. Ayrica, dinyadaki buyiik biyoteknoloji sirketlerinin
gelistirdikleri yeni ¢esit ve driinlerin patentlerini yiksek fiyadarla geri kalmis ve
gelismekte olan ilkelere pazatladiklart bir ortamda, bu kitabin; Tirkiye’de bu
alandaki  a¢igin  kapatilmasna  ve  ileriye  do6nik  olarak  kendi  bitkisel
biyoteknolojimizin  gelistirilmesine katk1 saglayacagl, ve  bitki  genetik
mithendisligi ve uygulamalarinin islendigi ikinci cilde de bir basamak tegkil
edecegi inancindayiz.

Biz editérler; bu kitabin ortaya ¢ikmasindaki fedakarane katkilarindan dolayt bitiin
katitlmet yazatlara, basilmasi icin verdikleri destek ve yardimlarindan dolayt Selguk
Universitesi Rektorii Sayin Prof Dr. Abdurrabman Kutln?ya, Rektdr Yardimerst Sayin
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Prof. Dr. Bebig Coskun’a ve Genel Sekreter Sayin Dog Dr. Abmet Pekeile, ve aytica
katkilarindan dolayt Monsanto Europe SA Istanbn/a tesekkirti bir borg biliriz.
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Onsoz (Prof. Dr. Celal ER)

lamima Girim atanaan aana yuKscK verim ve Uaiia Kaliteli Urlin elde etmek fevkalade
onemlidir. Bunu temin etmek icin tGzerinde 6énemle durulmast gereken hususlarin basmda
bitki 1slaht gelmektedir. Eger bir tarif vermek gerekirse, bitki 1slaht “Bitkilerin biyolojik ve
genetik acidan disipline edilmesi ve mevcut genetik farkliliktan istifade edilerek, onlart
istenilen istikimederde gelistirme sanat ve ilmidir” diyebiliriz. Bitki 1slahi sayesinde kiltiira
yapilan bitkilerin verim kabiliyetierini artirmak, triin kalitesini diizeltmek ve masraflar
azaltmak i¢in, yeni elde edilen biyolojik bilgilerin 15181 altinda daima yeni yollar ve yontemler
ortaya koyma imkant vardir. Baglangicindan giinimiize kadar bitki islaht insanlarin en
6nemli megguliyet ve basari alanlarindan bin olmustur.

Bitki 1slaht konusunda uygulanan yontemleri klasik ve modern islah metodan olmak tzere
ikiye ayirmak mimkindir. Klisik ya da konvansiyonel 1slah metotlarinin imkéan verdigi
Olctilerde bitki 1slahinda iletlemeler olmus ve bircok tUriinde en Ust suurlara kadar
varimistir. Ayrica bu islah metodan ile yeni bir ¢esit ortaya koymak icin olduk¢a uzun
zamana ihtiya¢ vardir. Hatta bazen bu konularda basan kazanip netice alabilmek icin bir
émiur boyu c¢alismak gerekmektedir. Butiin bunlann yaninda ¢ok biiyitk miktarlarda masraf
yapmak da s6z konusudur.

Modern 1slah metodan diye tavsif edebilecegimiz ve bu kitabin konulan olan bitki 1slahinda
doku kiltiitleri, organogenesis, somatik embriyogenesis, protoplast kiltiirii ve fizyonu,
haploid bitki tGretimi, hastaliksiz bitki Gretimi, sekonder metabolit tiretimi, mikro ¢ogaltma,
germplazm depolanmasi, embriyo kiltiirti ve somaklonal varyasyon gibi yontemlerin bitki
1slahinda kullanilmast hem zaman ve hem de uzun dénemde uygulandigt taktirde yapilacak
masraflar acismdan buyiik kolayliklar saglayacaktir. Bu konuda pek ¢ok arastinct goris
birligi halindedir. Nitekim bu alanda bazt ciddi uygulamalar olmus ve basardi neticeler
alinmistir.

Degisen cevre sardan ve hizla artan diinya niifusu bitkisel Gretimde yeni cesit gelistirmenin
ve dolayistyla bitki islaht ¢alismalarinin 6nemini daha da artirmustir. Bitki 1slahinin baslangici
insanlik tarihi kadar eskidir. Insanoglu yerlesik hayata gecip, kendisinin ve yakinlarinin
yiyecek, giyecek ve bartnma ihtiyaclarim karsdayabilmek icin yetistirdigi Griinler arasindan
yiksek verime sahip olanlart se¢mekle bir tir islah yapmustir. Ancak, dinyadaki insan
nifusu artttka bitkderden ve hayvanlardan daha ylksek verim almanin yollan bilimsel
olarak arastirilmaya baslanmustir. Nitekim, son 50 ydda ulasdan tarimsal verim artigi,
modern 1slah yéntemlerinin uygun yetistirme teknikleri de bitlikte kullanilmast sonucu elde
edilmistir. Buna ragmen, bir yandan diinya nifusunun her gecen glin arttigi, 6te yandan
tarimda kullandan alanlarin son sininna dayandigi distunildiginde, verim artiglarinin
gelecekte de devam etmesi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir. Aslinda yapdan arastirmalar,
bugtinki verim diizeyinin hala daha potansiyel verimin altinda oldugunu géstermektedir. O
halde, potansiyel verim diizeyine ulasabilmek icin bitkderin genetik yapdannin degistirilerek
gelistirilmesi ve neticede iydestirilmesi gerekmektedir. Ancak, bitkderin genetik yapdannin
iydestirilmesinde klasik bitki 1slaht yontemlerim kullanarak isteriden bitun &zelliklerin bir
genotipte toplanmasi son derece glictlr. Bugline kadar uygulanan islah programlarinda daha
Cok ttiin kalitesi ve miktarinin artirtlmasina ¢alisimis, kiltiir bitkderine hastalik ve zararldar
de olumsuz sartlara karst dayaniklilik kazandirilmast her zaman ikinci planda birakilmustir.
Halbuki, tarimsal Gretim artiggm sinirlayan en 6nemli faktotlerden biri de hastalik ve
zararldar nedeniyle ortaya ¢ikan trtn kayiplaridir. Kiltir bitkileri hastalik ve zararldara karst



kimyasal ildglarla korunmaya ¢alisilmig, fakat kullanilan bu kimyasal ildglarin kalintilar1 gerek
uriinde, gerekse toprak ve suda uzun siire ayrigmadan kalabildiginden; insan, hayvan ve
gevre saghigimi oOnemli Olgiide tehdit eder konuma ulagmugtir. Ayni zamanda, kimyasal ildg
kullanimi  biiyik masraflara da sebep olmaktadir. Bu nedenle, kiiltiir bitkilerine bagta
hastalik ve zarathlara karst olmak iizere, ayn1 zamanda uygun olamayan sartlara dayaniklilik
kazandiracak yeni 1slah yontemlerinin geligtirilmesi zorunlu hale gelmigtir. Klasik bitki
1slahinin  olumsuz olan bir diger yonii de; oldukga zaman alict bir ugrag olmasidir. Klasik
bitki 1slahinda, dogada var olan genetik gesitlilikten yararlanilmaktadir. Ancak, giiniimiizde
ozellikle insan beslenmesinde o6nemli yeri olan iriinlerde bu genetik ¢esitliligin sinirlarina
yaklagilmustir.  Kldsik  bitki 1slah1  yontemlerinden beklenen bagari, iizerinde ¢aligilan
populasyondaki genetik gesitlilik ile dogru orantibdir. Dolayisiyla, populasyonda var olan
genetik  gesitliligin  ve farkliigin  artillmasi1  gerekmektedir. Bu ise, tiirler arasindaki
uyusmazhigin kaldirilmasi, baglilk engelinin  agilarak yalmiz istenilen genin aktarilmasi,
mutasyonlar, protoplast fiizyonu, haploid hiicte ve haploid bitkilerle miimkiindiir. Iste,
bitkilerin tarimsal 6zelliklerinin iyilestirilmesinde agiklamaya calistigimiz klasik bitki 1slahinin
dogasinda var olan zorluklar, bitki doku kiiltiirleri ve bitki genetik miihendisligi teknikleri
kullanilarak asilabilecek durumdadir.

Ulkemiz igin oldukga yeni olan ancak hizla gelisen bitki biyoteknolojisi alaninda diinya ile
biitiinlegebilmemiz igin bu alanda gerekli teknik donanim ve kalifiye eleman agiginin bir an
once kapatilmas: gerekmektedir. Ayrica iilke ¢apmnda bu konuda uzmanlagmis insanlarin bir
merkezden koordine edilmesiyle sonuglan bakimindan gerek iilke ve gerekse diinyaya
faydali olabilecek biyitkk ¢apli projelerin ivedilikle hayata gegirilmesi biyilkk 6nem
tagimaktadir. Konunun iilkemiz ig¢in oldukg¢a yeni oldugu dikkate alindiginda, bu konuda
Turkge kaynak yetersizligi de karsimiza g¢ikan Onemli sorunlardan biridir. Konuya olan ilgiyi
artirabilmek ve genis kitlelerin katilmlarini saglayabilmek bakimindan bu konudaki Tiirkce
yaymn  sayisinin  artirtlmas:  biiyitk  bir 6nem  arzetmektedir. Geng bilim adamlarimiz
tarafindan biiyiik bir gayret ve vukufla hazirlanan bu eserin 6nemli bir boglugu dolduracag:
ortadadir. Bu sebeple, kitabin hazirlanmasina emek veren bilim adamlarim kutluyor ve
tebrik ediyorum. Bu derecedeki olumlu bir organizasyonun, dayanmisma ve yardimlagmanin

bir baglangi¢ olmasini ve daha sonra yapilacak bityiik projelere 6nciilitk etmesini diliyorum.

Bu kitabin, gerek lisans ve lisansiistii 6grenciler igin; gerek canli materyalle, ozellikle bitki

materyali ile ugrasanlara, ayrica butin tarim camiasmna faydali olacagina yiirekten

inantyorum. Bu vesile ile bu kiymetli eseri hem edite edenleri, hem de yazanlari tekrar tebrik
ediyor ve bundan sonrasi igin de #istiin bagarilar temenni ediyorum.

Ankara, Ocak 2001

Prof. Dr. Celdl ER

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
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Onsoz (Prof. Dr. Ka™um ABAK)

Tirminci yizyihn iKinci yarisina Ganigasim vuran ve Qalta simuiten ftayatimiza girmeye
baslayan biyoteknolojinin tip, eczacilik, gida, tarim, hayvancilik, veterinerlik, ormancilik,
madencilik, sehircilik, su aritimi vb gibi alanlarda yararlan ve yeni kullanim yerleri her giin
artmaktadir.

Bilim ve mihendislik yontemlerini kullanarak ve  biyolojik ajanlardan  yararlanarak
maddelerden yeni iiriinler elde etmek, uriinleri degistirmek veya 6zel kullanim amagh
mikroorganizmalan  geligtirmek  amaciyla  kullanilan  teknolojiler  olarak  tanimlanabilen
biyoteknolojinin uygulama alanlan iginde en hizli gelisme potansiyeline sahip olanlarinin
basinda bitki biyoteknolojisi gelmektedir. Bitkisel iiretimde ve bitki koékenli degisik gida,
eczacthk ve kozmetik irinlerinde  biyoteknolojinin  getirdigi  yeniliklerin  Yirmibirinci
Yizyithin ilk 10 yillik kismuinda ¢ok oOnemli sigramalar yapmasi beklenmektedir. Simdiden
bitkisel uretimde biyoteknoloji iriinlerinin ve genetik miihendisligi yoluyla elde edilmig bitki
gesitlerinin alan denemeleri yapilmaya, bir kismu da Amerika ve Avrupa iilkelerinde iretime
alinmaya baglamigtir. Bu gergegi goéren geligmis iilkelerde bitki biyoteknolojisi ¢alismalarina
biiyiilk 6nem verilmekte, giiglii ekipler kurulmakta, yiiksek biitgeler ayrilmakta ve konuya
yonelik stratejiler ve politikalar belirlenip g¢aligmalarin etkinligi arttinlmaya g¢alisgtlmaktadur.
Bitki biyoteknolojisi aragtirmalarinda 6zel sektor de oldukga dinamik bi¢imde yer almakta,
hatta ¢ogu kez kamu kesiminden daha 6nde bulunabilmektedir.

Tirkiye’de bitki biyoteknolojisi ¢aligmalar1 1970’li yillarin  ikinci yansinda baglamugtir. 11k
yillarda dogal agirlikli bicimde doku kiiltiirleri #izerinde yogunlagilmig, 1990’lann basindan
sonra da molekiiler biyoloji ve molekiiler genetik teknikleri devreye girmistir. Baglangicta
Ankara, Cukurova ve Ege Universitesi Ziraat Fakiilteleri ile Ortadogu Teknik Universitesi
Biyoloji Béliimi, TUBITAK Gebze Marmara Aragtirma Merkezi’nde yogunlagan galigmalar
daha sonra hizla geniglemis ve yayilmugtir. Birbirinden kopuk ve bagimsiz, hatta bazen
habersiz de olsa yapilan bu ¢aligmalar en azindan iilkemizde konunun altyapisinin
hazirlanmasina hizmet etmigtir. Bu ¢abalar sonucunda kiigiiklii biiyiikli bazi laboratuvarlar
kazanilmug, burada geng bilim insanlar1 yetismeye baglamus, Ogrenciler egitim almis ve bazi
yayinlar yapilmustir. Bunlarin  6tesinde viriissiiz meyve ve asma fidami iretimi, dihaploid
hatlarin = kullanilmastyla  hastaliklara  dayanildi  gesitlerin  geligtirilmesi  gibi  konularda
biyoteknolojinin tiriinleri gift¢i diizeyine de ulagmagtir.

Son 5-6 yil iginde TUBITAK, Tarim ve Koyigleri Bakanligi, Tiirkiye Teknoloji Gelistirme
Vakfi, Tirkiye Tohum Endistrisi Dernegi gibi kurum ve Kkuruluglar, bir yandan
biyoteknoloji konusunda 6ncelikleri belirlemek, politikalar1 ve stratejileri saptamak; diger
yandan da mevcut mevzuati biyoteknolojinin  getirdigi yeni duruma uyarlamak igin
galigmalara baglamigtir.

Elimizdeki bu kitap, bitki biyoteknolojisi konusunda bulunan 6nemli bir acig1 kapatacak
niteliktedir. Gergekten, aragtirma raporlari, makaleler, degerlendirme yazilan, arastirma ve
inceleme bildirilerinin metinleri gibi yaymlar bulunmasma karsiik, Turkge yazilmig kapsamli
bir bitki biyoteknolojisi kitabinin yoklugu hissedilmekteydi.

Bitki biyoteknolojisi ile ilgili tekniklen ve calismalan iki ana baslk altinda incelemek
mimkiindiir: i. bitki doku kiltiirleri ve ii. rekombinant DNA teknikleri ya da genetik
miihendisligi. Bu kitapta da birinci ciltte bitki doku kiltiirleri ikinci ciltte de genetik
miihendisligi teknikleri incelenmisgtir. Kitabin edit6rliigiinii istlenen geng meslektaglarimi
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bu girigimleri ve gayretleri igin, yazimina katilanlan da deneyimlerini bdyle bir yayma
aktardiklar1 ig¢in kutluyorum. Tirkiye igin bu konudaki ilk olma ozelligi tasiyan kitabin, bagta
tarim, ormancilik ve biyoloji alaninda egitim goérenler olmak iizere Ogrencilere; mithendis,

teknisyen, biyolog ve diger teknik eleman meslektaslara, konuyla ilgilenen diger okuyuculara
yararl bir kaynak olacagina inantyorum.

Adana, Ocak 2001
Prof. Dr. Kazim AB AK

Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
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(DN, D* T YLIYYJI)

Bitki biyoteknolojisi kisaca biyolojik bilimlerdeki geligmelerin, teknolojideki gelismeler
yardimiyla uygulamaya ve ticari amaglara yonelik olarak kullanilmasi geklinde tanimlanabilit.
Bitki biyoteknolojisi ashnda yeni bir kavram degildir ¢iinkii bu tanima bakilirsa,
biyo teknoloji 10 bin yil oOnce yabani bitkilerin kiiltiire alinmasi ile baglamistir. Bununla
beraber, biyoteknolji ¢aglar boyunca farkli sgekilde uygulanmigtir. Ornegin, 1950'li yillarda
Hoagland ve Arnon "Hoagland Cozeltisini" gelistirerek Dbitkilerin topraksiz ortamda da
biiyiiyebilecegini go6stermelerinden sonra, bu ¢ozelti (aslinda bitkiler igin o6nemli olan 11
adet mineral tuz igermekteydi) uzun yillar su kiltiriinde (hidrofonik) sebze yetigtirmede
kullanilmagtir. O yillarin  bitki  biyoteknolojisi bu idi. Bugiin ise, biyolojik bilimlerde
ilerlemeler ve yeni buluglar (hiicre kaltiirti, hiicre kaynagmasi, genetik miihendisligi)
biyoteknolojinin igeriginin ve uygulanmasmin degismesine ve daha karmagik bir hale
gelmesine neden olmustur. Bitki biyoteknolojisi artik farkli bilim dallarinda uzmanlagmig
kigilerin ortak ¢aligmasini zorunlu kilan interdisipliner bir bilim dali haline gelmigtir. Bu
nedenle, ileride bitki biyoteknolojisinde uzmanlagmay: planlayan {iniversite 6grencilerinin,
biyoteknolojinin gegidi alanlarim kapsayan 1iyi bir temel egitime sahip olmalar1 bir
zorunluluktur. Bugiin birgok {niversitemizde, bitki biyoteknolojisi lisans ve yiiksek lisans
diizeyinde agilan derslerle Ogretilmektedir. Yalniz, bitki biyo teknolojisinin her alanim igeren
uzmanlarca hazitlanmis bir Tirkge bagvuru kitabi bulunmadig: igin, yabanci dil bilmeyen
ogrenciler bitki biyoteknolojisi alamnda istedikleri bilgiye ulagmakta zorluk ¢ekmektedirler.
“Bitki Biyoteknolojisi I” ve “Bitki Biyoteknolojisi II” seklinde iki cilt olarak diizenlenen bu
kitabin bu alandaki 6nemli bir boslugu dolduracagina ve ilgili 6grenci ve bilim adamlarina
yardimci olacagma inaniyorum. Bu yiizden, kitabt hazirlayan ve yazilariyla katkida bulunan
tiim meslektaglarima tesekkiir eder, onlar1 bu girisimlerinden dolay1 kuduyorum.

Antkara, Ocak 2001

Prof. Dr. Zeki Kaya

Orta Dogu Teknik Universitesi

Biyolojike Bilimler Boliimii

(1996 Yils TUBITAK Bilim Tegvik Odiilii Sahibi)
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Bolum 1

Doku Kilturiu: Temel Laboratuvar
Teknikleri

Mehmet Babaoglu, Mustafa Yorgancilar, Mehmet Aydin Akbudak

Selgnk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Biliimii, 42031 Kampiis, Konya
e-posta: mbabaogh@selenk.edu.tr

1.1. Giris

Dinya nifusunun beslenmesinde en ¢ok kullanilan yaklastk 30 bitki grubu icinde
en Onemlileri tahillar, baklagiller, endustri bitkileri, sebzeler ve meyve agaglardir.
Ancak bugday, celtik, misir ve patatesin Uretim miktarlarinin  toplami - diger
drinlerin  toplamindan daha fazladir. Bununla beraber dinya florasinda yaklasik
250 bin bitki tirinin bulundugu fakat bunlardan sadece 3000 adedinin besin
degerine sahip oldugu bildirilmektedir (Babaoglu, 1998).

Bitkilerin  insan ve hayvan beslenmesinde kullanimi  amaciyla  iyilestirilmesi
calismalarinda iki 6nemli dénem géze ¢arpmaktadir. Bunlardan ilki 'Yesil Devrim'
(Green Revoludon) olarak adlandirilan, klasik bitki 1slahi, ticari gilibreler ve diger
agronomik tekniklerin gelisiminin etkili oldugu doénemdir. Yesil devrimde uretim,
tohum-bitki-tohum déngiisiinde  gergeklestirilir. Tkinci doénem ise 'Gen Devrimi'
(Gene Revoludon) olarak adlandirilmaktadir (Kung, 1993). DNA’nm yapisinin
anlagilmast  (Tablo 1.1), bakteri genetigi, bitki doku kiltirinin gelisimi ve bu
tekniklerin bircok bitkiye uygulanabilir olmast gen devrimi déneminin baglamasini
hazirlamistir.  Yesil devrim ile karsilastirildiginda gen devriminde hedefe ulasma
bakimindan bir timevartm s6z konusudur. Yani, baz - nikleotid - gen —
kromozom (gekirdekte), ribozom — amino asit — protein — kloroplast — mitokondri

(sitoplazmada), hiicre — doku — organ — bitki ve tohum zincirinin her parcast

Babaoglu M, Giirel E, Ozcan S (2001) Bitki Biyoteknolojisi | -
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amaca ulasmada ayr1 ayri veya Dbirlikte degerlendirilerek Uzerinde degisiklikler
yapilabilmektedir. Bunlar arasinda htcreye kadar olan konular genellikle bitki
genetik mihendisliginin, htcre-tohum arast konular ise bitki doku kiltiriinin ilgi
alanlanidir. Goraldagi gibi bitki doku kiltird, bitki genetik mithendisligi ile birlikte

bitki biyoteknolojisini olusturan ana unsurlardan birisidir.

Bitki doku kiltiirli; aseptik sardarda, yapay bir besin ortaminda, bitin bir bitki,
hiicre (meristematik hicreler, stspansiyon veya kallus hucreleri), doku (gesitli bitki
kistmlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kistmlarindan
yeni doku, bitki veya bitkisel driinlerin (metabolider gibi) tretilmesidir. Yeni cesit
gelistirmek ve mevcut cesiderde genetik varyabilite olusturmak doku kiltirinin
temel amaglart arasimnda sayilabilir. Bu nedenle bitki doku kiltirleri genetiksel
iyilestirme ¢alismalarinda Onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan
tirlerin  korunmasinda ve ¢ogaltlmast zor olan titlerin Uretiminde, ¢esitli doku
kultird yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir.

Bitki doku kalturi islemlerinde ve genetik iyilestirmelerde kullanilan temel sistem
bitki re jenerasyonudur. Bitki rejenerasyonu, kiltiri yapilan hicrelerin  Szellikleri
itibariyle tG¢ kistmda incelenebilir; 1) organize olmus meristematik hiicreleri ihtiva
eden somatik dokulardan  rejenerasyon, 2) meristematik olmayan somatik
hiicrelerden  rejenerasyon ve 3) mayoz bolinme gecirmis gametik hicrelerden
rejenerasyon. Birinci tip rejenerasyonda u¢ ve yan meristemlerden bitkiler cogaltlir.
Buna meristem kultird yoluyla klonal c¢ogalim denilir. Elde edilen hicreler
tamamen dondr (verici) bitkiye benzerler. Ikinci tip rejenerasyon; dogrudan bir
bitki eksplantinin kesilmis yiizeylerindeki belitli somatik hiicrelerin  bir kisminin
genellikle bitki buyime dizenleyicilerinin = (6zellikle oksin ve sitokininler) etkisi
sonucu bolinerek ve organize olarak, organlari ve daha sonra da bitkiyi (direkt
organogenesis) veya bir somatik hiicrenin stirekli bolinerek embriyo ve daha sonra
da tam bir bitkiyi olusturmast (direkt somatik embriyogenesis) seklinde olabilir.
Ayrica her iki dutum, belitli bir kallus, proto-kallus veya hiicre siispansiyonu
olusumu devresinden sonra da ortaya cikabilir (indirekt rejenerasyon). Ortaya cikan
bitkilerde bazt kalitsal veya gecici varyasyonlar olusabilir. Son olarak normal
kromozom sayisinin yarisini ihtiva eden hiicrelerden de direkt veya dolayl yollarla
bitki rejenerasyonu olabilir. Bu durumda donér bitkinin kromozom = sayisinin
yarisina sahip, genellikle steril olan haploid bitkiler elde edilebilir.

1.2. Bitki Doku Kiiltiirlerinin Tarihi Geligimi ve Uygulama Alanlari

Bitki doku kiltirlerinin gelisiminde etkili olan 6nemli calismalar Tablo 1Tde
verilmistir. 1k topraksiz tretim sekli olan hidrofonikler (sulu ¢ézeltiler iginde
bitkilerin topraksiz ortamlarda yetistirilmesi), tim bir bitkinin laboratuvarda tam
olarak formile edilmis besin ortamlarinda yetistirilebilmesi dustincesini ve daha
sonra da bitki organlarinin benzer sekilde kultire alinabilmesi fikrini dogurmustur
(Chrispeels ve Sadava, 1994). Bu yolda en 6nemli adimlardan birisi besin



Doku Kiiltiirii: Temel Laboratuvar Teknikleri

ortamlarinin  gelistirilmesi  ve  tamamen aseptik  sartlarda doku  kiltiriinde

Maltadir. Ayrica zaman Iginde organ ve doku gibi daha biyiik parcalardan tek
nucre Kiiltiiriine Uogru c¢alismalarin  yoneldigi  gérilmektedir. Bunun sonucunda,
1983 yilinda bitkilere ilk gen transferi gerceklesmistir (Tablo 1.1). Bu transferin
gerceklestirilmesinde  doku  kiltirintn  kullanilmasi  gerekli  olmustur. Gulniimiizde
bitki doku kaltarleri bir cok alanda uygulanmaktadir. Bunlar maddeler halinde

kisaca asagida verilmistir.

Tablo 1.1. Bitki doku kiltiriinde 6nemli ¢alismalar (Pierik, 1993; Kung, 1993; Endress,

1994).

Tarih Caligmalar Aragtiricilar
1902 Tlk izole edilmis hiicrelerin kiiltiirii Habetlandt
1904  Olgun embriyolarin kiltira Hanning
1917 Biyoteknoloji teriminin ilk defa kullanimi Kari Ereky
1920  Oksinin tanimlanmast Went ve ark.
1922 K&k ve strguin uglarinin laboratuvarda ¢ogaltmi Kotte ve Robbins
1924 Ik embriyo kurtarma teknigi (mustr) Dieterich
1934 1lk siirekli kok kiiltiirleri (domates) White
1934 ilk kallus kiiltiirleri Gautheret
1942 Ik kallus kiiltiirlerinden sekonder metabolit eldesi Gautheret
1946  Surgin uglarindan (apikal meristem) ilk bitki eldesi Ball
1953  DNA'nin yapisinin belirlenmesi Watson ve Crick
1954 Hucre stuspansiyonlarindan ilk bitki eldesi Muir ve ark.
1957  Tlk sitokininin tanimlanmasi ve organ olusumunda Skoog ve Miller
sitokinin/oksin oraninin éneminin ortaya konulmasi
1958  ilk somatik embriyogenesis (havug) Steward ve ark.
1960  Enzimler kullanilarak ilk canli protoplast izolasyonu Cocking
1962 MS besin ortaminin geligtirilmesi Murashige ve Skoog
1965 Tek hiicreden bitki rejenerasyonu Vasil ve Hilderbrandt
1967  Tlk haploid bitkinin tiretimi (anter polen kiiltiiri) Bourgin ve Nitsch
1968  B5 ortaminin geligtirilmesi Gamborg ve ark.
1970 HEPA filtrelerin kullanilmaya baglanmast
1971 Protoplasdardan ilk bitki rejenerasyonu Nagata ve Takabe
1978 Cinsler arasi ilk somatik melezleme Melchers ve ark.
1983 Transgenik ilk bitkinin elde edilmesi (tiitin) Murai ve ark.
1986 Transgenik ilk bitkinin tatla testleri (tiitiin)
1990  Sentetik tohum gelistirme ve hizlt dondurma yoluyla -
germplazm muhafazast ¢alismalarinin baslamasi
1995  Tlk rekombinant insan gidast (Flavr Savt, domates)
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1.2.1. Bitki doku kiltiirlerinin bitki 1slahindaki uygulama alanlari

Tiirler — arast  melezlemelerden — sonra — embriyo  kifltiivi:  Zigot olusumundan  sonra
ortaya ¢tkan (post-zigotik) uyusmazliklar iz vivo melezlemelerde embriyo

olusumunu veya olusan embriyolarin yagamalarini engellemektedir. Bu embriyolar
Ozel besin ortamlarinda doku kiltirt ile gelistitilmekte ve yeni melez bitkiler elde

edilebilmektedir. Bu teknige embriyo kurtarma teknigi denilmektedir (bkz. Bolim
10).

Haploid ~ bitki  iiretiminde — anter ~ (polen) —ve  yumnrtaltk — (Gviil)  kiiltiirii: -~ Ozellikle
kendine dollenen bitkilerde yapilan klasik bitki islaht melezlemeleri sonrasi, hatlarin
saflastirlmast ~ (homozigotlasmast) uzun zaman almaktadir. Mayoz  bdlinme
gecitmis  haploid sayida kromozoma sahip hiicrelerde  (polen/mikrospor  veya
megaspor) veya bu hicreleri ihtiva eden bitki kisimlarinin (anter veya yumurtalik)
doku kiltirid yoluyla elde edilen hicrelerinde veya re j ener an darinda yapilan
kromozom katlanmasi sonucu %100 homozigot bitkiler elde edilebilmektedir. Bu
teknige 2 vetro haploidi teknigi denir (Maheswati ve ark., 1995) (bkz. Bélim 5).

Somaklonal varyasyon: Kallus olusturan veya totipotent olup yeni bitkiler meydana
getirebilen hiicreler uzun streli kultirlerde veya kisa siireli de olsa yiksek bitki
biiyiime  dizenleyicileri  igeren  ortamlarda  bu  yeteneklerini  (kompotens)
yititebilmektedirler. Bu hiicrelerden olusan yeni bitkilerde gen veya kromozom
bozukluklart sonucu kalitsal ve fenotipik varyasyonlar (somaklonal varyasyon)
ortaya ¢tkmaktadir. Bu varyasyonlar, yeni c¢esit gelistirme ve iyilestirmelerde
slahgilar  tarafindan  kullanilmaktadir  (Chrispeels ve Sadava, 1994). Somaklonal
varyasyon sonucu ortaya ctkan degisiklikler arasinda, bazi pigmentlerin  yapisindaki
farklilasmalar  sonucu ¢icek renginin, yaprak ve c¢icek morfolojisinin, tohum
veriminin, bitki canliligt ve iriliginin, ugucu yag kompozisyonu ve hastaliklara
tolerans veya dayanikliigin degismesi sayilabilir (Brown ve Thorpe, 1995) (bkz.
Béliim 11).

In vitro seleksiyon: Tek hicre seviyesinde; tuz, herbisitler, patojenler vb. faktorlere
karst dayanikliiga gore yapilan seleksiyonlar sonucu, bu hiicrelerden elde edilen
bitkilerde ilgili faktSrlere dayanikli veya toleransli Dbitkiler ortaya ¢ikabilir. Bu
teknige 7 vitro seleksiyon denilmektedir.

In vitro dillenme: Bazi durumlarda (6zellikle dis ortama alis tinlamayan bitkilerden
tohum almak icin) doku kaltiri ile elde edilen bitkiler laboratuvar sartlarinda
tozlastirilmaktadir. Fakat bu uygulama ¢ok stnirh kalmustir.

In vitro germplazm  mubafazasi: Totipotent hucrelerin 7z vitro kultiirti, kallus veya
suspansiyon htcreleri seklinde uzun streli olarak veya belirli araliklarla yeniden
olusturularak saklanabilir ve ihtiya¢ duyuldugunda bu hiicrelerden yeni bitkiler
olusturulabilir. ~ Alternatif olarak ilgili hiicreler, meristemler veya elde edilen
minyatir bitkiler dustik sicaklikta (4 °C), cok az besin maddesine ve alana ihtiyac
gOstererek aseptik sartlarda saklanabilir (1-4 yil). Benzer sekilde cok diisitk
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stcakliklarda —196 UC), sivi azot icinde doku ve hiicreler hizli bir sekilde dondurulup
nkhmhilirler. Bu doku kiiltiirii teknikleri # 24w germplazm muhafazasinda
o6nemlidir ve gen ve tohum bankalarina alternatif olusturmaktadir (Brown ve
Thorpe, 1995) (bkz. Bélim 9).

Somatik  biicre  meleglemesi  (protoplast  fiizyonn): Pro toplas t fiizyonu ve somatik
melezleme, pre-zigotik eseysel uyusmazliklar nedeniyle, klasik melezleme ile elde
edilemeyen hibritlerin elde edilmesinde kimyasal ve fiziksel metotlar kullanilarak
uygulanan bir tekniktir. Flde edilen somatik melez hiicreden (heterokaryon), kallus
olusumu ve bitki trejenerasyonu yoluyla yeni bitkilerin elde edilmesi sistemin en
o6nemli ve en gerekli parcasidir. Bu islem genel anlamda genetik kopyalamadir ve
bitkilerde yaklastk 30 yildan beri uygulanmakta olup en bagarili Grnedi tiitin
bitkisinde gorilmigtir (Ochatt ve Power, 1992) (bkz. Bolim 4).

Gen transferi: Doku  kiltitlerinin  bitkileri iyilestirmede en 6énemli ve yaygin olarak
kullandlan uygulamalarindan birisi de, gen veya genlerin bitkilere aktariimasidir.
Bunun i¢in mutlaka tekratlanabilir bir hiicre-bitki rejenerasyonu (organogenesis ve
somatik embriyogenesis) sistemine ihtiya¢ vardir (bkz. Bolim 2, 3 ve 4).

1.2.2. Bitki doku kiiltiiriiniin ticari ve 1slah dis1 uygulamalar1

Hastaliksiz  bitki  elde  edilmesinde  meristem  kiiltiiri:  Tum apikal meristem veya
buradan alinan kiicik embriyonik patrcalar kiltire alinarak uygulanan teknige
meristem kultiird  denir. Cok az miktarlarda bitki buyime dizenleyicileri ilave
edildiginde u¢ ve yan meristemlerden bircok yeni bitkicikler elde edilebilmektedir.
Bu metotla elde edilen bitkiler her bakimdan birbirinin benzeridirler (bkz. Bélim
0).

Mikrogogaltim: Organize meristemlerden, heniiz olgunlasmamis veya
olgunlagsmasini  tamamlamis  somatik  hiicrelerden  direkt  (organogenesis  veya
somatik embriyogenesis) veya indirekt (kallus, protoplast vb.) vyollatla bitkilerin
cogaltilmas: ve koklendirilmesi islemine genel olarak mikrogogaltim denilmektedir.
ABD'de doku kiltiriinin ticati uygulamast 1970' de baglamis (orkidelerde ve sts
bitkilerinde) ve bu yolla elde edilen Urtnlerin pazar degeri bu gin yilda 15 milyar
dolara ulagmistir. Daha az sturgin  elde edilmesine ragmen wu¢ ve yan
meristemlerden kitle ¢ogal tim ticari olarak digetlerinden daha fazla kullanilan bir
metottur (Brown ve Thorpe, 1995) (bkz. Bélum 8).

Sentetik  tobum  diretimi  (somatif  embriyolar): ~ Somatik  embriyolarin  gesitli
metotlarla kaplanmasi sonucu sentetik (yapay) tohumlar elde edilmektedir!. Sentetik
tohumlarin,  hibritlerin =~ somatik  ¢ogaltiminda, erkisir  ve ebeveyn  hatlarin
muhafazasinda ve odunsu bitkilerin elit genotiplerinin elde tutulmasinda kullanimi

konusunda oldukga fazla ¢aligma yapilmaktadir (bkz. Bélum 3).
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Sekonder  metabolit  diretimi  (Kallus-hiicre  siispansiyonlars):  In  vitro  hiicre  kiltirleri
sekonder metabolit tretiminde de 6nemli bir kaynak olarak gorilmektedir. Bitki
sekonder metabolitleri, bitki biyime ve gelismesinde dogrudan kullanilmayan
maddelerdir. Istk mikroskobu ile goértlebilen sekonder metaboliderin  (tanenler,
antosiyaninler, karetenoitler) yaninda UV sig1 ile gorilebilenleri (alkaloitler) de
vardir. Son yillarda sekonder metabolit tretimi i¢in ot verimi yiksek, cok yillik,
genis adaptasyon kabiliyetine sahip ve azotlu gibre kullanimi olduk¢a az olan
yonca, alternatif bir bitki olarak gosterilmektedir. Tlgili enzim alindiktan sonra
yoncanin geriye kalan kismt ot olarak kullaniabilir (Austin, 1997) (bkz. Bélim 7).

Kimeralar: Doku kultiriinde, ozellikle sts bitkilerinde tzerinde onemle durulan
konulardan birisi de kimeralardir. Kimerik bitkiler; farklt tirlerin  protoplastlarinm
karigtk  kaltird  ve  bitki  rejenerasyonu, mutasyon uygulamalart sonucu  bitki
rejenerasyonu  ¢alismalart, apikal meristemle ilgili yapilan mikro-cerrahi calismalart
ve gen transferi yapilmast sirasinda, bir bitkiyi olusturan butin hicrelerin ilgili gen
veya genleri tasgimamast durumlarinda (Gzellikle partikil bombardimant metodu ve
apikal meristemler kullanildiginda) elde edilebilmektedir.

1.2.3. Bitki doku kiiltiirlerinin temel aragtirmalardaki uygulamalar1

Doku kaltiirdi, protoplast izolasyonu ve fizyonu, hiicre, doku ve bitki beslenmesi,
sitogenetik calismalar, morfogenesis calismalart ve biyolojik azot fiksasyonu gibi
temel arastirmalarda da kullandmaktadir. Bu tir arasturmalar  genellikle sistem
gelistirmede faydali olmaktadir.

1.3. Temel Teknikler

Doku kaltart  islemleri bir ¢ok asamadan olugsmaktadir. Bunlar: 1) Uygun bir
laboratuvar dizeninin kurulmasi, 2) Kullanilacak bitki patcalarinin  (eksplant) ve
besin ortamlarinin  se¢imi, hazirlanmast  ve sterilizasyonu, 3) Kallus ve hicre
stspansiyonlarinin  olusturulmasi, 4) Kallus veya htcre sispansiyonlarindan veya
dogrudan somatik veya gametik hicrelerden bitki rejenerasyonunun uyartlmasi
(organogenesis, somatik embriyogenesis veya meristem ¢ogaltimi  yoluyla), 5)
Olusan surginlerin - ¢ogaltilmast  ve boylarinin  uzatilmasi, somatik embriyolarin
olgunlastirilmasi, 6) Uzayan surglnlerin koklendirilmesi, 7) Koklenen bitkilerin dig
ortama  alistrilmast  (aklimatizasyon).  Bunlar arasinda en  Onemlisi, uygun
laboratuvar imkanlarinin saglanmasidir. Asagida verilen bilgilere ilave olarak doku
kultirt  teknikleri ve uygulamasi, besin ortamlart gibi konularda detayli bilgiler
Smith (1992), George (1993), Gamborg ve Phillips (1995), Sigma Plant Culture
(1994), Sigma Celi Culture (1995) ve Sigma (1998) kataloglarindan elde edilebilir.
Sigma Plant Culture Katalogunda 6zel olarak, bir bitki doku kultird
laboratuvarinda kullanilabilecek malzeme ve kimyasal maddeler verilmistir.
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1.3.1. Laboratuvar dizeni

Genel bir laboratuvar dizeni Sekil 1Tde verilmistit. Bu dizen farklt sartlara gore
degistirilebilir. Laboratuvarin  buytkligi ve yeri konusunda yapilacak dikkatli ve
6zenli bir planlama, ileriki agamalarda bir ¢ok sorunu 6nceden ¢6zmek demektir.
Ayrica  kurulmus diger laboratuvarlart  6nceden incelemek ¢ok faydali olabilir.
Diizenli olarak kurulan bir laboratuvarda hem aseptik sartlar saglanabilecek hem de
yuksek standartta bir ¢alisma yapilabilecektir.

Buyik bir doku kaltird laboratuvart oncelikle bagimsiz bir binada kurulmalidir.
Cunkt bir laboratuvarda en Onemli konu aseptik sardarin saglanmasidir. Bu yolla
cevre kaynakli kitleticiler ilk asamada Onlenebilir. Prefabrike binalar genellikle ucuz
maliyetlidir. Ayni zamanda yapimi da ¢ok pratiktir. Bununla beraber; kimyasal
madde dreten tesisler, tersaneler, araba parklari, garajlar, toprak dékim ve agtk
toprak alanlari (¢cim ve asfalt olamayan yerler) yakinina laboratuvar kurmak uygun
degildir. Laboratuvarin ¢atist saglam olmali ve duvarlart betondan yapilmalidir.
Yine tavan ve duvarlar izole edilmelidir (sicak-soguk yaliiml, su gegirmez).
Pencereler ¢ift camli olmali ve laboratuvarin i¢ ylzeyi mimkiinse fayans veya &zel
yanmaz materyalle kaplanmalidir. Isitma sistemi 20-30 °C arasinda ayarlanabilir
olmalidir (klima sistemi). Iyi bir temiz ve atk su tesisati, lavabo sistemi olmalidir.
Elektrik tesisatt toprakli olmali, kablolar duvara gémilmeli ve mimkin oldugunca
fazla sayida priz bulunmalidir. Temizlik, bir laboratuvardaki en 6nemli konudur.
Bir c¢ok laboratuvarda kontaminasyon kaynakli doku kiltirleri kayb: = %0l-50
arasinda degismektedir. Rutin temizlik ve aseptik islemler bu kayiplari minimuma
indirebilir.

Sekil 1.1’de verilen 4 ve 5 no’lu birimler bitlestirilebilir. Fakat 7 no'lu oda basarili
steril bir caligma icin ayr olmalidir. Ayrica 8 ve 9 no’lu birimler de birlikte
dugintlebilir. En 6nemli bolim steril transfer islemlerinin yapildigi kisimdir.

Doku kiltiri  serast ¢ok 6nemlidir. Sera icinde kesinlikle dogrudan toprak
kullamlmaz. Butin eckim ve dikimler saksilara yapilir ve kullamlan toprak, torf,
kompost vb. kullanimdan sonra ortamdan uzaklagtirilir. Serada sicaklik, nem ve 1sik
kontroli bulunmali ve her boliim ayr1 ayri kontrol edilebilmelidir.

Bir laboratuvarda bulunmasi gereken alet ve ckipmanlar Tablo 1.2 ’de verilmistir.
Kurulmus bir doku kultirt laboratuvarinda en ylksek maliyeti sterilizasyon
islemleri, kullanilan kaplar ve hazirlanan ortamlar olusturur.

1.3.2. Sterilizasyon teknikleri

In witro (laboratuvarda ve steril sardarda) doku kiltiriinde en Onemli nokta
sterilizasyon islemleridir. Bakteriler en yaygin kontaminasyon kaynagidirlar. En ¢ok
rasdananlar, Agrobacterinm, Bacillus, Lactobacillus, 1 sendomanas, Staphyllococcus,
Enterobacter ve Xanthomonas baktetilieridir. Bu tir mikroorganizmalar bitki
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materyalleriyle gelitler ve iyi ylzey sterilizasyonu yapilmadigt miiddetge problem
olurlar. Besin ortaminin izerinde veya iginde beyaz, krem, pembe veya sart renkte
genellikle seffaf koloniler halinde ortaya ¢ikarlar. Ayrica bakteri sporlart %70-90
alkolde yagamlarint  stirdirebilirler. Funguslar, cksplantla gelebilecegi gibi, kiltiir
sonrast hava kaynakli olabilitler veya afitler tarafindan bulastirilabilirler. Degisik
renkte (beyaz, gri, mavi) ve lifli (misel) goriinimde olup genellikle besin ortaminin
ve kiltirlerin tzerini ag gibi sararlar. Virtsler ve mikoplazma tird organizmalar
kolaylikla tespit edilemezler. Bu nedenle en tehlikeli olanlandir. Ciinkd tespit
edilemeden kiltirden kiltire gegebilitler ve ¢ok wuzun sireli bir ¢alisma boga
gidebilir. Akut bakteriyel veya fungal kontaminandar kiltirden birkag giin sonra
ortaya ctkarlar. Bazilari kiltirtin daha sonraki asamalarinda da ortaya cikabilir. Bu
nedenle sterilizasyon islemi biitiin laboratuvar dizeyinde ele alinmalidir.

® Karanlik oda, | @ On ® Besin
Fotograf cekimi, | temizleme ortamit
e mikroskoplar odast hazirlama yeri,
E/'::— yikama tinitest,
%_" ® Sera bllZdOlﬁbl,
5 otoklav,
® Karanlk ve dolaplar ve
soguk oda diger alet ve
@ Ofis ekipmanlar
Bﬂglsayarlar, @ Steril transfer odast
internet
baglantist Laminar hava aksslt kabin. Butiin steril
islemler burada yapilir. Basincli hava ve
gaz tesisatt bulunmalidir
Calkalayicive | | @ Isik, sicaklik
e { | venem ayarli
inkubatorler | Kisltiir odast

Sekil 1.1. Orta-biiyiik 6lgekli bir doku kultiri laboratuvari diizeni (Gamborg ve Phillips,
1995'den degistirilmistir).
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Tablo 1.2. Bir laboratuvarda bulunmast gerekli olan imkanlar (Smith, 1992; Gamborg ve

>

~mo

* Alev lambast

* Aliiminyum folyo

* Ambalaj filmi (naylon)

* Analitik elektronik terazi

* Aspirator

* Basingli hava kompresorii veya kaynagi

* Beherler (250 mil, 500 mi, 1 litre, 2 litre, 5
litre)

* Bisturi

* Buhar banyosu (100 °C ye kadar
ayarlanabilen)

* Buzdolabi (derin donduruculu)

* Cam kavanozlar (cam sise), muhtelif recel
ve konserve kavanozlari (100, 150, 200,
500 mI)

* Dereceli silindirler (20 ml, 50 ml, 100 ml,
200 mlI, 500 mlI, 1 litre, 2 litre)

* Dolaplar

* Erlenler (100, 250 mi, 1, 2, 4 litre
kapasiteli en az bir tanesi dl¢tli agizlr)

* Etiv

* Fayanslar (10x10, 15x15 cm, en az 20
adet)

» Filtre sterilizasyonu icin filtre Gniteleri

* Flore san 15181 (serin-beyaz) ile aydinlatilan
ve sicakligt ayarlanabilen kiltir odast

* Fotograf filmi (siyah-beyaz ve renkli, slayt
»Cin)

* Gaz kaynagi (dogal gaz)

* Istticili manyetik karistirict

* Kagit havlular

* Kaucuk eldivenler

* Laminar hava akislt kabin (HEPA filtreli)

Mikrodalga firin
Mikro pipetler (Gilson vb.) 1-5 JLI“J, 5-20
jul, 20-50 jul, 50-200 jL.U, 200-1000 JLT

arasi ayarlanabilen gesitli hassasiyette.

Mikroskoplar (stereo; bityiitmeli ve 151k
kaynakl)

Otoklav, basingli pisirici ve otoklav

eldivenleri
Otomatik pipet

Pastor pipetler (arkasi pamuklu, 15-23

mm uzunlugunda)
Pensler (4, 7, 8 ing) ikiger adet

Petri kaplan (5, 7, 9, 14 cm cam veya
tek kullanimlik plastik)

pPI metre
Pipet doldurucu
Pipet memeleri

Pipet pompast (20 mi, mekanik veya

otomatik)
Pipet yikayict
Pipetler (1, 5, 10 mi, tek kullanim igin

veya cam)

Plastik fide dikim kaplan
Raflar

Raklar

Saf alkol

Saf su tinitesi (su demineralizasyon
tinitesi tercih edilmelidir).

Calkalayici (yatay-horizontal)
Santrifiij (makro-mikro)
Sprey sigesi ve sigeler

Test tiipleri (25 x 100 mm)
Tripod

Vakiim pompasi
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Sterilizasyon, sterilize edilecek yer ve materyale gbre 3 kistmda degerlendirilebilir: 1)
Calisma alaninin  sterilizasyonu, 2) Kullanilacak alet, eckipman, kaplarin ve besin
ortamlarinin  sterilizasyonu (1st ile bozulabilenler, 1s1 ile bozulmayanlar) ve 3) Bitki

materyallerinin sterilizasyonu.

I.3.2.I. Calisma ortaminin sterilizasyonu

Steril calisma alaninda kullaniacak yiizeyler (steril kabin ici) kullanimdan en az 10-
15 dakika once %10’luk ticari sodyum hipoklorit solisyonu (%5 NaOCI igeren)
veya %7071k alkolle silinir. Maliyeti daha disiik oldugundan bu tir islemlerde metil
alkol kullanilabilir fakat zararlidir. Eger kabin icinde bir UV lambast varsa acilir.
Fakat bu sirada kabin icinde hicbir is yapilmaz ve canli bitki materyali
bulundurulmaz. Kullanilacak aletler (bisturi, pens vb.) kullanimdan énce etil veya
metil alkol icine batirildiktan sonra alev lambasina tutularak alevle ylzey
sterilizasyonuna tabi tutulur. Bu durumda cok dikkatli olmak gerekir. Eksplantlarm
kesiminin Petri kutulart icinde yapilmast saglikli sonuclar vermeyebilir. Bu is icin
aliminyum folyo icine sarilarak otoklav edilmis 10x10, 15x15 cm ebadindaki
fayanslarin  kullanidlmasi  daha saglikli sonu¢ verebilir. Fayanslar kabin icinde,
yizeyine dokunulmadan acilir ve aleve tutularak sterilize edilen aletierle tzerine
konulan ecksplandar kesilerek kaltire alinurlar. Geriye kalan parcalar tekrar folyo
icine sarilarak uzaklastirilir ve otoklavdan sonra fayanslar yikanarak tekrar kullanilir.
Fayanslar her bakimdan temizdir, sert bir destek verir ve daha az maliyetlidir.
Kiltar kaplart (6rnek: cam kavanozlar) acildiktan sonra bogazlari ve agiz kisimlari
aleve  tutulmalidir. Bu islem kaplarin  agiz  kisimlarindan  kaynaklanabilecek
kontaminasyonu engelleyecektir.

1.3.2.2. Besin ortamlarinin, alet ve ekipmanlarin sterilizasyonu

Besin ortamlari, alet ve ckipmanlar 3 sckilde sterilize edilebilitler: 1) Otoklav ve
buhar  (sicak hava) sterilizasyonu, 2) Filtre sterilizasyonu, 3) Mikrodalga
sterilizasyonu. Bir diger yontem ise etilen oksit ile yapilan gaz sterilizasyonudur. Bu
yontem otoklava alternatif olabilmekte, daha pahaliya mal olmakta fakat otoklav ile
sterilize ~edilemeyen plastik kaplar ve santrifiij siselerinin = sterilizasyonu  icin
uygulanabilmektedir.

Otoklay  ve swak  bhava  sterilizasyonn: Besin  ortamlarinin  sterilizasyonu  igin
standart bir islem olarak otoklavda 15 dakika boyunca 105 kPa basincta 121°C’de
tutulmas: gerekmektedir (Hatipoglu, 1993). Bununla birlikte bu degerler sabit bir
hacim icin yeterli olup degisik hacimlerdeki ortamlarin sterilizasyon siireleri Tablo
1.3* de verilmistir. Bazi maddeleri iceren kaplarin sterilizasyonunda (6rnek: glikoz)
sicaklik kademeli olarak artirlmalidir. Bu durumlarda 116 °Cde 30 dakika basarili
Sonuglar verir. 300 mi’den daha fazla besin ortam igeren siselerin kapaklar gevsek

tutulmalidir. Otoklav sonrasi kapaklar hemen sikistirilmalidir. Butun oftamki*
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otoklav edildikten sonra 1-2 saat disarida bekletiimeli ve sogutulduktan sonra (kap
idinde yogunlasma Onlenir) kullanilincaya kadar kapalt (karanlik) dolaplarda
saklanmalidir.

Tablo 1.3. Cesitli hacimlerde ortam igeren kaplan otoklavda sterilize etmek igin gerekli
minimum siireler (George, 1993; Hatipoglu, 1993).

Ortam hacmi 121 °C sicakliga ulagma Minimum sterilizasyon
(mi) zamanit stiresi (dakika)
(dakika)
20-25 9 24
50 1 26
100 13.5 28.5
250 16.5 31.5
500 20 35
1000 25 40
2000 33 48
4000 48 63

Sterilize edilecek tim ekipmanlar otoklav veya sicak hava firininda (etiiv) sterilize
edilebilitler. Aleder ve bos kaplar ise otoklava dayanikli poseder (otoklav poseti)
icine konulduktan ve aguzlari kapatiip, otoklav bandt ile yapistirildiktan sonra
sterilize edilitler. Ozel otoklav bantlart sterilizasyon sonrast renk degistirir. Bu,
icerisinde bulunan kaplarin  veya ortamin sterilize edilip edilmediginin en iyi
gostergesidir ve muhtemel karisikliklart 6nler.

Hemen bozulabilen maddeleri (hormonlar, vitaminler vb.) icermeyen ortamlar en
ge¢ 3-4 ay icerisinde, digerleri ise duruma gbre en kisa zamanda kullaniimalidir.
Sterilitenin hala korundugundan emin olmanin en pratik yolu, ortam kullanilacagt
zaman kapak gevsetilitken basingli hava ¢tkisinin  hissedilmesiyle olur. Eger
kapaklar gevsek ise kullanimdan 6nce agizlart mutlaka aleve tutulmalidir.

Erlenler, pipeder (cam) ve diger kuru materyaller agizlari aliminyum folyo ile
kapatilarak veya uygun metal konteynerler icine konularak bir sicak hava firininda
(etiv) 1-4 saat streyle 200 °C’de tutularak stetilize edilebilitler. Normal plastik
malzemeler kesinlikle otoklavda veya firinda sterilize edilmezler.

Filtre  sterilizasyonu:  Filtre  siterilizasyonu stvi  ortamlar ve 1st ile bozulabilen
maddelerin stok solisyonlart icin uygulanir. Genel olarak 0.22 pm poroziteli seliiloz
nitrat filtrelerden mikoplazma (en kiguk baktetd) ve Pseudomona diminuta (0.1 pm)
hari¢ hicbir bakteri veya fungal sporlarin gecemeyecegi kabul edilmektedir. Fakat
bu organizmalara digetlerine gbre ¢ok daha az rasdanmaktadir.
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Filtre sterilizasyonu icin cesitli sistemler kurulabilir. Tki litre kapasiteli celikten
yapilmis silinditler, 250 mFlik plastik Sartorius filtreler ve tek kullanimlik seliloz
nitrattan yapilmis membran filtreler (Whatmann, Millipore, Fisher, Titan)

kullanilabilir. Tlk iki sistem basinclt hava kullanilarak daha énceden sterilize edilmis

ve uygun membran takilmis filtre ile steril transfer kabini icinde besin ortamint
stizme esastna dayalidir. Son sistemde filtre, enjektér (5-50 mil) ucuna takilir ve
ortam steril plastik veya cam siseler icine stzilir. Bazi durumlarda hindistan cevizi
suti de filtre ile sterilize edilebilit. Bu durumda stvi 6nce 0.45 pm, daha sonra 0.22
pm filtreden gecirilerek sterilize edilmelidir. Filtre ile sterilize edilen besin
ortamlarini herhangi bir kontaminasyon riskinden korumak icin bu ortamlar en az
4-5 gin dolapta tutulduktan sonra kullanilmalidir. Filtre ile sterilize edilen ortamlari
kullanarak katt ortamlar yapilmak isteniyorsa, stvi ortamlar ¢ift yogunlukta (double-
strenght) hazirlanirlar, yine cift yogunlukta hazirlanmis ve otoklav edilmis agar ile
kabin icinde karistirilarak normal yogunluga getirilebilitler.

Mikrodalga  sterilizasyonn:  Doku  kilturinde kullanilacak malzemelerin  ve  besin
ortamlarinin  sterilizasyonunda  yogun  olarak  kullanilan  otoklav ~ ve  filtre
sterilizasyonuna  alternatif ~ bir diger yoéntem de mikrodalga sterilizasyonudur
(Tisserat ve ark., 1992). Cinki ozellikle filtre sterilizasyonu pahali ve az miktarda
ortam i¢in uygun olmakta, otoklav ile stetilizasyon ise uzun zaman almakta ve'
sterilize edilecek malzemelere zarar verebilmektedir. Tisserat ve ark. (1992), 700 W
giicinde bir ev mikrodalga firnint kullanarak %3 sakkaroz iceren 100 ml besin
ortaminin 5 dakikada, 250 mi ortamin 10 dakikada ve 1 litre ortamin da 15
dakikada basariyla sterilize edilebilecegini bildirmislerdir. Ayni sekilde 50 mil agar
iceren ortamlar da 15 dakikada basariyla sterilize edilmistir.

1.3.2.3. Bitki materyallerinin ytlizey sterilizasyonu

Doku kiltirinde en uygun eksplant kaynagini, daha Onceden sterilize edilmis
tohumlardan elde edilen aseptik fideler olusturur. Cinkd bu sekilde elde edilen
fidelerin sterilizasyona ihtiyact olmamakta ve ylzey sterilizasyonu isleminin zararlt
etkilerinden sakinilmaktadir. Eger boyle bir sans yoksa, dis sartlardan (tarla, sera
vb.) alinan cksplantlar (tohum, yumru, yaprak, govde, sirglin ucu vb.) Oncelikle
musluk suyu altinda en az yarim saat tutulurlar. Tohum ve yumru gibi daha kaba
pargalar 1-20 saniye alkol icinde tutulduktan sonra gercek ylzey sterilizasyonu
ortamina konulur. Yizey sterilizasyonu doku kultiri islemleri arasinda en 6nemli
asamalardan biridir. YUzey siterilizasyonu i¢in en fazla kullandan maddeler etil
alkol, sodyum veya kalsiyum hipoklorit, civa kloriir, gimis nitrat ve hidrojen
peroksittir. Kullanilacak bitki parcasina gére degisen c¢esitli islemler Tablo 1.4fte
verilmistir. Ayrica siterilizasyon amaciyla biyosider de kullanilabilir.
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Tablo 1.4. Kullanilan bitki parcalarina gore farklt ylzey siterilizasyonu sekilleri.

Eksplant On sterilizasyon Sterilizasyon
Tohum 10 saniye saf alkolde 20-30 dakika %010-20'lk ticari
muamele ve steril suile  sodyum hipoklorit soliisyonu
durulama icinde kanstirarak tutulduktan
sonra en az 3 defa steril su ile
durulama. Steril filtre kagidi
tizerinde kurutma.
Meyve, bakla Kisa stireli saf alkol ile 10-15 dakika %10'luk ticari

Govde, hipokotil,
petiyol

Yaprak

Depo organlan

muamele

Yarim saat musluk suyu
altinda tutma

Yarim saat musluk suyu
altinda tutma

Musluk suyu altinda
yitkama

sodyum hipoklorit soliisyonu
icinde kanstirarak tutulduktan
sonra en az 3 defa steril su ile
durulama

10-20 dakika %15flik ticari
sodyum hipoklorit soliisyonu
icinde kanstirarak tutulduktan
sonra en az 3 defa steril su ile
durulama

15 dakika %10'luk ticari sodyum
hipoklorit solisyonu icinde
kanstirarak veya alternatif olarak
%0.1-0.25 HgCb solisyonunda 2-
5 dakika c¢alkalandiktan sonra en
az 3 defa steril su ile durulama.

20-30 dakika %15-20'lik ticari
sodyum hipoklorit soliisyonu
icinde kanstirarak tutulduktan
sonra en az 3 defa steril su ile
durulama. Steril filtre kagidi
tizerinde kurutma.

Bitki par¢alaniun stetilizasyonu ile 1lgili bazi 6nemli noktalar:

a) Bitin durulama ve kurutma islemleri steril kabin icinde yapilmalidir.

b) Ticari solisyon (6rnek: Axion, Domestos) en az %5 sodyum hipoklorit
(NaOCT) igermeli ve yitksek saflikta olmalidir. Pratik olarak en fazla %20-
30 (h/h) oraninda ticari solisyon igeren karisimlar kullanilmaktadir. Butin
sterilizasyon  soliisyonlarinda, 6zellikle yaprak ve gbvde gibi kisimlarin
stertiizasyonunda  kullanilacak  soliisyonlarda 100 mi solisyon igin  yayict
yapistirict olarak 2 damla Tween-20 kullanilmasi tavsiye edilir.

c) Cok kiicik tohumlarin sterilizasyonu, sterilizasyon solisyonu icine konulan
bir filtre veya beyaz tiilbent icinde yapilabilir.
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d) Tablo 1.4te verilen sterilizasyon islemleri sadece yiizeysel sterilizasyon
saglarlar. Bazt kalin kabuklu tohumlar, gbvde pargalart veya yumrtular
endojen kontaminasyon etmenleri tastyabilitler. Bu nedenle mutlaka saghkli
baslangic materyali kullanmak gerekir. Endojen kontaminasyonu elimine
etmek icin ise genellikle biyositler (6rnek: PPM) kullanilmaktadir. Bunun
icin 8-12 saat 50 mg/1 magnezyum klorir ve %1-2’lik biyosit iceren
solisyonlarda tohumlar karstirlarak  tutulduktan sonra direkt olarak
c¢imlendirme ortamina alinirlar. Cesitli yesil eksplantlar ise 6nce sodyum
hipoklorit solisyonunda ve durulama sonrast 8-12 saat boyunca %1-2’lik
biyosit solisyonunda katistirlarak tutulur  ve yine %00.05-0.1 oraninda
biyosit iceren besin ortaminda kiltiire alinurlar. Bu islemler hem yizey hem
de endojen kontaminasyonu engelleyebilir.

1.4. Besin Ortamlari

Kallus, hiicre stispansiyonu, protoplast kilturleri ve bitki rejenerasyonu gibi doku
kaltiri  islemlerine baglarken verilecek en Oncelikli  kararlardan birisi  kullanilacak
besin ortamlarinin  secimidir. Cesitli arastiricilar tarafindan  bildirilen bir ¢ok besin
ortamt formiilasyonu mevcut olmasina ragmen birka¢ tanesi (6rnek: MS, B5 ve LS)
ve bunlarin gesitli modifikasyonlart (Tablo 1.5) ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir.
MS ortami, Murashige ve Skoog (1962) tarafindan titin icin gelistirilmis ylksek tuz
icerikli bir ortamdir. Ozellikle diisik yogunluklarda (1/4, 1/2) bir ¢ok bitki
turindeki koklendirme caligmalarinda  bagariyla  kullanilmaktadir. Gamborg ve ark.
(1968)'nin B5 ortami, soya kallus kiltiirleri igin gelistirilmis nitrat azotu yuksek bir
ortamdir. LS ortami (Linsmaier ve Skoog, 1965), MS ortaminin organik bilesikler
bakimindan farklt bir versiyonudur. White (1963) ortamit (WH) disik tuz
formilasyonlu ve domates koklerinin kaltird icin gelistitilmis bir ortamdir. SH
(Schenk ve Hilderbrandt, 1972) ortamu ise hem monokotiledon hem de
dikotiledonlar i¢in uygun olabilmektedir. NN (Nitsch ve Nitsch, 1969) ortami an ter
kaltird igin gelistirilmistir. Tuz igerigi MS ve WH arasindadir. Ayrica cesitli bitki
tirleri icin gelistitilmis cok 6zel ortamlar da vardir (bkz. Sigma Katalogu, 1998).

Bir besin ortaminda genelde 8-9 farkli gruptan 20-30 arasinda farkli komponentin
farkli doz ve kombinasyonlart kullanilabilmektedir. Bunlar arasinda vazgecilmez
kullanima sahip olanlar yaninda, kullanimi daha olumlu sonuclar verenler de vardir.

Bazi bitki titlerinde ise c¢ok ©6zel karisimlarin  kullanilmast bagarida temel sart
olabilmektedir.

Bitki besin ortamlarinda yer alan komponentler kullanim sikligina gére sirastyla; su,
makro elemender, mikro elemender, vitaminler, sekerler (karbon kaynagi), yati-
katllagtiricilar ~ (jel  yapicilar; agar, agaroz vb.), bitki blyime duzenleyicilet,
tamponlar, amino asider ve kimyasal olarak tanimlanamayanlardir (George, 1993;
Franklin ve Dixon, 1994; Gamborg ve Phillips, 1995). Bu komponentlerin hepsi
aynt anda her ortamda bulunmayabilir.
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Genel olarak swvi ortamlar icin makro ve mikro elementler, bazt vitaminler ve
karbon kaynaa feakkaroz), yan-kau ortamlar icin de ilave olarak agar veya agaroz
iceren ortamlara temel besin ortamlart denir. Temel besin ortamina bitki buytime
diizenleyicileri ilavesiyle her tir bitki, her bitki parcasi, dokusu veya hucresi icin
farklt ve 6zel besin ortamlart hazirlanabilir.

Su bir besin ortaminin %90’dan fazlasmt olugturur. Ortam formiilasyonunu tam
olarak tutturabilmek icin kullanilacak suyun deiyonize olmasmna gayret gdstermek
¢ok 6nemlidir. Eger bu imkan yoksa cift destile saf su kullanilmalidir.

Makro elementler: Temel besin ortami icindeki en Onemli olan komponentlerden
birisi azottur. Bazt besin ortamlarinda ylksek oranda, degisik formlarda (NHA,
NO3 veya organik) azot bulunurken (6rnek: MS) bazt ortamlarda c¢ok disik
oranda azot bulunur veya hi¢c bulunmaz (6rnek: 7z vitro nodilasyonda kullanilan
ortamlar). Fakat azot besin ortamlarinda NO3* formunda daha fazla bulunur. Bitki
kiltirleri ilk 6nce ortamdan genellikle NHA formunda azotu alirlar ve daha sonra
pH disince NO3 formunu kullanmaya baslatlar  (George, 1993). Besin
ortamindaki inorganik azota ilave olarak, L-glutamin, L-prolin gibi organik azot
kaynaklarinin ~ 6zellikle somatik  embriyo uyariminda kullanidldigini  gbsteren  ¢ok
sayida calisma vardir. Fakat amino asitler filtre ile sterilize edildikten sonra besin
ortamina ilave edilmelidir. KNO3 formunda azot ilavesi ayni zamanda potasyumun
da ortama ilavesini saglar (Franklin ve Dixon, 1994). Diger makro elementler
arasinda ise fosfor, sodyum, magnezyum, kikiirt ve kalsiyum sayilabilir.

Mikro  elementler: En ¢ok kullamlan mikro elemender sirasiyla demir, manganez,
¢inko, bor, bakir, molibden, kobalt ve iyottur. Bunlar arasinda demirin bitki
hiicreleri tarafindan daha iyi alinabilmesi icin jdadanmis formda ortama ilave
edilmesi gerekir. Demir elementinin ticari olarak kullanima hazir olan Fe-EDTA
formu mevcuttur. Bununla beraber Fe-EDTA su sckilde de haztlanabilir: 350 mi
su icinde 5.57 g FeSCAAPFO hafifce sitlarak eritilir. Yine 7.45 g Na:EDTA 350
mi suda hafifce 1sitilarak eritilir. Daha sonra her iki soliisyon karigtirilarak 1 litreye
tamamlanarak otoklavda sterilize edilit. Otoklavda jelatlama islemi hizlanarak
tamamlanir. Son solisyon rengi koyu altin sarist olmalidir. Bu ¢6zeltiden MS ve B5
ortamlart icin genellikle 5 mi kullanilmast gerekir (Gamborg ve Phillips, 1995).

En fazla kullanilan besin ofrtamlarinin  molar icerikleri ve hazirlanma  sekilleri
arasinda  cesitli  yanls  kullanimlar  bildirilmistir  (Owen ve Miller, 1992). Bu
yanlisliklar arasinda en c¢ok rastlananlar demir ve demir jelatlandiricilart ile ilgili
olanlardir. Ayrica, ticari olarak satilan hazir ortamlarin kataloglari veya paketleri
tzerinde cogu kez orijinal bildirimlerden sapmalar tespit edilmekte, bir bilesigin
sulu veya susuz formlart farkli sekilde gosterilebilmektedir. Bu nedenle ticari
formilasyonlar  orijinal  bildirimlerle  karsdlastirlmalt  ve  mumkinse  ortam
hazirlamada laboratuvarda hazitlanan stok solusyonlar kullandmalidir. Bu islem bir
cok bakimdan pratik sonuglar verebilir. Oncelikle daha ekonomiktir, ikinci olarak
hem arastiricilara tecriibe kazandirir hem de 6zel ortam hazirlamaya veya bazt
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ortam komponentlerinin istenilen oranda degistirilerek etkilerini test etmeye imkan
verir  (6rnek: azotsuz ortam yapimi, farkll demir oranlarinin  kiltirler Gzerine
etkisinin arastirilmasi vb.). Bunun icin ¢esitli stok solisyon hazirlama yontemleri ve
sekilleri gelistirilmistir. Baziart Tablo 1.6 ve 1.7de verilmistir. Hazirlanan stok
solisyonlarin da mumkin oldugunca en az sayida bilesenden olusmasi tavsiye
edilir. Eger basari saglaniyorsa sivi ortamlarla calismak agarla katilastiridan ortamlara
tercih edilmelidir. Béyle bir uygulama hem pratik hem de ucuzdur.

Vitaminler:  Vitaminler enzim reaksiyonlarinda katalitik etkiye sahiptitler. Bitki
kultirleri icin en gerekli vitaminler thiamin (Bi) ve daha sonra sirasiyla nikotinik
asit (Bs, niasin) ve pridoksindir (BO). Myo-inositol ve d-biotin (H)’de 06ncelikle
gerekli vitaminler icerisinde degerlendirilmektedir. Diger vitaminler arasinda ise d-
pantotenik asit (Bs), askorbik asit (C), a-tokoferol (E), folik asit (M), retinol (A),
riboflavin  (B2) ve kolekalsiferol (D3) zaman zaman 6zel uygulamalarda besin
ortamlarina  ilave edilmektedir. Vitaminler genellikle otoklavdan 6nce  besin
ortamina ilave edilitler.

Sekerler: Seketler besin  ortaminin  en 6nemli komponentleri arasindadir. Kiltiire
alinan  bitki  htcre ve  dokulart  yeterli miktarda  karbonhidrat  sentezi
yapamadiklarindan (yani heterotrof olduklarindan) enerji kaynagi olarak gesitli
scketler kullanilmalidir. Bitkilerce kullanilabilen seketler Tablo 1.8’da  verilmistit.
Bunlar arasinda en fazla kullanilani  sakkarozdur. Besin ortamlarinda  siklikla
kullandlan diger sekerler sirasiyla glikoz, maltoz, rafinoz ve fruktozdur (George,
1993). Glikoz bazt durumlarda rejenerasyonun uyarlmasinda sakkarozdan daha
etkili olabilmektedir. Cunkil sakkaroz bir disakkarittit ve hiicreler tarafindan glikoz
ve fruktoza parcalandiktan sonra kullanilabilmektedir. Bununla beraber bazi 6zel
durumlarda da, 6rnegin rafinoz, daha etkili olabilmektedir. Yine bazi durumlarda da
karigtm  (sakkaroz+glikoz) daha iyi sonuglar verebilmektedir. Besin ortamimna ilave
edilecek %2 (a/h) seker (20 g/1) koklendirme c¢alismalarinda ve mikrogogaltimda
yeterli olurken, rejenerasyon ortamlarinda en ¢ok kullanldan konsantrasyon %3

(a/h, 30 g/1) olmaktadir.

Seketler uzun sureli otoklav sonucu karamelize olabilmekte ve hicreler Uzerinde
toksik etki yapan yiksek molekiler agirlikli bilesiklere doéntusmekteditler (Tablo
1.8). Myo-inositol bir heksitol olmasmna ragmen vitamin etkisi gostermektedir
(Smith, 1992). Alkol seketleri (manitol, sorbitol) bitki dokularinca metabolize
edilemeyen  sekerlerdir.  Bunlar  genellikle protoplast  kiltitlerinde — ozmotik
dengeleyici olarak kullamilmaktadir. Bununla beraber ortama ilave edilen manitol
veya sorbitol bor alimini engellemektedir (George, 1993).
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Tablo 1.5. Bitki doku kiiltiiriinde en g¢ok kullanilan temel besin ortamlari (George, 1993;

s 100¢17«mir  w Hivan. 10041 “amKofe ve Phillips, 1995).
Komponentler Kiiltiir Ortamlarindaki Konsantrasyon (mg/1)
MS BS SH LS White NN Nhsch's KM LM SI
S-3 H
KNO: 1900 2500 2500 1900  80.0 950 950 1900 1900 -
NH.NO; 1650 - - 1650 - 720 720 600 1650 -
NH.H:PO: - - 300 - - - - - - -
(NH,),S0, - B4 - . - -
MgS0,.7H,0 370 250 400 370 720 185 185 300 1850 370
CaCl,.2H,0 440 150 200 440 - 220 166 600 22 440
Ca(NO0;),.4H,0 - - - - 300 - - - - -
KC1 - - - - 65 - - 300 - 1400
KH,PO, 170 - - 170 68 68 68.0 170 340 170
NaH,P0,.H,0 - 150 - . . . . . - R
NaH,P0, - - - - 16.5 - - - - -
Na,S0, - - - - 200 - - - - -
MnS0,.H,0 - 10 10 16.89 - - - 10 21 -
MnS0,.4H,0 22.3 - - - 7.0 25 25.0 - - 22.3
KI 0.83 0.75 1.0 0.83 0.75 - - 0.75 4.15 0.83
H:BO: 6.2 3.0 5.0 6.2 1.5 10 10.0 3.0 31 6.2
ZnS0,.7H,0 8.6 2.0 1.0 10.58 3.0 10 10.0 2.0 43 8.6
Cus0,.5H,0 0.025 0.025 0.2 0.025 - 0.025  0.025 0.025  0.50 0.025
Na,Mo0,2H,0 0.25 0.25 0.1 0.25 - 0.25 0.25 0.25 1.25 0.25
CoCl1,.6H,0 0.025 0.025 0.1 0.025 - - - 0.025 0.125 0.025
FeS0,.7H,0 27.8 27.8 15.0 27.85 - 27.8 - - 27.8 27.8
Fe,(S0,4)3 . - - - 2.5 -
Sequestrene 330 - . - - - - - 28 - -
Fe
Na,EDTA 37.3 37.3 20.0 - - 37.3 - - 373 373
Nikotinik asit 0.5 1.0 5.0 - - 5 - - 0.5 0.5
Pridoksin-HCI 0.5 1.0 0.5 - - 0.5 - 1.0 0.1 0.5
Thiamin-HCl 0.1 10.0 5.0 0.4 - 0.5 - 1 0.1 0.1
Biotin - - - - - 0.05 - 0.01 - -
Folik asit - - - - - 0.5 - 0.4 - -
/~y”-inositol 100 100 1000 - - 100 - 100 100 100
1-inositol . E - 100.0 - - - -
Glisin 2.0 E E - - 2.0 - 0.1 - 2.0
Glutamin . . . . . . . . . 1462
Sakkaroz 30000 20000 30000 - . 20000 . 20000 30000 10000

Jel yapucr  maddeler:  Jel yapict maddeler besin ortamlarmi yari-katt hale getirmek
icin  kullanilan  komponentler —arasindadirlar.  Bunlar  genellikle kirmizi  deniz
alglerinden ¢ikarilan gesitli  polisakkarit bilesimleridir. En ¢ok kullanilanlar, agar
(degisik tipleri), agaroz, Sea-Kem agaroz, aljinat, Phytagel (Gelrite), silikajel, jelatin
ve nisastadir. Genellikle % 0.25-1.0 (a/h, 2.5-10 g/1) arasinda kullanilitlar. Ortamda
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kullanilan agar tipi ortaya c¢tkacak sonucu degistirebilmektedir. Agar veya agaroz
gibi maddeler 100 °C civarinda su ile jel olustururlar ve 45 °C civarinda katilasmaya
baslarlar. Eritilitken mutlaka karstirilmali ve tamamen eritilmelidir. Ortaya ¢ikan jel
bitki hiicrelerince alinamaz ve besin ortaminin diger komponentleriyle reaksiyona
girmez. Gellangum (Phytagel=Gelrite) disindaki diger jel yapict maddeler harig
katilagma sonrast tekrar eritilebilirler. Ticari olarak satilan agarlar arasinda saflik ve
bu nedenle de fiyat bakiminda farklar vardir. Difco ticari markali agarlarin jel
yapma kapasitesi safliklari artttkca artar. Bacto agar en az saf olamidir (George,
1993). Mikrocogaltim ¢alismalarinda yitksek saflikta agar kullanmak gereksizdir.
Son yillarda kirmizi deniz alglerinin direkt olarak kurutularak oSgutilmesiyle distk
saflikta fakat cok ucuz maliyetli agar elde etme calismalart artmaktadir. Cinkd jel
yapict maddeler besin ortaminin en pahali komponentleri arasindadir.

Bitki  bifyiime  diizenleyicileri:  Besin - ortamlarinin - ¢ogu  durumlarda  vazgegilmez
komponentleri arasindadirlar. Daha genis bilgi i¢in bkz. Bolim 1.4.2.

Amino  asitler: Amino asitler, hiicre kultitlerinin indirgen azot ihtiyactnt hemen
karsilamada cok Onemli olabilmektedirler. Eger ortamda nitrat ve amonyum miktart
dengeli ise bir ¢ok ortamda kullanimlari gereksiz olabilir. Glisin, arginin, glutamin,
prolin aspartik asit en ¢ok kullanilanlar arasindadir. Amino asitlerin  sadece L-
formlart biyolojik olarak aktif olduklarindan mutlaka L- formlar: kullandmalidir.
Kazein ve diger protein hidroliz tiriinleri bol miktarda amino asit icermektedir.

Kimyasal  olarak  tanumlanamayanlar:  Hindistan cevizi sutl, kazamino asit, maya
Ozi (yeast extract) gibi kimyasal olarak tanimlanamayan komponender besin
ortamlarinda kullanidmakla birlikte, genellikle tam olarak tanimlanabilir maddelerin
kullamlmast tavsiye edilmektedir. Cunkd bir ortamdan digerine olduk¢a farkl
sonuglar  ortaya  ¢tkabilmektedir.  Hindistan  cevizi  sitii  kimyasal  olarak
tanimlanamayan, her hazirlamada farkli icerige sahip olabilen fakat cesitli kaltir
ortamlarinda (6zellikle protoplast sistemlerinde) bagartyla kullanilan  bir  kaynaktir.
Hazirlamada, hindistan cevizi delinir (en az 10 adet) ve sit bir kaba akitilir. Sit 10
dakika kaynatlarak proteinler denature edilir. Whatmann 1 filtresinden sizilerek
gecirilir ve filtre ile sterilize edildikten sonra 100 mllik uygun siselerde -70 UC de
saklanir. Kullanimdan once kabin icinde eridlit ve genelde %10 (h/h) oraninda
besin ortamina ilave edilir. Hindistan cevizi sttii icerik bakimindan c¢ok zengindir.
Tipik icerigi George (1993) tarafindan verilmistir. Hindistan cevizi sttinden bagka
kimyasal olarak tanimlanamayan maddelerden en fazla kullanilanlari maya 6z4,
kazein hidrolizat, kazamino asit ve patates 6zudir.

Organik ~ asitler: Besin ortamlarinda  kullamilan organik asider; fumarik asit, malik
asit, sitrik asit ve sodyum piruvattur. Genellikle 10-40 mg/1 konsantrasyonda besin
ortamina ilave edilitler.

Auntibiyotikler — ve  biyositler:  Antibiyotikler  genellikle ¢ok hassas ve  ¢abuk
bozulabilen maddelerdir ve otoklavdan sonra besin ortamina ilave edilmeliditler.
Biyositlere nazaran daha kisa stireli koruma saglarlar. Karbenisilin, sefotaksim
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(klofuron), eritroniisin, genetisin, higromisin, kanamisin, streptomisin ve

vii otoit™ Ofrtarriinin imlenmesini uzun streli
korumada kullanilan  biyositler —arasinda en Onemlisi son yillarda  kullanimi
yayginlasan PPM  (bitki koruma solisyonu) sayiabilir. Ortama ilave edilecek 0.2
(h/h) PPM’in hava kaynakli kontaminasyonu engelledigi bildirilmistir ~(Niedz,
1998).

Diger  komponerstler:  Bazt  6zel durumlarda bitki hucrelerince  salglanan  toksik
maddeleri (fenolikler) adsorbe etmek i¢in besin ortamlarina (6zellikle koklendirme
ortamlarina) aktif karbon ilave edilir. Fakat bazen aktif karbon besin maddelerini ve
buytime diizenleyicilerini de adsorbe edebilmekte ve formulasyonu
degistirebilmektedir. Bu nedenle kullanimda dikkatli olmak gerekmektedir. Besin
ortamini tamponlayict olarak ise en fazla kullamlani MES'tir. MES pH'yt 5.5-6.5
arasinda sabit tutabilmektedir. Genellikle 1 g/1 olarak otoklav ve pH
ayarlamasindan 6nce ilave edilir.

1.4.1. Stok soliisyonlarin hazirlanmasi ve saklanmasi

Stok solisyonlar bir laboratuvarda en dikkatli sekilde hazirlanip siirekli taze olarak
elde tutulmast gereken besin ortami unsurlatindandir. En  ¢ok hazirlanan  stok
soliisyonlar, tuzlar, mikro elemender, bitki buyime duzenleyicileri, vitaminler ve
antibiyotiklerdir. Bunlari hazirladiktan sonra ambalaj tlzerine kullamlan madde,
formuld, konsantrasyonu ve hazirlama tarihi mutlaka yazilmalhdir. Besin ortamlarini
olusturan komponentlerin stoklar1 farklt sekillerde yapilabilir. Bunlardan bazilar
Tablo 1.6 ve 1.7'de verilmigtir. Genellikle normal konsantrasyonun 10 veya 100
katinda (x10 veya xl00) hazirlanirlar.

Bitki doku kdltiirlerinde yaygin olarak kullanilan biytime diizenleyicilerine ait gesitli
bilgiler Tablo 1.9°da verilmistir. Bitki buyime diizenleyicilerinin stok solisyonlar
bir ml stvida 0.1-5.0 mg etkili madde bulunacak sekilde hazirlanabilir. Ornek: 100
mi son hacimde 1.0 mg/ml’lik bit NAA stok solisyonu hazitlamak icin, 100 mg
NAA tartilir, 70-80 mi %96-99’luk etil alkol icinde eritilir ve deiyonize su ile 100
mlye tamamlandiktan sonra otoklav veya filtre ile sterilize edilip kullanidincaya
kadar buzdolabinda saklanir. Zeatin, IAA, GA3 ve vitaminlerin stok soliisyonlari
mutlaka filtre ile sterilize edildikten sonra derin dondurucuda saklanmalidir. Pahali
olan ve kisa sirede kullanilmast gereken kimyasallardan (6rnek: zeatin, CPPU,
TDZ vb.) ok az miktarda (5-10 ml) stok soliisyon hazirlanmalidir.

Bu tir soliisyonlar sterilizasyondan sonra kabin iginde Efendorf tiplerine 1 ml
olarak dagitilip agizlarni kapatildiktan sonra bagka bir kap icinde derin dondurucuda
kullanilincaya kadar saklanir. Eger laboratuvarda 5-10 mg’t tartacak hassas terazi
bulunmazsa bu durum uygulanamaz. Hazirlanan soliisyon ¢ok digik hacimde bir
ortam kabina cok dusik bir konsantrasyonda ilave edilecekse; bu durumda mevcut
soliisyon 1/10 oraninda sulandirildiktan sonra kullanilir.

19



M. Babaoglu, M. Yorgancilar, Af.A Akbudak

TDZ ve CPPU solisyonlart en ge¢ 15 gin icinde kullanidmalidir. Dondurucuya
konulan stok solisyonlarin kaplari 3/4 oraninda doldurulmali, kullanimdan en az
yarim saat Once ctkartilip, oda sicakliginda, icinde su bulunan bir kapta tutularak
¢oztldikten sonra ortama ilave edilmelidir. Bazt maddeler 1s1a hassas

olduklarindan  (6rnek: IAA, CPPU, TDZ, antibiyotikler vb.) bunlardan hazirlanan
stok soliisyonlar renkli siselerde veya folyo ile kaplanmis siselerde saklanmalidir.

Tablo 1.6. Stok soliisyonlarla MS besin ortaminin hazirlanmasi-1 (George, 1993).

Stok Soliisyonlar Islem Sirast

Soliisyon kodu ve bilesenleri g/1

Stok Soliisyon A 1litre ortam hazirlamak igin:

NH.NO; 825 1« 2litrelik bir kaba 500 mi bidistile su konulur.

Stok Soliisyon B 30 g sakkaroz tartilip eriyinceye kadar
KNO; 95 Kkarigtirilir, myo-inositol (100.0 mg), tiamin-HCl

Stok Soliisyon G (0.1 mg), pridoksin-HCI (0.5 mg), glisin (2.0
Na,EDTA.2H,0 1.865 mg), nikotinik asit (0.5 mg) eklenir.
FeS0,.7H,0 1.39 * A, B ve G stok soliisyonlannin her bitinden

Stok Soliisyon C 20 mi; C, D, E, F soliisyonlarinin her birinden
CaCl,.2H,0 88 ise 5 mi eklenir.

Stok Soliisyon D * Oksin yada sitokininler uygun
KH,PO, 34 konsantrasyonda ilave edilir.

Stok Soliisyon E

* Kaptaki sivi 900 ml'ye tamamlanir ve pH 5.8%
H3;BO; 1.24
ayalanir.
Na,Mo0,.2H,0 0.05
CoCL,.6H,0 0.005 ° Siv1 dereceli silindire dokiiliir ve bir litreye
Kt 0.166 tamamlanir (yada daha az).

Stok Soliisyon F * 2 litrelik Erlene dokiiliir ve agar ilave edilir.
MnS0,.H,0 3.38 * 100 °C de buhar banyosunda eritildikten sonra
MgS0,.7H,0 74.0 uygun kaplara dagitilir ve otoklav edilir (1s1ile
CuS0,.5H,0 0.005 bozulabilen maddeler otoklavdan sonra ilave
ZnS0,.7H,0 1725 edilmelidir).
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Tablo 1.7. Stok soliisyonlarla MS besin ortaminin hazirlanmasi-2 (George, 1993).

own. ouivoyuniar

Kalsiyum Klorit

CaCl,.2H,0 150 g/1
Mikro Elementler (x 100) (100 mi igin)
MnS0,.4H,0 2230 mg
ZnS0,.7H,0 860 mg
H;BO: 620 mg
Na,Mo0,.2H,0 25 mg
Cus0,.5H,0 2.5 mg
CoC1,.6H,0 2.5 mg
Potasyum lIyodiir (100 mI igin)
KI 83 mg
Sitokinin ve Oksin Gerektigi kadar ilave
edilir.
Vitamin Stok Soliisyonu (100 mI igin)
(x 100) 200 mg
Glisin 50 mg
Nikodnik asit 50 mg
Pridoksin-HCl 10 mg
Tiamin-HCI 10000 mg

myo-inositol

Tablo 1.8. Bitkilerce alinabilir gekerler (George, 1993).

1"km Sirast

1litre ortam hazirlamak igin

NH,NO, 1650 mg
KNO; 1900 mg
MgS0,.7H,0 370 mg

KH,PO, 170 mg

Na,FeEDTA.2H,0 43 mg

Yukandaki bilegikler direkt olarak tartilir
ve 400 mi bidistile su iginde eritilir. 30 g
sakkaroz ilave edildikten sonra 2.9 mi
kalsiyum klorid stok soliisyonundan, 1 mi
mikro element soliisyonundan, 1 mi
potasyum iyodiir stok soliisyonundan
eklenir.  Sitokinin ve oksin stok
soliisyonlarindan gerekli miktarda eklenir.
Vitamin stok soliisyonundan 1 mi
eklendikten sonra 800 mlye tamamlanir ve
pH 5.8'e ayarlandiktan sonra 1 litreye
tamamlanir. 8 g agar ilavesinden sonra
isitilarak  eritilip, sogutulduktan sonra
kiltiir kaplarina dagitilir ve otoklav edilir.

Sekerler Indirgenme Kapasitesi Hidrolitik / Enzimatik
Pargalanma Uriinleri

Monosakkaritler

Heksozlar

Glikoz indirgen seker Yok

Fruktoz indirgen seker Yok

Galaktoz indirgen seker Yok

Manoz indirgen geker Yok

Pentozlar

Arabinoz Az indirgen Yok

Riboz Az indirgen Yok

Ksiloz Az indirgen Yok

Disakkaritler

Sakkaroz indirgen degil Glikoz, Fruktoz

Maltoz indirgen seker Glikoz

Selobioz Indirgen geker Glikoz

Ttsiliakiii Tudirgcu degil Glikoz

Laktoz Indirgen geker Glikoz, Galaktoz

Trisakkaritler

Rafinoz Indirgen degil Glikoz, Galaktoz, Fmktoz
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1.4.2. Bitki biiytime diizenleyicileri

Bitki buytime duzenleyicileri (BBD) doku kiltiri ortamlarnin  en  6nemli
unsurudur (Tablo 1.9). Tur ve c¢esitlere gore degismekle birlikte uygun olmayan
konsantrasyonda ortama ilave edildiklerinde genellikle hicbir etki ortaya c¢tkmaz.
Bitki hormonlari, bir dokuda dretilip, biuyime ve gelismenin olacagt diger dokulara
tasman ve ¢ok disik konsantrasyonlarda etkili olan endojen organik bilesiklerdir.
Indol asetik asit, zeatin, zeatin tibozid, GA, absisik asit ve etilen bitkilerce tretilen
hormonlardandir. Sentetik yollarla tretilenler de dahil olmak Uzere genel olarak
hepsine bitki buyiime dizenleyicileri adt verilmektedir. En ¢ok kullanilanlar; 1)
oksinler, 2) sitokininler, 3) gibberellinler, 4) absisik asit ve 5) etilendir. Etki tiplerine
gore ise bitki bitylime diizenleyicileri Tablo 1.10* de gruplar halinde verilmistir.

Oksinler;  fotoperyodizm,  koklendirme,  apikal =~ dominans, yan  sitrginlerin
gelisiminin  engellenmesi  ve  hiicre  gelisiminde  etkiliditler. ~ Oksinler, doku
kiltarlerinde tek bagina kullanildiklarinda kallus uyarimini, hiicre  stispansiyonlarinin
elde edilmesini ve somatik embriyo olusumunun uyarimini, sitokininlerle birlikte
yine kallus olusumunu, siirglin  rejenerasyonunu  (organogenesis) ve somatik
embriyo olusumunun uyarilmasini saglayabilirler. Ayrica elde edilen sirgunlerin
koklendirlmesinde  vazgegilmez bir kullamima = sahiptitler. Temel hormon formu
IAA (indol-3-asedk asit)’tir. Sentetik oksinler arasinda NAA, IBA, 24-D, 245-T
ve Pikloram sayilabilir. Sentetik oksinler ticari uygulamalarda meyve dokimiinin
engellenmesi ve ¢eliklerin koklendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadur.

En ¢ok kullanilan sitokininler adenin (aminopiirin) tirevleridir. Bunlar icinde de
BAP en c¢ok kullanilanidir. Sitokininler, cogunlukla kék ucu meristemi ve geng
yapraklarda dretilir. Hicre bolinmesi, yeniden farklilasma (re-differentiation), bitki
rejenerasyonu  ve sirgln c¢ogaltiminda etkili olup (Smith, 1992), antioksidan etki
gostererek yaslanmayr da geciktiritler. Strglnlerde koklenmeyi ve embriyogenesisi
engellerler. Ozellikle son yillarda cok sik kullanilan ve giiclii bir sitokinin aktivitesi
gosteren TDZ ve CPPUnun (Tablo 1.9) doku kiltirlerinde kullanimi ile ilgili bir
cok calisma mevcuttur (Malik ve Saxena, 1992; Hosokawa ve ark., 1996; Faure ve
ark., 1998; Magioli ve ark., 1998). Fakat sentetik olarak elde edilen sitokinin benzeri
bu iki maddenin kullanimi ile elde edilen strginlerin koklendirilmesi oldukca zor
olmaktadir. Dogal sitokinin formlari, zeatin ve zeatin riboziddir. Fakat bunlar daha
pahalidirlar.

Gibberellinler; meristemlerden  bitki rejenerasyonunun uyarilmasinda, —strgiinlerin
boylarinin  uzatilmasinda, embriyo ve &vil kiltirlerinde  kullanddmaktadir.  Kallus
gelisimini, organogenesisi ve adventif kék olusumunu engelletler. Ayrica bitkilerde
gbvdenin uzamasint ve ¢iceklenmeyi artirirlar.

Absisik  asit; strese maruz kalmis  yapraklarda, dormant tomurcuklarda ve
tohumlarda bulunur. Absisik asitin doku kilturlerindeki roli hentiz tam olarak
anlagtlamamis  olmakla  birlikte halen somatik embriyolarin  olgunlastirmasinda
kullanilmaktadir. Ayrica yaprak ve meyve dokumi (absisyon) ve dormanside etkili
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olup, stomalarin kapanmasini dizenlemesi diger etkileri arasinda sayilabilir. Absisik
asit 1518a Hassastur.

Bu tir maddelere ek olarak nadiren de olsa kullanilan ve spesifik uygulama alanlart
olan maddeler de (bitki biyime dizenleyici, hormon, buyime engelleyicisi ve
biiyiime durdurucusu) vardir (Tablo 1.10). Ornek: Roussy ze ark. (1996) bir oksin
inhibitori olan TIBA (2,3-5 triiodobenzoik asit)’nin 3 mg/1 konsantrasyonu ile
serada yetistirilen seker pancart bitkilerini muamele ettiklerinde, bu bitkilerden
alinan yaprak eksplantlarindan yizlerce sirgin elde etmiglerdir. TIBA ile muamele
edilmeyenlerden ise rejenerasyon saglanamamistir. Bu nedenle bir tir madde
gerekli uyarimi  saglamiyorsa farkli  alternatifler denenmelidir. Kullandan  bitki
parcasinin  endojen  hormon  konsantrasyonu da  bu  bakimdan = 6nemli
olabilmektedir.

1.5. Kaltiar Sartlan

Kilturler kontrolli sartlarda kultiire alinirlar. Cevre sardarinin  kultirler tzerine
olabilecek etkileri Tablo 1.1 Tde verilmistir. Bitki rejenerasyonu icin ¢alisiliyorsa,
kultir sardarinin belitli bir araliktaki degisiminin ¢ok dramatik degisikliklere sebep
olacagt beklenmemelidir. Bununla beraber kontrol edilmesi gereken en 6nemli
kaltir sartlarn sicaklik, 1stk ve nemdir. Sicaklik kiltir odalarinda kullanim amacina
gore 1812, 2242 ve 2532 °C’ye ayarlanir. Isik genellikle beyaz serin flotesan
lambalartyla  saglanir. Kaltir ortaminin  aydmnlanma  durumu  (fotosentetik  olarak
aktif radyasyon bitimi= pmol foton/m2/s) onceden belitlenmelidir. Cinki 1s18in
Ozellikle bitki rejenerasyonu uzerine farklt etkileri vardir. Genellikle embriyogenik
kallus  olusumu, hiicre stspansiyonlar: ve 6zellikle fenolik bilesikler —ireten
kultirlerin - 1sikstz  ortamda  kaltiri  daha akilar  olurken, rejenerasyonun ortaya
ctkabilmesi icin 1stk ¢ogunlukla gerekli olmaktadir. Tablo 1.12°de gecerli 151k
bitimleri ile ilgili yaklastk cevitme oranlart verilmisdr. Istk 25-100 juE/m?/s’ye
ayatlanabilir olmalidir. Isikla ilgili diger O6nemli bir nokta da isiklanma siresi ve
zamanlamasidir  (fotoperyot). Kiltiirler strekli 1sikta tutulabilecegi gibi, 16 saat
fotoperyot veya strekli karanlkta da tutulabilitler. Bunlarin  hepsi  ayrmt  ayn
denenmelidir.

Nem 9%50-70 arasinda bir degere ayarlanir. Kaltirlerin  strekli yiksek nemde
tutulmast sirginlerin  hiperhidrisite denilen ¢ok sulu bir gérinim kazanmalarina
sebep olur ve bu istenmeyen bir durumdur. Bu tir siirginler genellikle
koklendirilemez.

Istk birimleri ve cevirmeler:

Kultir odalarinda en ¢ok kullandan 2 degisik floresan 1stk  kaynaginmn  yaklastk
cevirme katsayilart Tablo 1.12’de verilmistir. Bir mol foton 1 einstein (E)'ye esit
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oldugundan bir birim foton 15tk yogunlugu JJE/m2/s olarak ifade edilebilir
(George, 1993; Gamborg ve Phillips, 1995). Ornek: 2000 liiks, serin beyaz 1sikta
2000/80= 25 jnmol/m?2/s (jjL/m2/s) degetine esittit. Bilimsel yayinlarda en ¢ok
kullanilan ifade sekli budur. Birim kiitleye diisen enetjinin ifadesi ise joule/kg

0/kg) olarak yapilabilir. Pascal, basinct ifade etmede kullantir. 1 J/kg, 1 kPa’a
esittit. Ayrica birim alanda 1tk radyant enetjisi J/m? olarak ifade edilitken, irradians’
1 ifade etmede W/m?2 kullanilabilit (Gamborg ve Phillips, 1995).

1.6. Denemelerin Planlanmasi ve Data Analizi

Denemelerin ~ planlanmas:  ve data analizi bitki doku kiltiri denemelerinde
genellikle en az dikkat edilen konulardir. Cogu deneyde Tamamen Tesadif Bloklar
deneme deseni uygulanir. Bunun nedeni 1sik, sicakltk ve nem gibi bircok kiltir
sartlarinin  hassas bir sekilde kontrol edilebilitligidir. Desenin uygulamast ve analizi
kolaydir. Uygulama sayist ve uygulama basina tekerriir sayist sinirl degildir. Hatay1
Olgmede serbestlik derecesi en yiksektir. Kayip dataya misaade edilebilir. Analiz
icin ANOVA (varyans analizi) uygulanir. Tek faktorld Tamamen Tesadif Bloklar
Deneme Deseni ise her deneme birimi sayist bagina coklu gézlem yapmaya izin
verir. Daha etkindir. Hassas istatistiksel sonug saglar.

Tesadif Bloklart Deneme Deseni uygulanacak bir baska desendir. Farkli deneme
birimleri kullanilacaginda, her birim kendi arasinda gruplandirilarak uygulanir. Her
grup icinde wuygulamalar tesadiifen yerlestirilir. Diger uygulanabilecek — testler
arasinda Bolinmis Bloklar (Split Plots) deneme deseni ve Faktoriyel Deneme
Desenleri sayilabilit. Bu durumda bir ¢ok faktériin etkisi ve birbitleriyle iliskileri
degetlendirilebilir.

Uygulama  ortalamalarini  karslagtirmada  Ortalamanin Standart  Hatast  (SE),
Standart Sapma  (SD), T-Testi (ki gurubun ortalamalarint  karsilastirmada)
kullandabilir. ‘T-testi matematik olarak tek yo6nli varyans analizine (ANOVA)
esittir.

Coklu karstlastirma tesderi (LSD, Duncan vb. multiple range tests) sadece varyans
analizinin 6nemli ¢tkmast ve uygulamalarin birbitlerine benzemedigi durumlarda
uygulanitlar. Daha az sayida muamele icin LSD, fazla sayida muamele icin Duncan
testi en ¢ok uygulanmaktadir (6rnek: Farkli hormonlarin degisik genotipler tzerine
etkisinin test edilmesinde).
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Tablo 1.9. Bitki doku kiiltiiriinde en  gok kullanilan bitki bitylime diizenleyicileri (Smith, 1992; Franklin ve Dixon, 1994; Gamborg ve Phillipi 71995;
George, 1993).

Adi Kisa Ad1 Mol. Erime Toz halde Stok soliisyon  Etkili Kons. Otoklav (7y -
Agithigt durumu saklama saklama aralig1 Filtre (F)te
sicakligs (°C)  sicakligr (°C) (mo § Sterilizas"m
Oksinler ”
2,4,5-Triklorofenoksi asetik asit 2,4,5-T 255.5 EtOH OS* 0-5 0.01-5 (0]
2,4-Diklorofenoksi asetik asit 2,4-D 221.0 EtOH OS 0-5 0.01-5 (0]
Indol-3-asetik asit IAA 175.2 EtOH -0 -0 0.01-3 O/F
Indol-3-butirik asit IBA 203.2 EtOII 0-5 -0 0.1-10 O/F
Indol-3-propiyonik asit IPA 189.2 NaOH -0 -0 0.1-10 O/F
Naftalen asetik asit NAA 186.2 NaOH 0oS 0-5 0.1-10 o
Naftiloksi asetik asit NO A 202.2 NaOH [0} 0-5 0.1-10 o
p-klorofenoksi asetik asit 4-CPA 186.6 EtOH oS 0-5 0.1-10 (0]
Fenil asetik asit PAA 136.2 EtOH 0s 0-5 0.1-50 O/F
4-amino-3,5,6-trikloro pikolinik asit Picloram 241.5 DMSO oS 0-5 0.01-10 o
Sitokininler
Adenin siilfat 184.2 Su (o} 0-5 50-250 o
6-Benzil amitio piirin BAP 225.3 NaOH 0S 0-5 0.1-5.0 o
N-(2-Choloro-4-pyridyl)-N”-Fenil iire CPPU 247.7 DMSO 0-5 0-5 0.001-1.0 F
Izopentil adenin 21P 203.2 NaOH -0 -0 1.0-30.0 O/F
Kinetin K 215.2 NaOH -0 -0 0.1-5.0 O/F
1-Fenil-3-(1 ,2,3-thiadiazol-5-yl) iire Thidiazuran 220.2 DMSO, oS 0-5 0.001-0.05 O/F
(TDZ) KOH
Adenin siilfat 368.34 HC1 (o] 0-5 50-250 (o)
Zeatin ZEA 219.25 NaOH -0 -0 0.1-5.0 F
Zeatin ribozid ZR 363.4 NaOH -0 -0 0.05-5.0 F
Gibberellik asit GA,4 346.4 Su 0-5 -0 0.05-5.0 F
Absisik asit ABA 264 Su 0-5 -0 0.1-5.0 F

*08: Oda sicakligi. Not: Biitiin stok soliisyonlarda, 6zellikle filtre ile sterilize edilenlerde, pl I dikkatli bir gekilde 5.0’e ayarlanmalidur.
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Tablo 1.10. Uygulama alanlar1 vc etki sekillerine gére bitki bilyiime diizenleyici, engelleyici ve hormon

gruplan.

Oksinler: 4-CPA (p-CPA), 2,4-D, 2,4-DB, 2,4-DEP, 2,4,5-T, 1AA, IBA, naftalenasetamid, oc-

naftalcnasetik asit (NAA), l-nafto\, naftoksiasetik asit (NAO), potasyum naftenat, sodium
naftenat, dikloroprop, fenoprop, sodium naftenat

Sitokininler: 2iP, benzil amino piirin (BAP), kinetin, zeatin, CPPU
Gibberellinler: Gibberellin, gibberellik asit
Anti-oksinler: Klofibrik asit, TIBA

Biiyiime uyaricilar: Brasinolid, himeksazol

Biiyiime engelleyiciler: Absisik asit, ansimidol, butralin, karbaril, klorofonyum, klorprofam,
flumetralin, fluoridamid, fosamin, glifosin, izopirimol, jasmonik asit, maleik hidrazit, mepiquat

Biiyiime gerileticiler: Klromequat, daminozid, flurprimidol, paclobutrazol, tetsiklasis,

unikonazol

Motfaktins: Klorfluren, klorflurenol, dikloroflurenol, flurenol

Defolyantlar: Kalsiyum siyanamit, dimethipin, endotal, etefon, metokzuron, pentaklorofenol,
thidiazuron (TDZ), tribufos

Etilen s algilayicilar: ACC, AVG, etefon

Diger siniflandirilamayan bitki biiyiime diizenleyicileri: Benzofluor, buminafos, karvon,
siyobutit, siklokeksimid, etiklozat, fenridazon, forklorofenuron, karetazan, metasiilfokarb,

sintofen, tripentenol

Tablo 1.11. Farkli kiiltiir gartlannin siirgiin gogaltimi, kéklenme ve dig gartlara alistirma devrelerinde

kultiirler tizerine etkileri (Kozai, 1991'den degistirilmistir).

Cevre gartlan

Etkileri (@n vitré)

Etkileri (ex vitro)

Sabit hava sicakligi
Disiik-yiiksek sicaklik
Diigiik 151k yogunlugu

Diigiik hava girigi-yiiksek
nem

Ortamda dugiik erimis O2

Ortamda yiiksek inorganik
iyon konsantrasyonu

Ortamda yiiksek seker

konsantrasyonu

BBD ve vitamin igeren

ortamlar

Uygun olamayan biiyiime
diizenleyicileri

Yiuksek konsantrasyonda

agarla katilagtinlmig ortamlar

Karanlikta yiiksek solunum
Yavag-agir1 gelisme

Yaprak gikiginda azalma, kiiltiirlerde beyazlagma

Dusiik transpirasyon orani, stomalarda
duzensizlik, kéklenme ve besin aliminda
zorluklar, vitrifikasyon.

Koldenmede zorluk, kiiltiirlerde
kahverengilesme, hiicre ve dokulann 6liimii
Ortamda yiiksek ozmotik basing, yiiksek etilen
tretimi

Vitrifikasyon ve diger baz1 diizensizlikler,
bakteriyel ve fungal kontaminasyon, bitki dliimii
Asin konsantrasyonlarda mutasyon ihtimali,
somaklonal varyasyon.

Kallus geligimi, koklenme ve biiyiime

bozulduklan

Disiik oksijen alimi, kéklenmede bozukluk

Cevresel strese hassaslik
Yavag-asir1 gelisme
Fotosentezin azalmasi,
biiyiime ve geligmenin
yavaglamast

Asin transpirasyon, su ve
besin maddesi alim zorlugu.

Kok giiriimesi, yavag geligme

Biiyimede gerileme
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Tablo 1.12. Liikks degerinden en g¢ok kullanilan diger degerlere yaklagik cevirme degerleri
(George, 1993).

Birim Sicak, beyaz 151k Serin, beyaz 1g1k
(warm, white) (cool, white)

Wnr! (W/m2) 390 370

erg mm 2 s! (erg/mm?/s) 39 37

erg cm'? s* (erg/cm?/s) 0.39 3.7

pmol m?s* (pmol/m?2/s) (pE mr? s?) 83 80

pmol cm 2 s! (pmol/cm?/s) (pE cm*2 s%) 8.3x105 8.0x105

Not: Liiksten diger birimlere gevirmek igin 6lgillen lilks degeri farkli 11k kaynaklarina gére
yukarida verilen degerlere béliiniir. Liikse gevirmek igin ise ilgili degerle ¢arpilir.

1.7. Mikroskopi ve Goriintilleme

Bitki doku kiltirleri ile calisthirken tzerinde 6zenle durulmast gereken konulardan
birisi kaltirlerin - gehsiminin  incelenmesi ve fotograflarinin  ¢ekimidir. Bu nedenle
bir doku kultiri laboratuvarinda hem binokiler 1stk mikroskobu hem de 6zellikle
stereo mikroskop bulunmalidir. Kallus kiltirleri ve rejenerasyonla ilgili gézlemler
en iyi steryo mikroskopla yapilir (x4, xlO, x40 objektif). Bu mikroskoplar kiiciik
tohumlu bitkilerle ¢alisilirken yada embriyo ayirma islemlerinde  kullaniabilir.
Fotograf makinesi monte edilebilen bir steryo mikroskopta kiicik boyutta
kultirlerin  fotograflart gayet net olarak cekilebilir. Protoplast calismalart ve hiicre
sispansiyonlart en iyi alttan objektifli 15tk mikroskobu ile gozlemlenebilir. Cunka
hiicreler kiltiir kaplarindaki  solisyon icinde tabana c¢okelecekleri icin asagidan
objektifle daha net gozlemlenebilitler. Bununla beraber asagidan  objektifli
binokiiler —mikroskoplar sitolojik  calismalara uygun degildir. Canlilik  testleri
yapabilmek icin mikroskoba monte edilebilen fotograf makinesi yaninda bir UV
stk kaynagi da olmalidir. Canli kiltiirlerin steril sartlarda maniplasyonunu saglamak
icin mikroskoplar steril kabin icine monte edilebilir.

1. 8. Laboratuvarda Giivenlik

Laboratuvarda mudaka strekli kapali ayakkabilar giyilmelidir. Yemek ve icmek
yasak olmalidir. Pipeder kesinlikle agizla c¢ekilmemelidir. Kirldmis camlar 6zel bir
yerde depolanmali ve kontrolld olarak atidmalidir. Tehlikeli kimyasallar mudaka
aspiratorlii kabin icinde tartilmalidir. Besin ortamlarinin kaplart ve diger malzeme
kaplart mudaka okunabilir  bir sekilde elikedenmeli, etiket tarihi mutlaka
yazilmalidur.
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1.9. Bitki Doku Kiiltiiriine Yeni Baglayacaklar i¢in Tavsiyeler

Distk maliyetli bir doku kultird laboratuvart kurmak icin ekipmanlarin ve sarf
malzemelerinin temini imkanlarinin iyi arastirilmast gerekir. Ornek: Ayni aseptik
sartlart temin eden fakat daha az konforlu olan laminar hava aklsll iki kabin
arasinda 5 kat fiyat farki olabilmektedir. Ayt sekilde cam esya saticilarindan elde

edilecek sise veya kavanozlar ithal olanlariyla ayni  dayanikliliga sahip olabilir
(Babaoglu, 1998).

Doku kiltirinin uygulanabilmesi icin bazt temel tekniklerin iyi bilinmesi ve
kullandacak alet ve ekipmanlarin temin edilmesi gerekmektedir. Bu teknikler
laboratuvar diizeni, besin ortamlarinin hazirlanmasi, sterilizasyon ve doku kaltird
teknikleridir. Detaylt bilgiler George ze ark. (1987), Gamborg ve Phillips (1995), ve
George (1993, 1996)’dan saglanabilir. Bitki doku kiltirinde 1991-1997  yillant
arasinda Uzerinde calisilan bazit konular, uygulanan teknikler ve sistemler Tablo
1.13’te verilmistit (Herman, 1995, 1997). Burada amag¢, doku kiltirinde mevcut
calisma alanlarmi ve doku  kiltirtnin  farkli  uygulamalarini  ortaya  koyarak
arastiricilara 1tk tutmaktir.,

Dinyada su ana kadar 2500 bitki tirinin doku kiltirinin yapildigt tahmin
edilmektedir. Daha o6nce vyapilan ¢alismalarin  tekrari  olmasini  6nlemek  igin
tzerinde calisilacak bitki tirt ile ilgili cok iyi bir literatiir taramasi yapildiktan sonra
calismaya baslanmast tavsiye edilir. Turkiye’ye has ckotipler tzerinde durmak
arastirmanin  ayricalikll olmasini  saglayacaktir. Calistlacak bitki materyalinin - segimi
de bu bakimdan c¢ok Onemlidir. Bazt bitki tirleri digerlerinden daha iyi bir cevap
verme kabiliyetine sahiptitler. Baz1 bitkiler ise hentiz hi¢ denenmemistir.

Eksplant secimi de dikkat edilecek en Oncelikli konular arasindadir. Toprak dsti
parcalar toprak altt pargalardan daha az kontaminasyona ugramstir. Yine bir
bitkide i¢ dokular dis dokulardan daha az kirlilik unsuru tasirlar (eksplant ne kadar
kiiciik olursa kontaminasyon riski o kadar fazladir). Eksplant yasi, rejenerasyon
kapasitesi ile ters orantibdir. Yani gen¢ dokular daha bagarili sonuglar verir.
Cigeklenme doénemi ve sonrast bitkilerden alinan eksplandar doku kultird icin hig
uygun degilditler. Iz witro fidelerden elde edilen cksplandar en uygun kaynak
materyaliditler (Werbrouck ve Debergh, 1994).

Eger calisilacak cesidin  ait oldugu tirdeki baska bir c¢eside ilgili protokoller
gelistirilmisse Oncelikle benzer protokoller tatbik edilmeli, sonug¢ alinmazsa bunlar
degistirilerek  uygulanmalidir.  Eger caligtlacak  tar ile ilgili hicbir calismaya
rasdanamazsa o tirin ait oldugu cinsteki diger titlerle ilgili protokollerin
denenmesi yine sonug¢ alinamazsa, hormon grid metodunun (Franklin ve Dixon,
1994) uygulanmast zaman ve besin ortami kazanci saglayacaktir. Genel olarak bu
metot ile kullandan temel besin ortamlarindan birisi (6rnek: MS), sakkaroz (%3,
a/h), agar (%0.8, a/h) ve en ¢ok uyum gésteren oksin x sitokininlerden (Ornek:
24-D x KIN veya NAA x BAP) birisi secilirt. Sadece bitki biyiime
diizenleyicilerinin - konsantrasyonlart degis tirilefek haZii'kftafl 25 fafllll
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kombinasyondaki besin ortamlart 25 boélmeli (5x5) Petri kutularina (Sterilin Ltd.,
LCJJL—, UIQ, L. LI4l UU™ 2 *vd olacak doldumlut ve ekspkntkr bu bélmelerde
kultire alinirlar. Bu metodun bir ¢ok avantaji vardir. Eger arastirict sansh ise aynt Petri
kutusunda kallus olusumunu, somatik embriyo olusumunu (genelde yiksek oksinli
besin ortami iceren boélmelerde), kok olusumunu (nzogenesis, yaklagtk oksin ve
sitokinin igeren bolmelerde) ve organogenesis yoluyla bitki re jenerasyonunu (yiksek
sitokinin iceren bolmelerde) ayni anda gorebilir veya bunlardan sadece birisini
gozleyebilir. Uygun gelismenin gortldigi bolmelerdeki ortam ve komponentleri daha
dar aralikta bitki biylime duzenleyicileri konsantrasyonlarinda yeniden denenir ve

deney optimize edilir (Babaoglu, 1998).

Besin ortami hazirlama doku kiltirinde en O6nemli konulardan biridir. Ist ile
bozulabilen maddeler (IAA, zeatin, vitaminler, antibiyotikler vb.) mutlaka filtre
(0.22 pm porozitede) ile sterilize edilmelidir. Otoklavda uzun sire kalan yari-kati
besin ortamlarinda pH’nm dismesinden dolayr agar katilagmayabilir.

Bir tirde doku kiltirine baslamadan Once calismaya etkili olan faktorlerin g6z
o6nunde bulundurulmast gerekir. Bunlar genotip (tir veya cesit), cksplant kaynagi,
Ozellikleri, ontogenetik devresi ve kultir sekli ile besin ortamlari, bitki biyiime
dizenleyicileri, nem, sicaklik, stk gibi  kiltir sardandir.  Genotipik  etki
monokotiledonlarda dikotiledonlara gére daha belirgindir ve hentz olgunlasmamis
dokularin eksplant kaynagi olarak (6rnek: embriyo) kullanilmasi tavsiye
edilmektedit (Henty wze ark, 1994; Maheswari ve ark, 1995). Kiltlrlerin alt
kultirlere alinma zamaninin iyi tespit edilmesi, her alt kiltirde mutlaka ¢ok sayida
(en az 3-4) tekerrir yapilmasi, mimkinse ayri kiltir odalarinda saklanmasi ve
canliik tesderinin yapilmast gerekir. Uzun siireli kiltiirlerde arada bir rejenerasyon
kabiliyeti, somaklonal varyasyon ve kontaminasyon olup olmadiginin kontroli
materyalin korunmast acisindan 6nemlidi.

Gozlemlerin  gercege dayali olarak (yorum yapmadan) bir deftere ve bilgisayar
disketine kaydedilerek kopyasinin ayrt bir yerde saklanmast ve o6nemli kiltitlerin
mudaka  resimlerinin  ¢ekilmesi  gerekmektedir.  Rejenerasyon  mekanizmasinin
sitolojik teknikletle belitlenmesi ve resimlerinin cekilmesi sonuglarin
yaymnlanmasinda avantajlar saglar (Babaoglu, 1998).

Sadece canli ve normal gérinimde olan bitkiciklerin (tej en er an darin) seraya
sasirtilmasina,  seffaf, sulu gorintide (camlasmus, vitrifiye olmus) ve yeterince
koklenmemis olanlatin ise kullanilmamasmna dikkat edilmelidir. Seraya sasirtildiktan
sonra sakstlarin  seffaf plastik torbalarla kapatilmasi ve ¢ok nemli bir ortam
saglanmast canliligin  korunmasinda Onemlidir. Yine rejenerasyon yoluyla elde
edilen ve koklendirilen bitkilerde d6l kontrolii (progeny testi) yapilmalidir.

Doku Mtimnide ¢aliganlarin yurt ICI ve yurt dist efitim, konferans ve seminetlere
katilmasi, yurtdist ortak projelerin  yapimasi, klasik islah calismalariyla  paralel
caligtlmasi, 6zel sektor-liniversite igbirligi sonucu  projelerin - yapilmast  (Gozen ve
ark., 1995) diger tavsiye edilen konulardur.
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Kullanilan birim ve terimler.
Bazi birimler;

1 pg— 1 mikrogram, 1 mg= 1 miligram (1000 pg), 1 g= 1 gram (1000 mg), 1 kg=1
kilogram (1000 g), 1 pl= 1 mikrolitre, 1 ml= 1 mililitre (1000 pl), 11= 1 litre (1000
mi), 1 cc (cubic cen time ter) = 1 ml

Bilimsel yayinlarda besin ortam: komponentleri ve bitki biylime diizenleyicilerinin
miktart mg/1 (mg 1) ve ozellikle molar seviyede (M, mM veya |LIM) ifade edilir.
Seketler, katt formda ilave edilenler ve jel yapict maddeler ise % (a/h) olarak ifade
edilmektedir.

mg/I (mg F)

mg/1 =1 litre stv1 icinde mg olarak ilgili madde miktari

1 ppm (milyonda bit)= 1 mg/1 (6zgul agitlik 1 alindiginda)
Molar (M)

1 Molar (M) bir litrede ilgili maddenin gram olarak molekiiler agirligi kadar,

milimolar (mM) miligram olarak, mikromolar (pM) ise mikrogram olarak
bulunmasidir. Ornek: 1 M KNos= 101.1 g KNCb/litte; 1 mM KNC>3=

101.1 mg KNO,/litre; 1 pM KNO,= 101.1 pg KNO,/litre’dir.
Yiizde (%) karigimlar
v/v (volime/voliime) = hacim/hacim (h/h)= Siv1 icinde siv1 yuzdesi

w/v  (weight/volume)= agirlik/hacim (a/h)= Sivi icinde ¢oziinmis katt
yuzdesi

w/w (weight/weight)™ agithik/agirlik (a/a)= Kat iginde katt ylizdesi

Bir bilesigin %10 (a/h)'luk konsantre soliisyonu; 100 ml ¢oziici iinde 10 g
madde var anlamina gelir. Benzer gsekilde %10 (h/h) konsantre solusyonu
100 ml ¢oziict icinde 10 miI stvi konulmus demektir.

Not: Cevirmeler 1 ¢ = 1 ml = 1 cm3 esit olarak kabul edildikten sonra
yapilmalidir.
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Tablo 1.13. Bitki doku kiiltiiriinde 1991-1997 yillar1 arasinda iizerinde galigilan bazi konular,
UYMImn rcitniK ve sistemler (Herman, 1995, 1997).

Besin ortamlanndaki farkli karbon kaynaklarinin (sekerler) doku kiiltiiriinde etkileri

Besin ortamlarinin mikrodalga, otoklav, filtre veya alkolle sterilizasyonu

Laboratuvarda ve kiiltiir odalarinda kontaminasyon problemleri ve ¢6ziim yollar1

Doku kiiltiriinde kullanilan malzemelerin gevreye, doku ve hiicrelere zararlari

I Iormonlar ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin doku kiiltiirlerinde etkileri

Kimyasal olarak tanimlanamayan maddelerin doku kiiltiiriinde kullanimi

Kiiltiir kaplarinin izolasyonu igin kullanilan malzemeler

pH, fitotoksite ve nors kiiltiirlerinin doku kultiiriinde etkileri

Sitokinin ve oksinlerin kéklenmeye etkisi ve mikrogogaltimda kullanimi

Ucuz alet, ekipman ve besin ortam kaynaklarinin bulunmasi

Yeni bitki bitytime diizenleyicilerinin doku kiiltiirlerinde kullanimi

Eksplantlarin besin ortaminda farkl kiiltiir pozisyon ve gekilleri

Mikorizal funguslar ve besin ortamlarinda kullanimi

Dayanikli (hastalik ve strese) hiicrelerin 7z vitro seleksiyonu

Rejenerasyon (direkt veya indirekt) mekanizmasinin genetik kontrolii

Doku kiiltiiriine uygunluk genlerini aktarmak igin iz vifro melezlemeler yapilmasi

Etilenin doku kiiltiitlerinde etkileri

Etiyolasyon ve doku kiiltiiriinde etkisi

Hiperhidrisite (agir1 sulanma) ve aklimatizasyon

Kallus ve siispansiyon hiicrelerinin 6zellikleri

Kimeralar ve siis bitkilerinde uygulanmasi

Kromozom katlanmasi ve doku kiiltiiriinde kullanimi

Rejenerasyon kabiliyeti iyi olan hiicre ve dokularin tespiti ve segilmesi

Sentetik tohum tiiretimi ve kaplama sistemleri

Somatik embriyo uyarilmasi, degisimi, olgunlagmasi ve saflagtirma

Uzun siireli hiicre kiiltiirlerinde ortaya ¢ikan varyasyonlar ve bunun nedenleri

Hiicre boliinmesi ve organ olugumunun vb. gériintiilii analizi

Bitki doku kiiltiirlerinde havalandirma, 1siklandirma ve yogunlagmanin 6nlenmesi

Elektrik soku ile hiicrelerin boliinmesinin ve bitki rejenerasyonunun uyarilmasi

Biyoreaktdrlerde otomasyonla hiicre kiiltiirlerinin gogaltilmasi

Mikrogogaltimda problemler (siirgiin uzamasi, koklendirme)
* Apikal meristem hiicrelerinin 6zellikleri ve viriisten ari bitki eldesi

Besin ortamim yari-kat1 hale getirici (jel yapic1) maddelerin etkileri

Hiicre duvari rejenerasyonu ve mitotik boliinmenin baglamasinda etkili faktorler

Protoplast fiizyonunda elektrik ve kimyasallarin kullanimi ve kargilagtinlmalan

Protoplast izolasyonunda kullanilan enzimlerin hazirlanmasi ve saflagtirilmasi

Protoplastlarin farkli sekillerde kiltiiria (kati-kati, s1vi, seffaf membranlar tizerinde veya
yuzen kiltiirler

Protoplastlarin yikanmasi, osmotik basincin diizenlenmesi

Transgenik organ kiltiirleri (tiiylii kokler) ile sekonder metabolit iiretimi

Asimbiyotik 72 2itr0 g¢imlendirme (endosperm olugturamayan tiirlerde)

In vitro azot fiksasyonu ve baklagil olmayan bitkilere uygulanmasi
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1.10. Tarkiye’deki Mevcut Durum ve Sonug

Genetik olarak degistirilmis 70’ten fazla bitki tarinin hepsinde bir takim doku
kultart teknikleri uygulanmustir (Brown ve Thotpe, 1995). Genetik mihendisliginin
gelismesinde doku kultiirleri etkili olmaya devam edecektir. Modern tarimda en
fazla 150 bitki tarinin tarminn yapildigt ve bunlarin  dyilestirilmesinde  klasik
yontemlerin  sinirina  gelindigi  distndlirse bitki doku kaltari  tekniklerinin - stratle
gelistirilmesinin ve uygulanmasmnin 6nemi daha iyi anlasilir. Bitki doku kiltirinin
en O6nemli etkisi ve uygulama alani, mikro c¢ogal timda ve bundan daha 6nemlisi
bitkilerin hiicre seviyesinde kontrolli manipulasyonunda olacaktir. Bunlar; soguga,
kuraga, tuza, agir metallere, herbisitlere, hastalik ve zararlilara dayanikliliktir.

Benzer sekilde uzun raf Omrii ve depolamaya dayaniklilik, kesme ¢iceklerde vazo
omrinin uzatilmasi, patojensiz bitki elde etmede meristematik hiicrelerin  kullanimi
ve bu hicrelerin 6zellikleri, somatik melezlemeler yoluyla a) sitoplazmik er kisithgin
aktarilmast ve hibrit 1slahinda kullanimi, b) farkhi ¢icek renklerinin elde edilmesi c)
azot fiksasyonu oOzelliginin baklagil olmayanlara aktarilmast (6zellikle tahillar ve ¢ok
yiliklar), d) kombine bitkilerin eldesi (Pomato veya Tomapo”™ domates patates
melezi) ve e) triploid bitki eldesi, bitkilerde yag ve seker oraninin artirilmasi
caligmalari, doku kiltiriine uygun olmayan fakat ckonomik degeri yiksek olan tir,
gesit veya biyotiplerde doku kultirine uygunlugu saglayan genlerin klasik islah
metotlar1 ile aktarilmasi ve daha sonra doku kiltiri tekniklerini uygulayarak iz vitro
genetik maniplasyon yapilmasi, hicre kiltiarleri veya transgenik bitkiler ile cesitli
endistriyel enzimlerin dretimi, somatik embriyogenesis yoluyla sentetik tohum
tretimi, Ozellikle cayir-mera alanlarinda  kurakliga dayanikli  bitki tohumlarinin
cogaltilmasi, asimbiyotik zz wvitro ¢imlendirme, tohum ve fide dUretimi (patateste
minitiiber eldesi vb.), hibrit tohumlarda genotip bozulmadan vejetatif yollarla fide
eldesi, yok olma tehlikesiyle karst karstya olan bitki tirlerinin doku kaltird ile
korunarak c¢ogaltilmasi ve Tirkiye’de hiicre ve doku bankalarnin  kurulmasi, ev
imkanlar1 ile ‘evde doku kiltird’ ¢alismalarinin  yapilmaya baslanmast ve bunu
takiben  stper marketlerde hiicre  kiltirlerinin - ve  bunlara  uygun  kiltir
ckipmanlarinin  satilmasi  gibi konularin  hepsi  doku  kiltirinin gelecekte etkili
olacagt alanlar olarak g6ziikmektedir.

1995 yili itibariyle bitki biyoteknolojisi ile ilgili arastirma yapan (tekniker, lisansisti
Ogrencisi, arastirmact vb.) 200 civarinda kiginin yariya yakin bir kismu doku kiltard
ile ugrasmaktadir. Bugiin bu sayinin en az ikiye katlandigi séylenebilir. Uzerinde
caligtlan bitkiler sirastyla tahil, baklagil, sebze, meyve, cicek, odunsu bitki ve yagl
tohum turleridir.

Gozen ve ark. (1995) tarafindan yapilan bir arastirmada ekonomik 6nem ve teknik
uygunluk (uygulamada kolaylik), c¢alistlacak bitki tirinin se¢iminde en Onemli
kriterler olarak tespit edilmigtir. Yine ayn: arastirmaya gdre ortaya c¢ikan ve
dinyadaki genel durumla da paralellik gosteren sonu¢ sosyo-ckonomik degeri
yuksek olan tiirlerin doku kiltiirtintiin daha zor olmast nedeniyle bu tiirlerdeki

32



Doku Kiiltiirii: Temel Laboratuvar Teknikleri

gelismenin daha yavas oldugu (6rnek: bugday, seker pancari, pamuk, musir) ve

urmalawila orraDiyl» yag bukiicn, endiistri bitkileri, sebzeler, meyveler ve tahillara
oncelik verilmesi gerektigidir. Ayrica, Gizerinde hi¢ doku kiltiirt calisiimasi
yapilmamis bitkiler de tercih edilen bitkiler olmustur.
Tiurkiye’de 25 yil 6nce baglayan bitki biyoteknolojisi ¢alismalari, baslangicta doku
kultirleri tzerinde yogunlagmis, son 10 yilda da molekiler biyoloji ve molekiler
genetik teknikleri ile bitinlesmeye baslamustir. Su anda kugtkli buyukla bir cok
laboratuvarda arastirmalar yapilmaktadir. Bu arastirmalarda virissiiz meyve ve
asma fidani dretimi, dihaploid hadarin dretimi ile 1slah stresinin kisaltilmasi (6rnek:
bugday) ve hastaliklara dayamkl cesitlerin - gelistirilmesi gibi konularda pratik
sonugclar elde edilmistir.

TUBITAK, Tarm ve Koyisleri Bakanlgi, Tirkiye Teknoloji Gelistirme Vakfi,
Tiurkiye Tohum Endustrisi Demegi, universite ve diger arastirma kuruluglarindan
katthmcilar  Turkiye’de  bitki  biyo  teknolojinin  durumunu,  Onceliklerini  ve
stratejilerini  belirlemek, ve bu konuda yasal duzenlemeleri olusturmak icin c¢aba
harcamaktadirlar. Bu konuda en 6nemli adimlardan birisi dniversitelerden gelmistir.
Bir ¢ok tniversitenin cesitli anabilim dallarinda bitki biyoteknolojisi ile ilgili dersler
uygulamali olarak okutulmaya baslanmustir.
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2.1. Giris

Farkli iki gametin flzyonla bir araya gelerek, zigot denilen tek hiicreli bir yapiyi
meydana getirmesi olarak tanimlayabilecegimiz dollenme, aslinda eseyli treyen bir
bitkinin hayat dongtsiindeki en 6nemli biyolojik olaylardan birisidir. Déllenmeyi
takiben, hizli bir mitotik dongiiye giren zigot, sonucta yiksek yapili bir bitkinin
cok-hiicreli (doku) ve c¢ok-organlt (organizma) binyesini meydana getirir. Bunlar
arasinda; meristem (sirgiin ucu, kok ucu, vaskiler kambiyum), iletim (ksilem ve
floem), epidermis (storna, trikom, kok tiyl), parenkima, kollenkima ve sklerenkima
(lifler, sklereidler) gibi farkli dokular ile kok, strgin, yaprak ve ¢icek gibi farkl
organlart sayabiliriz (Yentir, 1995). Tek hiicreli bir yapi olan zigotun milyonlarca
mi toz bolinme gecirdigi dikkate alindiginda, bitkinin biinyesini olusturan bitin bu
hiicrelerin; ister c¢icegin, ister iletim dokusunun veya isterse kok veya gévdenin
yapisina katilsin, teorik olarak zigotta varolan genetik materyalin aynisina sahip
olmasint bekleriz. Dolayist ile, genetik olarak bir birinin aymsi olan bu hiicrelerin
gostermis  oldugu genis yapisal varyasyon sunu gOstermektedir ki bu Thicreler
tzerinde genetik faktorlerden ziyade baska faktorler de etkili olmaktadir. S6z
konusu bu varyasyonlarin, diger bir ifadeyle farkli doku ve organlarin, meydana
geldigi bu stre¢ bitki buyime ve gelisme fizyolojisinde farklilasma (differentiation)
olarak adlandirilmaktadir  (Bozcuk, 1997; Kadioglu, 1999). Burada sorulmas:
gereken temel soru, acaba farkli hucre tiplerinin ortaya ¢tkmasina yol agan bu
degisiklikler kalict ve geriye doniisimi olmayan bir siire¢ midir yoksa organ veya
organizmanin i¢inde bulundugu sartlardan dolay1 ortaya ¢tkabilecek bazi

Babaoglu M, Giirel E, Ozcan S (2001) Bitki Biyoteknolojisi 1 -
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fonksiyonel ihtiyaglara gére, halihazirda farklilagmasini tamamlamis olan bu
veniden hasla her hiicreveya doku tipine dondisebilirler Asinda bir
bitkinin normal hayat dongisine baktigimizda, mezofil veya epidermis hiicresi
olarak farklilagan bir hiicre yine bir mezofil veya epidermis hiicresi olarak yasamini
tamamlar ve bu htcreler her hangi bir meristematik 6zellik goéstermezler. Bu bize,
ilk etapta farkhilasmanin kalict bir stire¢ oldugunu gosterebilir fakat son yiz yilt
askin bir stredir yapilan caligmalar gOstermistir ki tamamen farklilasan hucreler,
bozulmamis bir htcre zart sistemi ile canlt bir ¢ekirdege sahip oldugu stirece, tekrar
meristematik bir Ozellik kazanarak mitotik bélinme g6sterebilirler. Bu  bélinmeler
sonucunda, ya dogrudan adventif sirglin veya kok (direkt organogenesis) yahutta
once organize olmamis bir hiicreler yigini olan kallus ve daha sonrada bu kallustan
sirgin veya kok meydana gelir (indirekt organogenesis) (Girel, 1997c). Tamamen
farklilasmis  bitki dokusunun bu sekilde organize olmamis hicreler yiginina
donismesine  tersine-farklilasma  (de-differentiation), béyle bir yigindan  strglin
veya kok seklinde tekrar bir morfolojik farklilasmaya gidilmesine ise yeniden-
farklilagsma (re-differentiation) denilmektedir. Boylece, bitkiyi meydana getiren ve
nihai farklilagsmasint  tamamlamis  olan canlt  hiicrelerden herhangi  birisi  tekrar
bolinerek ve farklilagarak yeni bir bitki meydana getirebilme kapasitesine her
zaman  sahiptir. Hayvansal organizmalardan farkli  olarak  bitkisel dokularda
gbzlenen bu 6zel yetenek fotipotensi olarak adlandirlmaktadir. Iste doku kiltiranin
gici de burada yatmakta ve bu kapasite kullanidarak protoplastlarin, hiicrelerin,
dokularin  ve organlarin  kiltirleri  yapilarak iz wvifro  bitki  rejenerasyonu
gerceklestirilmektedir.  Ayrica doku kultiri  tekniklerinden  sitolojik, histolojik  ve
organogenik  farklilasmayr  kontrol  eden  faktérlerin belirlenmesinde  de
yararlanilmaktadur.

2.2. Tarihgesi

Organogenesis, hticrelere ve dokulara baski uygulanip bazi  degisikliklere sebep
olunarak strgiin veya koék primordiyumu (taslagl) diye isimlendirilen tek kutuplu ve
vaskiler sistemi kokenini aldigi dokuya bagli olan bir yapinin meydana gelmesine
yol acan bir iglemdir. Somatik embriyogenesis ise, bagimsiz vaskiler sistemi olan ve
kok ile strgin aksisini iceren iki kutuplu bir yapinin olusmasina yol acan bir
surectir. Gerek organogenesis ve gerekse somatik embriyogenesis bircok tirde
dogal olarak meydana gelmektedir. Dolayist ile, aslinda doku kiltari yaklasimi ile
bu tir gelismelerin olusturulabilecegi bitki tirlerinin sayisinin ve dretim miktarinin
artirlmast mimkundar.

Yukanida da  agiklandigi  gibi, iz wifro  olarak  yetigtirilen  bitki  dokular
farklilasabilmekte ve yeni organlar olusturabilmektedir. Bu tir organlara 6rnek
olarak kok, strgin ve cicekler verilebilir. In wvitro kontrolli strgiin gelisiminin ilk
kayidart White (1939) tarafindan yapidmustir. Bu  arastirici, stvi besin  ortamina
goémilmus Nicotiana glanca x Nicotiana langsdorffii melezlerinden elde edilen kallus
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tzerinde strglnlerin  olustugunu gbzlemistir. Fakat bunu agar ile katlastirilmig
besin ortaminda yetistirilen kallusta goézleyememistir.  Aymi  yil, kallustan kok
olusumunun ilk  gézlemleri Nobecourt (1939) tarafindan  havug¢  kalkislar
kullamilarak yapilmistir. Takip eden yillarda White (1939)’'m gozlemleri Skoog

(1944) tarafindan da dogrulanmus ve gelistirilmistit. Bu arastiricy, oksinin  kok
olusumunu uyardigini  ve sirgin olusumunu engelledigini gOstermistir. Bunun
yaninda, Skoog (1944) oksinin strglin  olusumundaki engelleyici  etkisinin,
ortamdaki sakkaroz ve inorganik fosfatlarin miktarint artirarak kismen de olsa
ortadan kaldirlabilecegini gOstermistir. Skoog ve Tsui (1948), adenin silfatin
sirgiin  olusumunu ilerletmekte ve oksinin engelleyici etkisini yok etmekte aktif
oldugunu gostermistir. Ayni arastiricilar, bu sonuca ek olarak organ olusumunun
iletlemesinin bu eklenen maddelerin konsantrasyonu ve orani ile ilgili oldugunu
kaydetmislerdir. Benzer sonuglar diger laboratuvarlarda da kaydedilmis ve takip
eden vyillarda iz wvitro kosullarda organ olusturan tirlerin sayistninm hizla artmasina
yolagmistir. 1956 yiinda Miller ze ark. tarafindan kinetinin kesfedilmesi, Skoog ve
Miller (1957)7in  bildigimiz klasik bulusunu ortaya ¢ikarmistir. Tutin  kallusu ile
yaptlan caligmalar g6stermistir ki oksinin, sitokinine goére ortamda yiksek olan
orant kok olusumunu, tersi ise sirgiin olusumunu ve arada olan oranlar ise kallus
gelisimini desteklemektedir. Bu yaklagim sonucunda iz witro stutglnler ve/veya
kokler olusturan ylzlerce bitki tirti kaydedilmistir (Gurel, 1998b).

2.3. Organogenesis Teknigi

In wvitro organogenesis lzerine yapilan arastirmalarin biytk bir kisminda, etkin bir
organ olusumunun vyerine getirilebilmesi icin gerekli olan sgartlardan en Onemli
olanlart arasinda; 1) uygun eksplantin secilmesi, 2) buyimede aktif maddeleri iceren
uygun bir besin ortaminin se¢ilmesi ve 3) fiziksel ¢evre kosullarinin kontroli
sayilabilir (Murashige, 1974; Evans ve ark., 1981; Ammirato, 1983).

2.3.1. Eksplant segimi

Organogenesisde basart elde etmenin en Onemli kosullarindan birisi, uygun bir
eksplant kaynaginin secilmesidir. Basta genotipik varyasyon olmak tzere (Giirel ve
Wren, 1995b), cesitli faktorler kultire alman eksplantin  davranisint - etkileyebilir.
Bunlar; (a) doku kaynagi olarak kullandan organ (Girel, 1997b), (b) organin
ontogenetik ve fizyolojik yast (Giirel, 1993), (c) cksplantin bitkiden alindigi dénem,
(d) eksplantin buyukligi ve (e) eksplantin alindig: bitkinin diger genel 6&zellikleridir.
Bu faktérler, Narayanaswamy (1977) ve Murashige (1979) tarafindan daha 6nce
detaylt bir sckilde tartiglmistir. Bu faktOrlerin  bazilart kolay bir sekilde kontrol
edilebilitken, bazilarinin  kontrolii fevkalade zor olmakta ve boylece iretilebilir
benzer materyallerin  se¢imi daha problemli hale gelmektedir. Normal gartlarda,
herhangi bir bitki parcast organogenesis ¢alismalarinda eksplant olarak kullanilabilir
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fakat yaygin olarak kullanilanlar sunlardir; gévde (Skoog ve Tsui, 1948), kok (Eatle
> " 101£), (Cu*H, 100£L), lummu (Kaul ve Sabhanval, 1972),

yumurtalik veya yumurta hiicresi (Glirel ve ark., 1998), kotiledon ve hipokoul gibi
fide organlart (Gurel ve Kazan, 1998) ve tohum embriyosu (Sommer ve ark., 1975).
Bu tir cksplantlar direkt olarak veya kallus tzerinden indirekt olarak organ ve
embriyo olustururlar. Bazt tirlerde kullanilabilecek diger bir eksplant kaynagi da
ince hiicre katmanlaridir (thin celi layers), Ornegin 3-5 hiicre igeren epidermal ve
subepidermal katmanlar (Tran Thanh Van, 1981). Bu hucre katmanlarindan direkt
olarak  ¢icek  tomurcugu, vejetatif tomurcuk, kék ve  kallus  olusturmak
mimkindir. Fakat herhangi bir tiir veya cesidin basarili bir rejenerasyonu icin 6zel
bir eksplant gerekli olabilir, Ornegin bazt tahillarda embriyonik doku basarili
sonuglar vermektedir. Bunun yaninda, siirgin uglart veya mitotik olarak aktif
hiicreleri iceten izole edilmis meristemler, kallus olusumunu baglatmada ve sonraki
sirgiin - olusumunu gerceklestirmede daha basarili sonuclar verebilir (Vasil and
Vasil, 1980).

Kallus, aseptik ortamlar altinda diizenli zaman araliklart ile altkiltir yapilip yeni
ortamlara (yari-kati ve/veya stvi) aktarilarak uzun bir sire korunabilit. Fakat, dis
gbrintistine ragmen, kallus tekdize (degismez) bir doku degildir. Hicre
buyikligh ve sekli, vakuollesme orani, sitoplazmik icerigi ve hiicre duvarinin yapist
bakimindan ¢esitli farklilbiklar  gOsterebilir. Bunun = yaninda, kiltirleri  yapilan
dokularda fizyolojik ve biyokimyasal fakliliklar da vardir. Fakat tipik kallus hucresi
fazlaca vakuolli parenkima hucresidir ve c¢ok ince cevresel bir sitoplazma katmani
ile hicre duvarina karst baskilanmis bir cekirdege sahiptir. Ayrica, altkiltir yapilmus
kalkiglarda trakeri elemanlarina da rastlamak mumkindir. Bu nedenle, asknda
kallus hucrelerini  farkklasmamis  htcreler yigini  olarak degilde, herhangi bir
organizasyon gostermemis hiicreler yigint olarak tanimlamak daha dogrudur.

Kallusun uzun siire altkilltiire aknmasi bazi yapisal degisikliklere yol a¢maktadir.
Bunlardan en sik olarak goérilenler sunlardir: (a) biyime ve geksme icin gerekli
olan cksojen (disaridan verilen) hormon gereksiniminin ortadan kalkmasi, diger bir
ifadeyle kallus hiicrelerinin bolinme ve geksme ig¢in artik eksojen bitki biylime
dizenleyicilerine ihtiyag¢ duymamalart ve neticede ‘hormon-otonom’ bir kallusun
meydana gelmesi (habituation), (b) organogenik potansiyekn yani yeni adventif
surgiin veya kok meydana getirme yeteneginin azalmasi veya tamamen ortadan
kalkmasi, (c) kallus dokusunun vyapisinda bazt degisikliklerin kendikginden ortaya
ctkmasi, 6rnegin  nispeten daha kiclik hucrelerden meydana gelmis stk yapik
(compact) bir kallus veya daha biyik ve seffaf hiicrelerden meydana gelmis gevsek
yapik (friable) bir kallusun meydana gelmesi (Girel, 1997a). Genel olarak, bu
degisiklikler kallus dokusunun organize olma kapasitesini azaltitken bazt avantajlar
da  saglayabikr.  Ornegin, gevsek  yapitk  kallus  kullaniddiginda,  hiicre
suspansiyonlarinin  baglatiimas:  daha kolay gerceklesir. Sadece ortamdaki oksin
konsantrasyonunu artirarak (Torrey ve Reinert, 1961) veya ortama giberelkk asit
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(GA;) ckleyerek, veya ecklemeden sadece sitokonin konsantrasyonunu digiirerek
(Lance ve ark., 1976) bu tir dokulardan stspansiyon kiiltitleri kolayca baslatlabilir.

Ayni  bitki  tirtinden alinan  eksplantlar  organogenesis  olusturma  kapasitesi
bakimindan  buytk farklidiklar  gdsterebilifler. Bunun yaninda kallus homojen
degildir ve kiltirde yas ile birlikte ¢esitli degisikliklere maruz kalmaktadir. Bu
nedenle, organogegesis calismalarinda eksplant kaynagi secilitken, séz konusu bu
faktorlerin - dikkate alinmast gerekir. Bu husus, sitolojik bakimdan benzer olan
hiicrelerin = biyokimyasal yeterliliklerinde buyik farklar oldugu anlagildigt  zaman
daha da 6nemli bir hale gelmektedir.

2.3.2. Besin ortaminin segilmesi
2.3.2.1. Besin ortaminin temel igerikleri

Besin ortamimnin  temel igerikleri 4 siuf altinda toplanabilir; inorganik maddeler,
organik maddeler, bitki biiytime diizenleyicileri ve dogal kompleksler.

Inorganik. maddeler: 1k kullantlan inorganik tuz formilleri White (1943) ve Heller
(1953) tarafindan  gekstirilmigtir. White’in  mineral tuz ortamu diinya ¢apinda
kullanilmasina ragmen, Heller'in formili sadece Avrupa kitast icersinde sinirht
kalmistir.  19607larin  baslangicindan  itibaren ¢ok daha fazla sayida arastirmaci,
Murashige ve Skoog (1962)un yiksek tuz formilasyonlarini veya bunlarin
tirevlerini  kullanmuglardir  (Etrikson, 1965; Gamborg ve ark., 1968; Schenk ve
Hildebrandt, 1972). Bu yiksek tuz ortamlart arasindaki en Onemli farklar, azot
miktart ve sekli ile bazt mikroelementlerin nisbi miktarlaridir.

Organik  maddeler:  Besin  ortamindaki  enetji  gereksinimleri genellikle sakkaroz
(%2-4, a/h) ile kargilanir fakat bazen glikoz sakkarozun yerine gegebilit. Bunun
yaninda, karbonhidradarin organogenesis de ozmotik bir role de sahip oldugu
gOsterilmistit (Brown ze ark., 1979). Besin ortamina vitamin veya amino asit ilave
edilmesi kallus biyimesini ve organ farklilasmasini 6nemli 6lcide tesvik edebilir
(Freytag ve ark., 1988). En ¢ok eklenen vitamin thiamindir. Bunu nikotinik asit ve
pridoksin takip eder. Inositol ise, bir cok dokunun biyime ve farklilasmasina
yardim eder.

Organik azot eklenmesi kallus baslatilmas: esnasinda c¢ok stk kullanilir fakat alt
kiltir ve organogenesis esnasinda da yararli olabilir. Kazein hidrolizat (%0.02-0.1
a/h) ¢ok bilinen bit otganik azot kaynagidic (Gurel ve Kazan, 1999). Glutamat,
aspafjin, tirozin ve adenin gibi bilesikler de en fazla kullanilan indirgenmis azot
kaynaklaridir. Bu organik maddelerin gerek miktarlart gerekse nitelikleri, sirgin
veya kok organogenesisi tzerinde etkili olmaktadir.

Bitki  bifyiime  diizenleyicileri: Oksin  ve sitokinin, iz witro kiltirde en sik ihtiya¢
duyulan iki bitki buyime dizenleyicisidir. Ortamda bulunan sitokinin ve oksinin
konsantrasyonu ve orant, 7z vitro biiyimenin miktar ve ¢esidini kontrol eder. Dogal
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olarak sentezlenen veya sentetik olarak elde edilen oksin ve sitokininler

kullanilmaktadir ~ 2,4-dikloofenoksi  asetik  asit  (2,4-D),
naftelen asedk asit (NAA), indol asetik asit (IAA) ve indol butrik asit (IBA)’tir.
Kinetin ve N¢-benziladenin/benzil amino pirin (BA/BAP) en ¢ok kullanilan,
izopentenil adenin (2ip) ve zeatin ise daha nadir kullanilan sitokininlerdir. Besin
ortamina dahil edilen, basta bitki buyime dizenleyicileri olmak tizere, buylimede
aktif olan cesitli maddeler iz witro organogenesisin dizenlenmesinde 6nemli etkilere
sahiptirler (Chandler ve Thorpe, 1986). Yukarida da belirtildigi gibi, bitki turlerinin
buyik bir cogunlugu uygun oksin/sitokinin oranina, sirgin veya kok olusturarak
cevap vetir. Evans ve ark. (1981), kinetin ve BAP’nin konsantrasyon olarak 0.05-46
pM  (0.01-10.0 mg/1) arasinda kullanildifi zaman titlerin = %75%nin  sirgln
olusturdugunu belirtmiglerdir. Oksinler ise, 6rnegin IAA ve NAA, 0.06-27 pM
(0.01-5.0 mg/1) arasinda degisen konsantrasyonlarda kullamilmistir. Tahil tutlerinin
sirgiin olusumu icin diger tirlerden daha az sitokinine gereksinimleri vardir. IBA
ve NAA, koklenme icin en yaygin kullanilan oksinlerdir. Bazi durumlarda iki farklt
sitokinin veya iki farkli oksin karistminin yalnizca tek oksin veya sitokininden daha
iyi sonuglar verdigi kanmitlanmustir. Fakat bir ¢ok durumda uygulanan bitki biytime
dizenleyicilerinin ~ seviyesi yalnizca organogenik doku olusumunun uyarilmasina
sebep olur. Daha sonra ortamdaki hormonal denge degistirilerek organlarin
olusumu saglanir (Giirel ve Giirel, 1996).

Eksojen oksin veya sitokininden bir tanesi bazt durumlarda organogenesis igin
yeterli olabilir. Bu kural daha ¢ok cam tirlerinde daha ¢ok ortaya ¢ikmakta olup
sitokinin tek basina strgiin  tomurcuklarinin  gelismesi icin yeterli olabilmektedir
(Thotpe ve ark., 1991). Bununla beraber bazi anormal durumlarla da karsilasiimistir,
ornegin  Walker we ark. (1978) ylksek miktarda 2,4-D’nin ve disik miktarda
kinetinin yonca kalkislarinda strgin olusumunu sagladigini, bunun tersi durumda
ise  kok olusumunun gerceklesmedigini  gozlemiglerdir. Fakat organogenesisin
baglamast i¢in endojen (hiicrenin kendisine ait) oksin/sitokinin dengesinin, eksojen
oksin/sitokinin dengesinden daha Onemli oldugu anlasiknca bu tir anormal
bulgular da agikliga kavusmustur (Thorpe, 1980).

Organogenesis icin sitokinin yerine ¢ok cesitli purin, pirimidin ve drealar basardi
bir sekilde kullanilmaktadir. Benzer sekilde, cesitli oksin benzeri buesikler de iz vitro
oksin gereksinimini karsdamaktadir. Giberellin ve absisik asit gibi ortama eklenen
Oteki bitki biyime dizenleyiclierinin de organogenesisde rol oynadigt gozlenmistir.
Strgiin ve kok organogenesisi i¢in bu maddelerin etkileri konusunda bir genelleme
yapdamaz cinkii bu maddeler farkli bitki tirlerinde strgin ve koék olusumunu
engelleyebilir, tesvik edebilit veya herhangi bir etkisi olmayabilir. Bitki biyime
dizenleyicderine ek olarak, adenin, guanin, urasi, uridin, aminoasitler, cesitli
fenolik asitler, nikotin ve anti-oksinler gibi ¢esitli metabolitlerin farkli tiirlerde
organogenesisi uyardigt gOsterilmistir. Bu metabolitlerin  bir ¢ogunun endojen bitki
buyime duzenleyicterinin  duzeyini degistirmesi mimkin olabilir. Son olarak
poliaminler (Torrigiani ve ark., 1987), oligosakkatitler (Tran Thanh Van ve ark.,
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1985) ve kendi basina primer hicre duvarmnin da organogenesis ile iliskisi oldugu
gosterilmistir (Fry, 1990).

Dogal kt mpleksler: Dogal kompleksler dogada bulunurlar ve genelde bilinmeyen
cesitli  iceriklere sahiptirler. Bunlara 6rnek olarak hidrolize olmus protein
preparasyonlarini, maya driinlerini  (brewer’s by- products), endosperm = stvisin,
meyve posast ve meyve suyu ile hayvan Urinlerini verebilitiz. Bu kompleksler
icerisinde en ¢ok kullanilant hindistan cevizi sutudur (%2-15, h/h).

2.3.2.2. Kiiltiir sartlars

Kualtir ortaminin  bircok  Ozelligi organogenesisin  basarisint  etkilemekte — olup,
bunlardan baslicalar;; ortamin fiziksel hali, pH, nem, 1stk, sicaklk ve kultir
kaplarinda biriken gazlarin miktaridir.

Ortammn ~ fiziksel  hali.  Ortamin  fiziksel hali, yani katt veya svi  olmasi,
organogenesis de Onemli bir rol oynayabilit. Agar ve Gelrite''n her ikisi de
kompleks bir polisakkarittir ve en yaygin kullandan jellestirme (katilastirma)
maddeleriditler. Agar (%0.6-1.0, a/h) ile katlastrilmig ortamda buyutilen kallus
yavas buylr ve varolan kallus kiimesinin c¢evresinde yeni htcreler gelisir. Bunun
yaninda, ortamdan dokuya dogru bir besin gradiyenti olugur. Fakat hucre
stspansiyon kiltirlerinde tek veya kime hiicreler devamli olarak besin ortamina
maruz kaldigindan daha fazla biyime gosterirler. Bu tir hiicre kiltirleri genelde
gercek sigmoidal buyliime egrisi gosteritler. Genel olarak organogenesisde en c¢ok
basart katt ortam tUzerinde kallus veya yayidmis (plated) hiicre stspansiyonlart ile
basarilmistir. Bununla beraber, White (1939) titin kalkislarini yart katt ortamdan
stvi ortama gegirince de slirglin  olustugunu gozlemistir. Ortamin  fiziksel hali
farklilagsmanin ¢esidinde 6nemli bir rol oynayabilir. Margara ve Bouniols (1967),
stvi besin ottaminda buytyen ve filitte kagidi koprusu ile desteklenen Chichorinm
intybus  kok  eksplan  datinin vejetatif  tomurcuklar  Grettigini  gézlemis  fakat
eksplantlar agar ile jellestirilmis kati besin ortamma yerlestirildiginde ise cicek
tomurcuklarinin  olustugunu goézlemisler ve %2.4 agar konsantrasyonunun en fazla
cicek tomurcugu olusumuna sebep oldugunu bildirmiglerdir. Bu gdstermistir ki,
cicek tomurcuklarinin olusumu stres ile ilgili de olabilir.

Ortamn  pH  degeri: Bir ¢ok tirde organogenesis icin en uygun pH dizeyi
kargilastirlmak olarak degetlendirilmigtir. Besin ortaminin pH’st genelhkle 5.0 ile
6.5 arasinda behrlenir. Fakat inkiibasyon esnasinda pH sapmast olmaktadir
(Minocha, 1987). S6z konusu pH sapmalart dokuya Ozeldir ve karark bir hale
gelmesi icin ge¢mesi gereken sire degismektedir. Ortamin pFI  dizeyi, besin
maddelerinin ¢6kelmesi ile besin maddelerinin ve bitki buyime dizenleyicilerinin
alimini  etkilemektedir (Shang we ark, 1991). Fakat buna ragmen i witro
organogenesisde ortamin gercek pH degerinin  etkisi hakkinda ¢ok az sey
biknmektedir. Ancak ortamin pH degeri 5.0’in tizerinde tutuldugu zaman hiicre
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kiltirlerinin NH,"u yegane N kaynagi olarak kullanma kapasitesinin arttig
lir (D <=>-"».gevll-veV 1 0 7 6 ) . Bvvtvuri yaninda digiik pFPlarda 4)
havucun proembriyonik hiicre kiimeleri, oksinsiz ortamlarda canliiklarin
strdirmelerine karsin normal bir gelisme g6zlenebilmesi icin pH’ nin 6-7 arasinda
olmasi gerekmektedir (Smith ve Krikorian, 1990).

Nem: Simdiye kadar, degisik nem diizeylerinin organogensis Uzerine etkisi hakkinda
bir calisma yapilmamistir. Bunun bir sebebi de kiltir c¢evresinin nem oraninin
genellikle %100’¢ yakin olmasidir. Fakat yine de, kiltir ortamini ¢evreleyen
atmosferin nem oraninin organogenesisdeki gelisimin modeli tzerine etkili oldugu
gbzlenmistir. Nitekim agarla katilastirilmis ortam Uzerindeki atmosferin nem orani
%45den %98’  yikseltildiginde, endive (hindiba) kok parcalarindan  ¢icek
tomurcuklarinin  olusumu  engellenmis  fakat buna karsin  vejetatif tomurcuk
olusumu tesvik edilmistir (Margara ve Bouniols, 1967). Béylece bazi durumlarda
nem oraninin  diizenlenmesi farkhlasmanin  ne yonde olacaginin  belirlenmesi

acisindan 6nemli olabilir.

Igk:  Tsik kiltir ortaminin 6nemli faktorlerinden birisidir ve 7z vitro

organogenesisde etkili oldugu kesin olarak goOsterilmistir. Farklilagsma icin  gerekli
olan stk bir ka¢ bilesenden olusmustur. Bunlar; 1s1gin siddeti, glin icinde uygulama
petiyodu ve niteligidir. Doku kultirii igin gerekli olan giines enetjisi ototrofik
bitkilerden farklidir. Cinkd doku kultirinde zaten ortam igersinde yeterli
karbonhidrat  (genelde sakkaroz) hazir bulunur. Fakat bunun yaninda baz
fotomorfojenik olaylar icin 1sik gerekli olabilir (Murashige, 1974). Maksimum kallus
buyimesi karanlkta olmasina ragmen, disik 1stk siddeti (90 |[4E  cnr? snl)
organogenesis ve embriyogenesisi artirabilir. Ornegin ¢am tiirlerinin  #  vitro
kultirlerinde, morfogenesis icin genellikle 1siga ihtiyac duyuldugu ve 1sik-sitokinin
etkilesiminin tomurcuk olusumunu etkiledigi gozlenmistir (Villalobos ve ark., 1984).
Bunun yaninda, fotoperiyod-siddet etkilesimi de olmakta ve bu da toplam giines
enetjisinin niteliginin énemli oldugunu géstermektedir.

Swaklik: Bitkilerin gerek 7n wivo gerekse in vitro buyime ve gelismesini yakindan
kontrol  etmesine  ragmen  sicakligin  rejenerasyona  etkileri  izerinde  fazla
durulmamistir.  Genellikle kiltirler 20 ila 30 °C arasindaki sabit sicakliklarda
tutulurlar fakat yine de belli bir bitki tiri icin biyime ve farklilagsmanin optimum
dizeyde gerceklestigi  sicaklitk degetlerinin - 6nceden  belirlenmesi  gerekir. Ciinki
farkli bitki tirlerinin - optimum sicaklik istekleri farkli olabilir (Chalupa, 1987).
Ornegin, Pinus contorta embriyo kiiltiiriinde 20 °C’ye oranla 27 °C’de daha erken ve
daha ¢ok sayida tomurcuk elde edilmistir (Patel ve Thorpe, 1984). Ayrica kiltir
oncesi  yapilan  distik  sicakbk = uygulamasininda ~ morfogenesisi  etkiledigi
bilinmektedir. Flatta ayni bitki dokusu i¢inde bile siirgiin olusumu ve koéklenme igin
farkli sicakltk optimumlarina rastlamak muimkindir (Rumary ve Thorpe, 1984).
Sicakligin - bir diger 6nemli roli de, ortamdaki su miktarina bagl olarak,
vitrifikasyonu (camlagmayi) etkilemesidir. Vitriflye olmus kultirler bir siire (5-7
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gun) dustk sicaklikta (4 °C) tutulduktan sonra tekrar normal inkiibasyon ortamina
geri  konuldugunda vitrifikasyon diizeyinde ©6nemli Olcide bir azalma gézlemek
mimkindar (Gurel ve Giirel, 1998).

Kiiltiir kaplarinda biriken gazlar: Bitki kiiltiir sistemlerinin performansini etkileyen
diger bir faktor de, kultire alman cksplantlarin etrafindaki atmosferin gaz igerigidir.
Boylesi bir gaz atmosfer; etilen, oksijen, karbondioksit, etanol ve asetaldehitten
olusur. Ayni zamanda bir bitki biylime duzenleyicisi olan etilen, kiltirleri yapilan
dokular tarafindan dretilir ve farkli morfojenik etkilere sahiptir. Kiltir sistemine ve
kullandan kaltir kapaklarinin  niteligine baglt olarak etilen, organogenesisi uyarabilir
veya bastirabilit (Huxter ve ark., 1981; Kumar ve ark., 1987; Righetti ve Facini,
1992). Bu bakimdan bazi asiri kentlesmis bolgelerde, kiltir odasina giren havanin
filtre edilmesi gerekli olabilir. Bu sekilde uygulanacak bir filtrasyon, boylece toz ve
sporlarin da kiltiir ortamina girmesini engellemis olur.

2.4. Organogenesis Cesitleri

In wvitro otgan gelisiminin, indirekt organogenesis ve direkt organogenesis olmak
lizere iki modeli vardir (Hicks, 1980; Giirel, 1997c). Indirekt organogenesis de;
meristematik  bir merkezin olusumundan ve takip eden sirgin veya kok
olusumundan o6nce, alnan eksplant dokusu organize olmamis kallus kiimesinin
olusturulmast icin uyariir. Direkt organogenesis de ise kallus gelisimi hi¢ goérilmez
(Sekil 2.1). Kallus dokusundan stirgiin gelisimini 6zedemek gerekirse (Maeda ve
Thorpe, 1979), islem eksplantin c¢evresinde hiicre dizilerinin olusmasi ile baglar,
hiicre dizileri ve ecksplant arasindaki bolgelerde ise bazi trake elemenderi ortaya
cikar. Kiltirden bir hafta sonra trake elementlerinin yaninda hiicre bdlinme
bolgeleri gbzlenmeye baglar. Bu bolgenin icinde 6zellikle kallusun alt yarisinda
takip eden giinlerde meristematik merkezler olugur. Bu merkezler daha sonraki
gunlerde gozle goérilebilir sirglin  primordiyasint  (taslagini) olustururlar. En  Once
olusan sirgiinler ortama temas eden kallus yilizeylerinin genis cikintilart Gzerinde
gorilir. Tomurcuklar iki hafta sonra ortaya ¢ikar ve bariz yaprakli vejetatif
sirgiinler  18-21  ginlik  dokularda  gozlenebilir.  Islem  tamamen  eszamanh
(senkronize) olmamasina ragmen, sirgin olusumuna sebep olacak temel olaylar 6-
14 gunlik kiltir periyodu icinde olur. Burada anahtar olay, ¢ok fazla vakuolld
parenkima  hicrelerinin -~ boélinmeye  baslamast  ve  meristematik  hiicreleri
olusturmasidir. Histokimyasal olarak, her hicrenin DNA iceriginde bir degisiklik
gbzlenmez. Fakat meristematik merkezlerin ve strgliin primordiyalarinm  olusmast
esnasinda ve Oncesinde siirgiin olusma bolgelerinde, RNA ve protein icin daha
yogun boyanma bolgeleri gozlenmistir (Thorpe ve Murashige, 1970). Sekil 2.2’de,
korunga (Onobrychis viciifolia) gbvde eksplantlarindan  elde edilen indirekt siirglin
olusumu 6zetlenmistir (Ozcan ve ark., 1996; Ozgen ve ark., 1998). Gorildigi gibi,
Once yara yizeyinde kallus olugsmus (Sekil 2.2a) ve bu kalkistan da daha sonra
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surgiin farklilasmas: gerceklesmistir (Sekil 2.2b,c). Tam bir rejenerasyon igin, dogal
olarak bu strgtnlerin kéklendirilmeleri gerekir (Sekil 2.2d).

Indirekt kok organogenesisi icin ise seker pancarinda yapilan calismalart Srnek
verebiliriz  (Gurel ve Wren, 1995a). Fizyolojik olarak tam olgunluga erismis seker
pancart yaprak ayasinin damarsiz bolgesinden alman diskler 1.0 mg/1 NAA iceren
MS ortaminda kiltire alindiginda gdzlenen gelismeler Sekil 2.3’de  6zetlenistir.
Hentiz kiltire alinmamis taze (0 gunlik) yaprak disklerinde bitinligi bozulmamig
mezofil hicrelerini tst ve alt epidermis tabakast arasinda gérmek mimkindir
(Sekil 2.32). Bu kesim (yara) yuzeylerinde 24 saat sonra yapilan gozlemler,
goriiniirde herhangi bir degisikligin olmadigini gostermektedir. Fakat 48 saat sonra,
bu vyiizeylerde bazt yeni hiicreler belirmekte ve bu hiicrelerin béliinmesi devam
ederek, 7-9. glne gelindiginde kigik miktarlarda kallusun olustugu gézlenmistir.
Bunu takiben 13-14. glinde disklerin kesim yiizeylerine yakin alanlarda olusan bu
kallus yiginlarindan bir veya bitkag kék ucu belirmeye baslar (Sekil 2.3b). Bu yeni
(adventif) kokler hizli bir sekilde buytyerek 6-10 gin icinde 5-10 cm uzunluguna
eriserek cok sayida lateral kokler meydana getiritler. Kokler belirmeden 6nce,
evvela kok tiyleri olusur ve kokler olgunlastiktan sonra bu tlyler uzayarak kokin
yukart (eksplant dokusuna yakin) bolgelerinde yer alilar (Sekil 2.3d). Kok
yizeyinde gorilen misel benzeri hiicreler ise biyiik bir ihtimalle kok baghgindan
meydana gelmislerdir (Sekil 2.3b,c). Diger bir nokta ise, mezofil hicrelerinin
bazilart asirt derecede biyiiyerek devasa boyudara ulasmuslardir. Bu iri hicreler
daha cok uzayan koklerin tabaninda gortlirler (Sekil 2.3b,d).

ORGANOGENESIS CESITLERI

Indirekt Organogenesis Direkt Organogenesis

Eksplant Eksplant

1 I
t T

Kallus Surgiin veya Kok
I 1
T T
Stirgiin veya Kok Bitki

T
Bitki

Sekil 2.1 In viro Dbitki  rejenerasyonunda  gérillen  organogenesis  gesitleri.  Direkt
organogenesisde, siirgiin veya kok direkt olarak ekpslant dokusunu meydana getiren
hiicrelerden gelisirken indirekt organogenesisde, oOnce eksplant dokusundan kallus meydana

gelir ve daha sonra da bu kalkigtan siirgiin veya kok gelisir.
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Sekil 2.2. Steril korunga (Onobrychis viciifolia) fidelerinden almnan govde eksplantlarindan
adventif siirgiin ve kok olusumu (Ozgen re ark, 1998). a) 3 haftalik inkiibasyon
doéneminden sonra kallus olusumu ve siirgiin olusumu baslangici. b-c) 6 hafta sonra iyice
gelismis siirgiinler. d) Olusan siirgiinlerde 4 haftalk bir inkiibasyon sonunda kok olusumu.
Barlar= a ve b’"de 1 mm, c ve d’de 1 cm.
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Sekil 2.3. Seker pancart yaprak disklerinden elde edilen ## vitro koklere ait SEM fotograflart
(Giirel ve Wren, 1995a). A) Yeni kesilmis taze (0 giinlik) yaprak ayast diski. Alt ve st
epidermis arasinda goriilen butin haldeki mezofil hiicreleri. B) 14. giiniin sonunda NAA
iceren MS ortaminda kiiltiire alinan yaprak diskinin kesim yuizeyi. Buyuk bir kok ucu doku
yigin icerisinden disart ¢tkmistir. C) Iyice gelismis bir kék ucu. D) Kok tiiylerine sahip
uzamis bir adventif kok. Biiylik mezofil hiicreleri kokiin tabaninda goriilmektedir.

Seker pancart yapraklarinin, orta damar (midrib) ile yaprak sapiun (petiyol)
kesistigi bolgeden alinan segmentler yiksek NAA (30 mg/1) iceten MS ortamunda 5
gin inkibe edildikten sonra hormonsuz (temel) MS ortaminda 10 gin
tutulduklarinda, aseto-karmin boyamast ile yapilan c¢alisma gOstermistit ki yogun
olarak boyanan hiicrelerden meydana gelen bolgeler hemen iletim  demetinin
yaninda yer almuslardir (Sekil 2.4a). Bu da hiicre bélinmelerinin ve nihayetinde yeni
adventif kokleri olusturacak olan meristematik merkezlerin iletim demeti boyunca,
bu dokuyla yakindan ilgili olan hicrelerden meydana  geldiklerini  ortaya
koymaktadir. Fakat ne ilginctir ki bu meristematik merkezlerden sadece, c¢ogunlukla
eksplantin  bazal (alt) tarafinda olmak Uzere, kesim yiizeyine yakin bdlgelerde
olanlar kék meydana getirirler. Bu durum, i¢ bolgelerdeki meristematik merkezlerin
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eksplant dokusunu asarak disart ¢tkamadiklart  seklinde yorumlanabilir.  Nitekim,
s6zkonusu eksplant segmentlerinin alt ve ust ylzeyindeki dokular iletim demetine
paralel olarak eksplant boyunca kesilip uzaklastirildiginda, biitiin eksplant boyunca
iletim demederine paralel olarak kék gelisimi gézlenmistir (Gurel, 1993).

Yukaridaki gézlemlere ilave olarak, 15tk mikroskobu ile yapilan calismalar, kok
gelismesine  katlan  hicrelerin - kékeni  hakkinda daha detayhl bilgiler sunmugtur
(Gurel ve Wren, 1995a). Seker pancart yapraginin ortadamar-petiyol bolgesinden
enine kesit alindiginda, tcgeni andiran bir sekil ortaya cikar (Sekil 2.4b). Cok
sayidaki iletim demeti, Ust ylzey hari¢, cevresel olarak dizilmislerdir. 48 saat sonra,
gekirdek ve cekirdekgikleri belirgin - yeni bolunmis hiicrelerden olugan  kigiik
gruplar, buylk iletim demetlerine yakin boélgede ve hemen vaskiler kambiyumun
yaninda belirirler (Sekil 2.4c). ilave bir 48 saatlik sireden sonra, yani 4. giniin
sonuna gelindiginde, daha ¢ok sayida hiicre boélinmeleri gercekleserek gene kok
primordiyalart meydana gelir  (Sekil 2.4d). Bunu takiben kok wuglar, orijinal
eksplantin  korteks dokusunu gecerek 8. giiniin sonunda disariya cikarlar (Sekil
2.4e) ve 10. glnin sonuna gelindiginde yeni olusan adventif kokin iletim demetleri
belirginlesmeye ve ana dokunun (eksplantin) iletim dokusu ile baglantist
gerceklesmeye  baslar  (Sekil  2.4f). Boylece yapraktan almnan ortadamar-petiyol
segmenti hucrelerinin boliinmesi ile baglayan adventif kék olusumu streci, yani iz
vitro k6k organogenesisi, tamamlanmug olur (Tablo 2.1).

Yapilan calismalar, meristematik bélgelerin  meydana gelmesine yol acan benzeri
hiicre bélunmelerinin, iletim dokusunun uzagindaki bolgelerde (korteks igerisinde)
de meydana geldigini fakat bunlarin sonugta kok olusturmadigini ortaya koymustur
(Gtrel, 1993). Diger taraftan, olusan primordiyalarin yakinlarinda herhangi bir
kallus gelismesi gozlenmedigi icin olusan bu koklerin direkt organogenesis yoluyla
meydana geldigini ortaya koymaktadir. Buna karsin, koék primordiyasint olusturan
baslangic hiicrelerinin, kambiyum htcreleri mi yoksa kambiyumun c¢ok yakininda
bulunan korteks parenkima hiicreleri mi oldugu kesinlik kazanmamistir. Benzer
zotluklatla, Griselinia  littoralis ve G. Iwida ‘Uzerinde vyapilan ¢aligmalarda da
kargtlastimistur  (White ve Lovell, 1984). Brassica juncea ve Pereskia grandifo liri dan
alinan petiyol segmentlerinde, koék olusumunu baglatan hicrelerin, iletim dokusu
yakinlarindaki ~ vaskiler parenkima veya korteks hiicreleri oldugu Dbelirtilmistir
(Sharma ve Bhojwani, 1990; Carvalho wve ark., 1989). Phaseolus wvulgaris'®3 ise,
meristematik merkezlerin ksilem ile floem arasindaki bélgede bulunan hiicrelerden
meydana geldigi ama bunlarin kambiyum hiicreleri mi yoksa baska hiicreler mi
oldugu kesinlik kazanmamistir (Gramberg, 1971). Benzer sckilde, koki meydana
getiren primordiyalarin  tek bir hiicreden mi yoksa bir hiicre grubundan mu
kokenlendigi bilinmemektedir. Bazt durumlarda, tek bir hiicrenin aktive olmasi ile
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Sekil 2.4. Seker pancarinda i vitro kok gelismesine katidan hiicrelerin gozlendigi 15tk
mikroskobu ¢alismalarina ait fotograflar (Gurel ve Wren, 1995a). A) Ortadamar-
petiyol bolgesi segmentlerinde meristematik aktivite gosteren hiicreler. Aseto-karmin
ile boyanmis hiicreler (ok isareti) iletim demeti (V) boyunca siralanmustir (x10). B)
Ortadamar-petiyol bolgesi segmentinin enine kesidi (x15). C) Buyiik bir iletim
demetinin kambiyum bolgesi yakinindaki bolinen hiicrelerin 48 saat sonraki
durumu. Cekirdekleri belirgin hiicreler (ok isareti) daha sonra bolinmeye devam
ederek meristematik bir merkez olusturacaklardir (x25). D) 4. gunin sonunda
gelisen bir kok primordiyasmnin enine kesiti (x100). E) 8. giinin sonunda iyice
gelismis ve korteks dokusunu gegerek disar ¢tkmis bir kokiin boyuna kesiti (x25). F)
Adventif bir kokiin dip kisminin enine kesiti. 10. giniin sonunda gorilen bu
gelismede yeni kékin kendi iletim demeti (ok isareti) olusmus ve ana dokunun iletim
demeti ile baglantt kurulmustur (x40).
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kok primordiyasinm meydana geldigi belirtilmis (Torrey, 1966; Smith ve Thorpe,
1975), kimi durumlarda ise bir grup hiicrenin béyle bir olusuma katldig:r ifade
edilmigtit (Molnar and Lacroix, 1972). Aym sekilde, Chlyah (1974), Torenia
epidermal ecksplantlarinda hiicre bélinme aktivitesinin tek bir hiicrede basladigin
ve komsu iki veya ic¢ hicrenin bdélinmesiyle devam ettigini gostermistirt. Bu
merkezi olarak yerlesmis hiicreler hizli bir sekilde bolinmeye devam eder ve
onlarin cevresindeki hiicrelerde daha yavas bir sckilde boluntirler. Béylece her ilk
merkezin ¢evresinde hiicre boliinme boélgesi olusturulur ve merkezden uzaklastikca
mitotik indekste azalma gozlenir. Meris tema tik merkezlerin boylece bir hiicrenin
parcasindan, bir hiicreden veya bir ka¢ hiicre tarafindan meydana gelebilecegi
s6ylenebilir.

Tablo 2.1. Seker pancari yapragmnin ortadamar-petiyol bolgesi eksplantlanndan olugan
adventif koklerin morfogenetik agamalan. Eksplantlar 30 mg/1 NAA igeren MS ortaminda

4 giin tutulduktan sonra hormonsuz temel MS ortamina aktarilmiglardar.

Zaman
(Gun) Motfojenik Asamalar

0 Kultiiriin baglatilmasi

2 Hiicre béliinmelerinin, iletim demetlerinden birinin kambiyum

dokusuna yakin bolgede baglamasi

4 Meristematik merkezlerin olugmas1 ve bu merkezlerden kék
primordiyalannin gelismesinin baglangict

6 Kok primordiyalannin bityiimesi ve uzamasi, ve bunu takiben
belirginlegen koklerin kortek dokusunu gegerek eksplant yiizeyinden

disan gikmasi
8 Kok tiiyleri de gelismis olan koklerin tamamen digan ¢itkmasi

10 Kok orta silindirinin (stele) farklilagmasi ve iletim demetlerinin
olugmas1. Adventif kokiin iletim demeti ile eksplant dokusunun iletim

demeti arasindaki baglantinin olugsmasi.

Organogenesisdeki anahtar  morfolojik Ozellik metristematik merkezlerin
olusumudur. Direkt ve in direkt organogenesisin her ikisinde de, meristematik
merkezler vakuolli parenkima hicrelerinden olusmuslardir  (Ross  ve  ark., 1973;
Villalobos ve ark., 1985). Bu hiicreler yapt olarak kicik, izodiyametrik, ince duvath
hicrelerdir ve yogun bir sekilde boyanan belirgin cekirdeklere sahiptitler. Titin
hicrelerinde  yogun  plazmali  ve mikro-vakuolli, c¢amda ise hicreler 151k
mikroskobu diizeyinde vakuollidir ve yogun sitoplazmik basamak daha sonra
ortaya  ¢tkar. Her iki dokuda da, aym1 meristematik hucrelerin  arasinda
plasmodesmatalar  belirgindir  fakat farkli meristematik hiicrelerde ve dokudaki
6teki hiicrelerde plasmodezmatalar olusmazlar. Bitin bu ¢alismalar g6z 6ntine
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alindiginda, meristematik merkezi olusturan  bolgesel aktif hicre bolinmesi
organogenesisin genel histolojik 6zelligidir denilebilir.

2.5. Otganogenesisde Meydana Gelen Onemli Olaylar
2.5.1. Hiucresel yeterlilik ve kararlilik

Gerek n  witro  gerekse im  wivo organogenesisde bugin i¢in 6nemli olan
yaklasimlardan birisi de ‘plastisite’ veya ‘esneklik’ teorisidir. Buna gore, organ
olusumunun erken safhalarinda gelisme sireci esnek bir yol takip eder. Yani
gelismenin belli bir kritik doénemine kadar, meristemi meydana getiren htcre veya
htcreler tarafsiz davranir fakat daha sonra ortamdaki sardara veya uyaricilara gore,
ya sirgiin meristemi yada Adk meristemi olarak sardanlar (kararli hale gelitler) ve
arkasindan da morfogenedk stire¢ siirgiin veya £ok olarak sonuglanur.

Mortfolojik plastisite olayinin acildiga kavusturulmasinda, doku-trans fer tekniginden
son vyillarda fazlastyla isdfade edilmistir (Christianson ve Warnick, 1983; 1985;
1987; Sharma ve ark., 1990; Attfield ve Evans, 1991; Gurel ve Wren, 1995a).
Chrisdanson ve Warnick (1985)’e¢ gbre, eksplantin ortama konulmasindan belirgin
bir organin ortaya ¢ikmasmna kadar gegen sire icerisinde, U¢ ayrt asamada
degerlendirilebilecek bir dizi olaylar meydana gelmektedir. Bu asamalar sirasiyla; i)
yeterlilik (competence), ii) kararlilik (determination) ve iif) morfolojik farklilagsmadir
(Sekil  2.5).  Comvolynlus arvensis’@>z yaptlan ¢alismalarda, s6z konusu bu agamalar
detayll bir sekilde ortaya konulmustur (Christianson ve Warnick, 1983; 1985).
Yeterliligin ~ kazanddigt  birinci  asamada, ortama konulan eksplant  dokusu,
organogenik bir uyarim i¢in belli bir ‘yetenek’, diger bir ifadeyle yeterlilik, kazanir ve
bu  asamada  Oncelikle  olgun  cksplant  dokusunun  tersine-farklilasmasi
(dedifferendation) gerceklesir. Bu durumda, yeterliligin kazanidmast herhangi bir
ortamda (surgiin, koék veya kallus ortaminda) gergeklesebilir. Bu ilk asamanin
sonunda organ olusturmak icin yeterlilik kazanan hiicre veya hicrelerin, belli bir
gelisme tipi (strgin, kék veya kallus olusumu) icin sartlandirdmalart yani kararli bir
hale  getirilmeleri  gerekir. Bu  islemin  gergeklestirildigi  sireg, 2 wvitro
organogenesis deki ikinci asama (kararliik) olarak adlandirilir ve s6z konusu gelisme
tipinin  belitflenmesinde, ortamdaki bitki biylime dizenleyicilerinin konsantrasyon
ve kombinasyonlart 6nemli olmaktadir. Ugiincii ve son asamada ise, morfolojik
farklilasma ve gelisme tamamlanarak belirgin organlar goézikmeye baslar ve bu
gelismenin  tamamlanmasi, yine Aherbangi bir ortamda gerceklesebilir. Yani, ikinci
asama sonunda hiicre veya hiicreler herhangi bir organogenik yol icin bir kere
kararli hale gelmislerse, artik onlarin meydana getirecegi organ tipini degistirmek
miimkiin degildir. Ornek verecek olursak, ikinci asamada sadece kék olusumu igin
kararli hale gelen hiicre veya hiicreler, bu asamadan sonra gerekirse kék olusumunu
engelleyen bir ortama konulsa bile yinede bu hiicreler koék olarak gelismelerini
tamamlayacaklardir. Yukarida 6zetlenen bu goris, yakin zamanda diger bazi bitki
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tirlerinde yaptlan calismalatla da desteklenmistir (Sharma ze ark., 1990; Attfield ve
Evans, 1991).

I1
Agama NN
Yeterlilik Kararlihk
Eksplant B R KOK veya
Yeterliligin Organogenik Farklilagma ve SURGUN
Kazanilmasi Uyarilma Geligme
Ortion AN
SIM SIM veya RIM SIM
RIM RIM
CIM CIM

BM

Sekil 2.5. Yeterlilik ve kararllik teotisine gore organogenesis islemindeki asamalar: Tlk 6nce
ortama konulan eksplant dokusu organogenik bir potansiyel, yani ‘yeterlilik’, kazanir
(Asama I) ve daha sonra da bu doku konuldugu ortamin igerigine gore surgiin veya kok
olusturmak icin uyarlarak sézkonusu bu organlart meydana getirmek icin kesin bir
‘kararlilhk’ kazanir (Asama II). Bundan sonra ise kararli hale gelen doku, artitk konuldugu
ortamin igerigine hi¢ aldirmaksizin bir 6nceki asamada kazandigi kararlilik yontinde strgiin
veya kok meydana getirir (Asama III). SIM: stirgiin uyarict ortam, RIM: kok uyarict ortam,
CIM: kallus uyarict ortam, BM: bazal/hormonsuz ortam (Christianson ve Warnick
1985°den uyarlanarak).

Bitlin bunlara ragmen, kararlihigin tek kademeli bir islem olup olmadigi heniz
kesinlik kazanmamistir. Yani hiicre veya hicreler, yeterlilik ve kararlilik sireclerinin
en bagindan itibaren sadece surgiin veya kok primordiyast olarak mi sardaniyorlar
yoksa Once ‘plastik/esnek’ bir primordiya meydana geliyor ve daha sonrada kultir
ortamindaki sardara gore ‘tarafsiz’ olan bu primordiya gelismesini sirgin veya kok
olarak mi tamamliyor? Christianson ve Warnick (1983, 1985) daha c¢ok birinci
ihtimali destekleyen yani organogenesisin tek kademeli bir islem oldugunu ortaya
koyan sonuclar bulmuslardir ve en azindan Comvolvulus arvensis’®t “sirgin olusumu
icin yeterlilik” ve “kék olusumu icin yeterlilik” olmak tzere iki farkli gelismenin
meydana geldigini 6ne siirmislerdir.

Tutln ince hiicre katmani (thin celi layer) eksplantlarinda yapilan ¢alismalarda da
sirgiin ve kokler elde edilmis fakat bir tip primordiyanm diger bir tipe (strgiiniin
koke veya kokin surgine) donistigine dair kesin bir kamit bulunamamistr.
Aksine, ortam sardarnin bir tip primordiyanm gelisimini baskilarken diger bir tipin
gelismesine imkan tanidigt sonucuna varimistir (Tran Thanh Van, 1981). Diger
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taraftan, Oteki tutlerde yapilan calismalar, gen¢ primordiyalarm baslangicta 'karasiz’
oldugu ve bunlarin ya strgin yada kok olusturabilecek yetenege sahip olabildigi
sonucunu ortaya koymaktadir.

Bonnet ve Torrey (1965), kiltire alinan Corwolvulus arvensis koklerinde gozlenen
gen¢ tomurcuk ve kok primordiyalarmin histolojik olarak Dbirbirlerinden ayirt
edilemedigini  ve uygun kiltir sartlart  saglandiginda, kok vermesi beklenen
yerlerden tomurcuk elde etmenin mimkin olabildigini  belirtmislerdir. Bunu
saglamak icin, kok ucu segmenderi 6nce yiksek oksin iceren ortamda kultire
alinmis ve bunu takiben de oksin igermeyen ortama aktamlmuslardir. Béylece
yiksek oksin sartlarinda ¢ok sayida primordiyanin meydana geldigini ve arkasindan
da aktarldiklari ortamdaki hormonal sartlara gbre bu primordiyalarm stirgiin veya
kok olarak gelismelerine devam etdklerini ileri strmislerdir. Benzeri sonugclar,
Neottia nidus-avis, Selaginella ve 1V anillaplanifolia kok ucu kultitlerinde de elde edilmis
ve oksin tasimmmi engelleyen bilesiklerin ortama katilmasi veya oksinin tamamen
ortamdan uzaklagtirlmast durumunda, koék ucundan direkt olarak strginler elde
edilmistir  (Peterson, 1975; Wochok ve Sussex, 1975; Phillips ve Padikkala, 1989).
Butin bu deneysel desteklere ragmen, ne yazik ki henitiz bu tir degisimlerin
detaylarini anatomik olarak aciklayan fazla bir bulgu mevcut degilidir.

2.5.2. Fizyolojik, biyokimyasal ve metabolik olaylar

Steward e ark. (1964), hiicrenin gelisme potansiyelinin  ortaya ¢itkmast  igin,
hicrenin  fiziksel ve/veya fizyolojik olarak izolasyonunun gerekli oldugunu
onermislerdir, izolasyon islemi anne dokunun baglantisint etkili bir sekilde yok
eder ve hiicreleri béylece kimyasal ve fiziksel kisitlamalardan kurtarir. Hicreler
kimyasal bir uyartya maruz kaldiklart zaman sessiz durumlarindan aktif buyliime igin
gerekli olan kapasiteye dogru gecis yaparlar ve sayet gerekli besinler ortamda varsa
onlarin kalitsal morfojenik potansiyelini disa vururlar. Fiziksel izolasyon igin detayl
anatomik ¢alismalara dayanan bir kanit olmamasina karsin fizyolojik izolasyon
mimkindir  (Halperin  ve Wetherell, 1964). Morfojenik hiicre  yiginlarinda
(meris tema tik merkezler veya embriyogenik hiicre kiimeleri) bunlart ¢evreleyen
kalin bir hiicre duvart vardir (Kohlenbach, 1977) ve bunlarin arasinda veya bunlarn
cevreleyen hucrelerde/dokularda  gergekten de  plazmodezmata meveut  degildir.
Fakat yiginlarin icinde daha ince hiicre duvarlari ve fazla miktarda plazmodezmata
vardir ve bu da muhtemel hticrelerarasi iletisimin var oldugunu gostermektedir.

Alternatif bir goris ise Skoog ve Tsui (1948)’nin calismalarindan sonra ortaya
ctkmustir.  Bu  aragtiricilar, organ olusumu ve gelismenin biyime faktotleri ve
besinler arasindaki etkilesim ve bunlarin miktarlarindaki farkhiliklara bagli oldugunu
onermislerdir. Boylece gelisme modeli bitkinin belli bir bdlgesinde bu maddelerin
saglanmast ile belitflenmektedir. Sterling (1951), adenin uygulamasina cevap olarak
titin sirgin parcalarinin kiltirlerinde 6zellikle kambiyum, dis floem, i¢ floem ve
tabandaki kallus dokularinda tomurcuk olusumunu kaydetmistir ve boylece bu
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gorisii destekleyecek histolojik bir kanit saglamigtir. Daha sonra yapilan anatomik
calismalarda (Earle ve Torrey, 1965; Bonnet ve Torrey, 1966) strgin olusumunun
baslatilmasina sebep olacak ilk histolojik olaylarin, halihazirda farklidasmis olan
iletim dokusunun civarinda veya ceksplanti destekleyen ortamin yiizeyinden belli bir
uzaklikta gergeklestigini ortaya koymustur.

Organ olusturan dokular tzerine ¢ok az biyokimyasal calismalar yapilmugtir.
Meristematik  merkez ve sirglin primordiyasinin  olusmasindan  6nce  nisasta
birikimi olmaktadir (Thorpe ve Murashige, 1970) ve organogenesis icin ortamdan
devamli  serbest sekerin saglanmasi  gerekmektedir  (Thorpe, 1974). Bu tir
galigmalarin  sonucunda  karbonhidratlarin  organogenik  islemler igin  kolayca
bulunabilen bir enerji kaynagi oldugu bulunmustur. Strglin olusturan dokulardaki
yiksek solunum orani, glikolittk ve pentoz fosfat yolundaki artan aktiviteler ve
sirgiin  olusturmayan dokulara kiyasla, strgiin olusturan dokularda [14C] glikoz
katabolizmasinm artmasi bu goriist dogrulamistir (Thorpe ve Laishley, 1973).

Sirgiin olusumuna yonelecek olan dokularin ¢ok daha yiksek miktarda adenozin
fosfataz ve NAD™T bulundurdugu ve daha disiik enerji yuki igerdigi gOsterilmistir
(Brown ve Thorpe, 1980b). Bunun yaninda, sirgin olusturan dokulardan
mitokondri izole edilmis ve deneysel olarak hazitlanan ozmotik sardar altinda
degerlendirilmistit. Bu mitokondrilerin  daha yitksek ve daha verimli solunum
yapma  egilimleri oldugu bulunmustur (Brown ve Thorpe, 1982). Surgin
organogenesisi esnasinda malat miktarinda gecici olan bir artis vardir ve NADPH
diizeyinde hizli bir disiis, bunun yaninda NADP* dizeyinde de daha biytik bir
artts  kaydedilmektedir. Bu c¢alismalarda indirgeyici giic (NADPH) icin artan
ihtiyacin organogenesis i¢in 6nemli bir gereksinim oldugunu géstermistir.

Karbonhidradar strgiin olusumunda bariz bir sekilde fiziksel ve kimyasal rollere
sahiptirler (Brown ve Thorpe, 1980a). Tutin kalkislarinda stirgiin  olusumunu
baslatmak icin gerekli olan ortamin Ugte birini saglayan sakkarozun, ozmotik
gereksinimi yerine getirdigi goriilmektedir. Strgiin olusumu esnasinda doku daha
fazla su, ozmotik ve basing potansiyelletini korur ve bunu da; (1) kiltirin
baslangicinda mala tin biriktirilmesi, (2) kaltir periyodu esnasinda ortamdan serbest
sckerin  biriktirilmesi veya (3) meristematik merkez ve primordiyum olusumu
esnasinda depolanan nisastanin parcalanan drinleri ile prolin ve serin birikimi ile
saglar. Sirgiin olusturan dokulardaki artan ozmotik potansiyel sonucunda enerji
tretimi icin mitokondri aktivitesinin artmasi miimkiin olabilir.

2.6. Organogenesisde Bagar1 Saglanan Tiirler

Solanacea tutleti in witro calismalarda model olarak kullanilmaktadir. Totipotensi ilk
olarak Nicotiana tabacum tirinde tek hiicrelerden olgun bitkilerin elde edilmesi ile
gosterilmistir  (Vasil ve Hildebrandt, 1966). Kesilen anterlerin 7z witro kiltird ile
haploid bitkilerin ilk basaril Gretimi Datura innoxia (Guha ve Maheshwari, 1964)’da
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gerceklestirilmistir. Izole edilen pro toplas dardan ilk bitki rejenerasyonu N. tabacum
ile gerceklesmis (Takebe ze ark., 1971) ve ilk somatik melezleme iki Nicotrara tiri
(N. glanca ve N. Langsdorfh) arasinda yapilmustir (Catlson ve ark., 1972). Kalkistan
sirglin olusumu ise yine bazt Nicotiana titlerinde kaydedilmistir (Tablo 2.2). Basari
saglanan bazt Solanacea titleri icin gerekli olan bitki buyime diizenleyicilerinin
konsantrasyon ve kombinasyonlari, ve eksplant kaynaklart Tablo 2.3’te verilmistir.
Diger bazt ikicenekli ve tekcenekli bitkilerdeki rejenerasyon sartlart ise Tablo 2.4 ve
Tablo 2.5°de 6zetlenmistir.

Tablo 2.2. Murashige ve Skoog (1962) ortaminda Nicotana tiirlerinin siirgiin olugumu igin
kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerinin kombinasyonlan ve konsantrasyonlari.

Bitki Biiyiime

Tiirler Eksplant Diizenleyicileri (gM) Kaynaklar
N. acuminata Govde 10.0 2iP + 1.0 IAA Helgeson, 1979
N. alata Cigek sap1 10.0 KIN + 1.0 IBA Tran Thanh Van ve Trinh, 1978
N. goodspeedii Govde 10.0 21P + 1.0 IAA Helgeson, 1979
N. longifiora Govde 1.0 KIN + 0.06 IAA Ahuja ve Hagen, 1966
N, megalosiphon Gévde 10.0 2iP + 1.0 IAA Helgeson, 1979
N. otophora Cigek sap1 10.0 KIN + 1.0 IBA Tran Thanh Van ve Trinh, 1978
N, plunbaginifolta Cigek sap1 10.0 KIN + 1.0 IBA Tran Thanh Van ve Trinh, 1978
N, rustica Siirgiin 45.7 IAA + 11.9 KIN Walkey ve Woolfitt, 1968
N suaveolens Govde 10.0 2IP + 1.0 IAA Helgeson, 1979
N. sylvestris Yaprak 17.11AA + 0.9 KIN Ogura ve Tsuji, 1977
N, tabacum Yaprak 1.0 BA Gamborg veark, 1979
N. tomentosiformis  Cigek sap1 10.0 KIN + 1.0 IBA Tran Thanh Van ve Trinh, 1978

2.7. Sonug

Bitki doku kaltiri teknikleri glinimiizde bitki biyoteknolojisinin en 6nemli entegre
dallarindan birisi olarak bitki bilimlerinin bircok alaninda gittikce artan bir hizla
kullanddmaktadir. Buradaki temel giic, bu tekniklerin tek bir hiicreye mudahele etme
veya kontrol altina alma imkanini tanimasidir. Bu nedenle, doku kiltirleri; bitki
fizyolojisi, biyokimya ve molekiiler biyolojide en ¢ok basvurulan yoéntem ve araclar
arasinda yer almaktadir. Organogenesis ise, hilicre veya dokulardan yeni bitki
bireyleri meydana getirmeye imkan tanidift icin, generatif yoldan cogaltilmast zor
olan bitki tirlerinin Uretiminde buyik kolayliklar saglamaktadir. Bu grup bitkiler
arasinda, sus bitkilerini en basta sayabiliriz. Organogensisin belirtilmesi gereken
diger bir O6nemi de Dbitki transformasyon calismalarinin  basarisint  yakindan
etkilemesidir. Clinkii optimize edilmis bir rejenerasyon sistemine sahip olmayan bir
tirde transformasyon yapmanin fazla bir anlami  yoktur. Diger taraftan,
organogenesisin  kendine has bazt O6nemli dezavantajlart  vardir. Bunlardan en
onemlisi  butan  bitki tirleri  icin  evrensel bir rejenerasyon  protokolinin
olmayisidir. Bu nedenle, her bitki tirli, hatta her bitki cesidi igin spesifik bir
sistemin optimize edilmesi gerekir. Benzer seckilde, her bitki tirinde ayni oranda
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basart elde etmek mimkin olmadigt gibi baz titlerde 7z wvitro rejenerasyon
tamamen imkansizdir. Fakat bitin bunlara ragmen, gelisen teknolojiler ve
uygulamalara bagli olarak organogenesisde bagarili olan titlere her gecen giin
yenileti eklenmektedir. Hatta bazt arasuricillar %z witro  kiltir  teknikleriyle
rejenerasyonu yaptlamayacak bitki materyali yoktur, yeter ki ihtiya¢ duyulan uygun

sartlar belirlenebilsin 7 diye iddia etmektedirler. Ancak Oyle anlagiliyor ki esas
mesele de iste o “uygun” sartlarin bir cok bitki tiri icin, en azindan simdilik,

belitlenememis olmasidir.
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Tablo 2.3. Solanacea familyasindaki baz: tiirlerde kallus ve siirgiin olusumu icin basarili olarak kullanilan bitki biiyiime

diizenleyicilerinin kombinasyon ve konsantrasyonlari, besin ortami ve eksplant cesitleri.

Bitki Biiytime Diizenleyicileri (gM)

Tirler Kallus Olusumu Siirgiin Olugumu Eksplant Kaynaklar
Solamum dudcamara B 4.7 KIN + 5.7 IAA Yaprak Zenkteler, 1972
Sokrmm melongena 4.2 NAA 1.0 BA Hipokotil Matsuoka ve Hinata, 1979
Solamun njgrum 10.0 TAA + 1.0-10.0 BA 10.0 IAA + 10.0 BA Yaprak Bhatt veark, 1979
Solatum tuberosum 2.28 TAA + 1.04 GA + 3.73 KIN 1.8 BA Yumru Lam, 1975
Solatun tuberosurn 9.02,4-D 4.7-46.5 KIN Siirgiin, Gévde  Wang ve Huang, 1975
Solanum xanthocatpum 27.22,4-D 0.09 2,4-D Siirgiin Rao ve Narayanaswamy, 1968
Lyopersicon esculentum 0.5-2.5 IAA + 1-20.0 BA 10.0 BA + 0.5 NAA Yaprak Ohki veark, 1978
Jyoopersicon esculentum 2.81AA 9.0 BA + 2.8 IAA Kotiledon Gunay ve Rao, 1978
Iycopersicon pertvianuim 0-27.9 KIN + 10.7-32.2 NAA 8.9 BA + 0.0-11.4 TAA Yaprak Tal veark,1977
Solanum pennellii 279 KIN + 2.9 NAA 8.9 BA + 0.0-0.1 IAA Yaprak Tal veark,1977
Datura innoxia 1.0 2,4-D veya 10.0 NAA 1.0 BA Govde Engyvild, 1973
Datura innoxia 1.0 2,4-D 100.0 KIN Yaprak Hiraoka ve Tabata, 1974
Petunia hybtida 22.6 2,4-D 11.9 KIN Yaprak Frearson veark, 1973
Petunta inflata 4.52,4-D 2.3 BA Yaprak Hayward ve Power, 1975
Peunta pendula - 8.9 BA + 5.4 NAA Cigek sap1 Pelletier ve Delise, 1969
Brotwvallia viscosa 10.7 NAA + 6.0 BA 4.6 ZEA Yaprak Power ve Berry, 1979




Tablo 2.4. Baz ¢iftcenekli bitkilerdeki kallus ve siirgiin olusumu i¢in kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerinin kombinasyon ve

konsantrasyonlari, besin ortami ve eksplant cesitlen.

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri (gM)

Tirler Kallus Olusumu Siirgiin Olusumu Eksplant  Kaynaklar
Cruciferae
Brassica napus 4.52,4-D 5.0 BA + 0.1-0.4 GA Yaprak Stringham, 1979
Brassica oleracea 5.7-11.4 IAA + 4.7 KIN 46.0-51.0 TAA + 14.0-28.0 KIN Yaprak Johnson ve Mitchell, 1978
Btassica oletacea 0.9 2,4-D + 14.0 KIN 23.2 KIN Yaprak, Petal Baroncelli veark, | 917>
Brassica oletacea 4.5 2,4-D + 0.5 KIN 11.4 TAA+ 9.3 KIN Kotiledon Bajaj ve Nietsch, 1975
Sinapis alba 4.52,4-D 0.9 2,4-D + 9.3 KIN Hipokotil Bajaj ve Bopp, 1972
Leguminosae
Albicgta lebbeck 10.7 NAA Hipokotil Gharyal ve Maheswari, 1981
Arachis hypogaca 4.52,4-D + 9.3 KIN 22.0 IAA Embriyo Bajaj veark, 1981
Medicago sativa 9.0 2,4-D + 9.3 KIN 2 g/1 maya 6zii Yaprak ayas1 Bingham veark, 1975
Phaseolus vulgatis 18.6 KIN + 5.7 JAA 11.4 TAA + 5.4 NAA + 0.9 KIN Yaprak Crocomo veark, 1976
Pisum sativam 10.7 NAA + 4.7 BA 22.2 BA + 1.11AA Epikotil Malmberg, 1979
Trifolium pratense 0.5 BA + 0.25 piclotam 0.05-44.4 BA + 0.03 picloram Kotiledon Phillips ve Collins, 1979
Compositae
Chtysantheroum motjolim 46.5 KIN + 5.4 NAA 9.3 KIN + 0.11 NAA + 29.0 GA Siirgiin, Petal ~ Bush veark, 1976
Cichotium endiva 27.0 2,4-D 0.19 KIN Embriyo Vasil ve Hildebrandt, 1966
Eactuca sativa 28.5 IAA + 2.3 KIN 2.3-4.6 KIN Fide Doerschug ve Miller, 1967
Chenopodiaceae
Beta vulgaris 5.7 IAA + 0.5 KIN 4.7 KIN + 0.5 GA Yaprak DeGreef ve Jacobs, 1979
Cotylaceae
Betula pendula 11.0 TAA+ 23.0 KIN 11.0 TAA+ 23.0 KIN Cigek kiimesi ~ Srivastava ve Steinhauer, 1981
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Tablo 2.4’iin devamu...

Bitki Biiytime Diizenleyicileri (gM)

Tirler Kallus Olusumu Stirgiin Olusumu Eksplant  Kaynaklar
Euphorbiaceae

Euphorbia pulcherrima 20.0 NAA 4- 2.0 KIN 10.0-50.0 21P + 0.5 NAA Petiyol DeLanghe veark, 1974
Geraritaceae

Pebgonium spp. 5.4 NAA 0.5 NAA Petiyol, Kok  Skirvin ve Janick, 1976
Labiatae

Perlla frutescens 0.45 2,4-D 4.4 BA + 0.54 NAA Yaprak Tanimoto ve Harada, 1980
Primulaceae

Anagallis arvensis 4.52,4-D + 0.5 KIN 2.9 IAA + 4.9 2iP Hipokotil Bajaj ve Mader, 1974
Rosaceae

Ma/us putnila 22.0 NAA 4- 9.3 KIN 13.5 2,4-D + 13.8 KIN Kotiledon Mehra ve Sachdeva, 1979
Prunus amygdalis 29.6 NAA 29.6 NAA + 2.3-4.7 KIN Kotiledon Mehra ve Mehra, 1972
Rosa hybrida - 8.9 BA 4- 0.5 NAA Siirgiin ucu Skirvin ve Chu, 1979
Rubus spp. - 0.4 BA 4-0.3 GA +4.91BA Siirgiin ucu Broome ve Zimmerman, 1978
Saliacaceze

Populus tretmuloides 0.9-9.12,4-D 0.4-1.3 6BA Govde Wolter, 1968
Scrophulatiaceae

Verbascum thapsus . Gévde Caruso, 1971




Tablo 2.5. Baz1 tekgenekli bitkilerdeki kallus ve siirgiin olusumu i¢in kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerinin kombinasyon ve

konsantrasyonlari, besin ortami ve eksplant cesitleri.

Bitki Biiytime Diizenleyicileri (gM)

Tirler Kallus Olusumu Sargiin Olusumu Eksplant Kaynaklar
Graminaceae

Avena sativa 2.3-13.6 2,4-D Embriyo Cummings veark, 1976
Hordeum vujgare 10.0 IAA + 1.5 2,4-D + 1.5 2[P - Apikal meristem Cheng ve Smith, 1975
Ofyga sativa 10.0 2,4-D - Kok Nishi veark, 1968

Panicum mifiaceam 45.22,4-D - Yaprak Rangan, 1974

Thiticum aesticum 10.0 Dicamba 1.0 TAA + 0.1 BA Cigek sap1 Dudits veark, 1975
Trticum duram 27.0 NAA 27.0 NAA Yaprak Bennici ve D’Amato, 1978
Zea mays 9.0 2,4-D - Embriyo Green ve Phillips, 1975
Liliaceae

A i um cgpa 5.0 2,4-D 5.0 2iP Yumru Fridborg, 1971

Allinm porrum 20-29 2iP + 5.4-11 NAA Yaprak tabam Dunstan ve Short, 1979
Allum sativum 10.0 CPA + 2.0 2,4-D + 0.5 KIN 10.0 TAA + 10.0 KIN Govde, Yaprak Abo EI-Nil, 1977
Hyacinthus otientalis 0.44-1.3 BA + 0.54-1.6 NAA 13.0 BA + 1.6 NAA Cigek tomurcugu Kim veark, 1981

Muscari botryaides 11.4-45.6 TAA + 0.69-43.0 NAA 11.4 TAA + 0.14 2,4-D Yumru, Gévde Hussey, 1975

Pinaceae

Cupressus sempetvitens 2.2BA Kotiledon Thomas veatk, 1977

Picea ables 5.0 BA + 5.0 NAA 5.0 BA + 5.0 NAA Yaprak Jansom ve Bornman, 1980

Pirs sylvestris

30.0 IBA + 5.0 BA

20.0 BA

Yaprak, Siirgiin

Bornman ve Janson, 1980
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Organogenesis
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3.1. Girig

Bitki hiicrelerinden embriyo elde edilmesi dollenmis yumurta hicresiyle sl
degildir. In witro kiltir sartlarini ve 6zellikle de bitki biiyime dizenleyicilerini
ayarlayarak bir bitkinin herhangi bir somatik hiicre, doku veya organindan embriyo
elde etmek mimkiin olabilmektedir. Vejetatif hiicrelerden gelisen embriyolar
somatik embriyo olarak adlandirlmaktadir. Somatik doku  hucreleri  6ncelikle
yiksek oranda oksin (genellikle 2,4-D) iceren ortamda kultire alinir, daha sonra da
oksin icermeyen yeni ortama aktarilirsa emriyo Uretme yetenegini kazanmaktaditlar.
Oksinlerin  somadk bitki hiicrelerine embriyo dretimi igin yeniden zigodk bir
kapasite kazandirdigi belirdlmektedir (Monnier, 1990).

Somadk ve zigodk embriyogenesis arasindaki asdl Onemli fark elde edilis
yontemlerinden  kaynaklanmaktadir.  Zigodk  embriyo  déllenmis  bir  zigottan
gelistiginden dolayi, elde edilen bitkiler potansiyel olarak acilma gosterirler. Ote
yandan, bireysel bitkilerin hiicrelerinden gelistikleri icin somatik embriyolardan elde
edilen bitkiler genetik olarak klon olustururlar (Bournman, 1994). Déllenmis
yumurtadan  gelisen embriyoda oldugu gibi, iki ¢enekli bitkilerde somatik
embriyolar da “globulat”, kalp, torpido ve kotiledon olusum sathalarini gegirirler
(De Jong ve ark.,1993). Ote yandan, somatik embriyolar organogenesis yoluyla
gelisen sirgiinlerden farklilik gosteritler. Govde-kok eksenine aynt zamanda sahip
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olup, asil doku ile vaskular baglantilar olmadigindan dolayt dokudan kolaylikla
aytilabilitler (De Jong ve ark., 1993).

Somadk embriyogenesis ilk defa havuc bitkisinin somatik dokularindan elde
edilmistir. Genel olarak somatik embriyo tretimi igin ¢ok degisik bitki kisimlar
kullanilabilmektedir. Ancak, olgunlagsmamis zigotik embriyolar somatik
embriyogenesis icin 6nemli bir kaynak olusturmaktadir. Bunun nedeni ise, zigotik
embriyolarin embriyogenik gelisme igin gerekli olan genleri aktif hale getirdiklerine
inanilmaktadir (De Jong e ark., 1993; Patrott ve ark., 1993). Gunimiizde bugday
(Maes ve ark., 1996), musir (Bronsema 1997; Emeklier ze ark., 1999), celtk (Ozawa
ve Komamine, 1989), soya (Hartweck ze ark., 1988), bezelye (Ozcan ve ark., 1993)
ve yonca (Lai ve McKersie, 1994) gibi bircok oOnemli kiltir bitkisinde yliksek
oranda somatik embriyo Ureten yontemler gelistirilmistir.

Somatik embriyogenesis hizli cogaltmada, sentetik tohum iretiminde ve gen
aktariminda 6nemli bir potansiyele sahiptir. Ancak, eksplant kaynagi, genotip, bitki
buyime dizenleyicileri, azot kaynagi ve ¢evre sartlart gibi etmenler somatik
embriyogenesisi 6nemli 6l¢ctde etkileyen faktorlerdir

3.2. Somatik Embriyogenesisi Etkileyen Faktorler
3.2.1. Eksplant kaynagi

In  wvitro  calismalarda  kullandan  baslangic  bitki  parcast  eksplant  olarak
adlandirilmaktadir.  Somatik  embriyogenesisin  bagarisinda  eksplant  se¢imi  son
derece 6nemli olmaktadir (Tisserat, 1985). Yiiksek oranda basart icin eksplantin
hizli hiicre bolinmesine sahip iyi gelisen ve saglikli bitkilerden alinmast gereklidir.
Ote yandan, olgun ve yiksek oranda organize olmus dokularin embriyogenesis
kapasiteleri son derece dusik olmaktadir. Eksplant uygun gelisme fizyolojisindeki
bitkilerden alindigt taktirde bircok bitki kismi somatik embriyogenesis icin
kullaniabilmektedir. Ancak, gen¢ doku ve organlar genellikle yaslh doku ve
organlardan daha basarili olmaktadir. Odunsu bitkileri ve bugdaygilleri de igine alan
bircok  bitki tiriinde somatik embriyogenesis icin  en uygun eksplantin
olgunlasmamis  zigotik  embriyolarin  oldugu  belirlenmistir.  Baklagillerde  ise
olgunlasmamis  kotiledonlardan  yitksek  oranlarda  somatik embriyo  olusumu
gozlenebilmektedir.

Eksplant alinacak olan bitkilerin yetistirme sartlart da embriyogenesisin basarisinda
o6nemli rol oynamaktadir. Istk, nem, topragin besin durumu ve mevsimsel faktérler
etkili olmaktadir (Warren, 1991) Genellikle sera sartlarinda gelisen bitkiler tarlada
yetisen bitkilerden daha iyi sonu¢ vermektedir. Ayrica, tim gelisme sartlarn
optimum dizeyde oldugundan dolayy, iz witro gelisen Dbitkiciklerden alinan
eksplantlardan da yiiksek oranlarda basart saglanabilmektedir.
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3.2.2. Genotip

Genel olarak, otsu bitkiler aga¢ ve calilara goére daha kolay rejenerasyon
saglamaktadir  (Pierik, 1987). Somatik embriyo olusturma frekansi bakimindan
tirler arasinda 6nemli farkliiklar gézlendigi gibi, ayni tir icerisindeki fakli genotip
ve ¢esiderin dahi embriyo olusturma kabiliyetleri farkli olmaktadir (Parrott ve ark.,
1993). Ornegin, patateste anter kiltiri yoluyla somadk embriyo iiretimi kalitsal
olup, digik embriyogenesis kapasitesine sahip genodpler arasinda  yapilan
melezlemeler sonucunda rejenerasyon kabiliyeti daha yiksek olan doller elde
edilebilmistir (Sonnino ze ark., 1989; Parrott ve ark., 1993).YIne, musir ve yonca
basta olmak Utzere bircok bitki tirinde melezleme ve seleksiyon neticesinde yiiksek
somatik embriyogenesis kabiliyetine sahip ¢esitler gelistirilmistir. Maes e ark.
(1996), 4 ekmeklik ve 3 makarnalik bugdayla yaptiklart calismada embriyo
olusturma bakimindan ¢esitler arasinda 6nemli farkliiklar  g6zlemislerdir. En
yuksek embriyo olusturma orant % 89.3 ile “Fieldet” c¢esidinden elde edilitken, en
digik deger %2.3 ise “makva” ¢esidinden alinmistir. Yine, Emeklier ve ark. (1999),
kiltire aldiklart 14 farkli musir genotipinin somatik embriyogenesis kabiliyetlerinin
%0.0-77.5 arasinda degistigini bildirmislerdir.

Reisch ve Bingham (1980) tarafindan yapilan bir calismada yoncada Rnl ve Kn2
olarak isimledirilen iki genin ylksek oranda rejenerasyon icin gerekli oldugunu
belirtilmistir. Yonca “Rangelander” cesidinden elde edilen ve RIL34 adi verilen bir
bitkinin yitksek embriyogenesis kabiliyetine sahip oldugu ve 7z vitro ¢alismalarinda
genetik olarak s tabii oldugu gézlenmis olup (McKersie ve ark, 1989),
embriyogenesisden  sorumlu  olan  genler melezleme ile diger cesitlere de
aktarilabilmigtir. Hiyarda ise orta seviyede bir somatik embriyogenesis igin iki
dominant gen gerekli iken, tgiinci bir dominant genin bulunmast yiksek oranda
bir embriyo olusumu saglamaktadir (Parrott ve ark., 1993). Farkhi bugday genotipleri
ile yapilan calismalarda 4B kromozomu Uzerinde bulunan genlerin rejenerasyonda
6nemli olduklari belirtilitken (Higgins ve Mathias, 1987), sitoplazmanin (Ou ve ark.,
1989) ve mitokondriyal genomun (Rode »e ark, 1988) da etkisinin olabilecegi
bildirilmektedir. Ayrica, cayir tcglili (Keyes ve ark., 1980), misir (Willman ve ark.,
1989) ve celtik (Peng ve Hodges, 1989) bitkileriyle yapilan calismalarda eklemeli
(additive) genetik etkinin de somatik embriyogenesis lzerine etkisinin  oldugu
sonucuna varilmistir.

3.2.3. Besin ortaminin igerigi

Besin ortamma ilave edilen biyime dizenleyicilerden oksinler, somatik embriyo
olusumunu en fazla etkileyen bilesiklerdir. Embriyogenesis olusumunu  tesvik
etmek igin en fazla kullanidan oksin 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) olmasina
ragmen, a-naftalenasetik asit (NAA), pikloram ve dikamba gibi oksinler de ya tek
baslarina  veya 24-D ile birlikte kullanilmaktadirlar. Genellikle 24-D  besin
ortamlatina 0.5-2 mg/1 oraninda katilmaktadir. Ote yandan, oksinler somatik
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embriyogenesisi tegvik etmek i¢in kuHanidmalarina karsin, ortamda oksinin stirekli
bulunmast somatik embriyolarin gelisimini engellemektedir (Parrott ve ark., 1993).
Eksplantin 6nce kisa bir stre oksin iceren ortamda kiltire alinmast daha sonra da
oksin igermeyen ortama aktarilmasiyla birgok bitki tiriinde yitksek oranlarda
somatik embriyo olusumu tesvik edilmistir.

Sitokininlerin besin ortamina ilave edilmesi genellikle somatik embriyo olusumunu
engellemektedir. Ancak, tam bir embriyo olgunlasmast ve bitki gelisimi icin icsel
hormon seviyesine baglt olarak ¢ok dusik oranlarda sitokinin ve Ozellikle de BA
gerekli olmaktadir. Ayt sekilde, bazt Dbitki tirlerinde gibberellik asit de
embriyolarin  bitkiye dontstimini tegvik etmektedir. Ortama absisik asit (ABA)
ilave  edilmesinin de anormal embriyo gelisimini engelledigi  belirtilmektedir
(Endress, 1994).

Somatik embriyogenesis i¢in besin ortamimnda bulunan mineral maddeler ve
vitaminler bir diger Onemli parametredir. Murashige ve Skoog (1962) tarafindan
gelistirilen MS temel besin ortami embriyogenesis ¢aligmalarinda  yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Tlave olarak, Bs (Gamborg se ark, 1968), SH (Schenk ve
Hildebrandt, 1972) ve Nr, (Chu e ark., 1975) ortamlart da bircok bitki tiriinde
basarili sonuglar vermektedir. Yiksek oranda indirgen N formu somatik embriyo
olusumunu ve gelismesini tesvik etmektedir. Halperin ve Wetherell (1965)
tarafindan yapilan bir calismada besin ortamina sadece KNOj; ilave edildiginde
embriyo olugsmazken, NH;CI ilave edildiginde embriyo olusumu gdézlenmistir.
Belirli amino asider, kazein hidrolizat, potasyum sitrat ve potasyum malat gibi
bilesikler de NHA yerine kullanilabilmektedir.

Besin  ortamina inositol ve sorbitol gibi sekerlerin  katilmasi embriyo  yapisini
iyilestiritken, sakkaroz ise embriyogenesisi tesvik etmektedir. Ancak, sakkaroz
oksin sentezini engelleyici etkiye sahip oldugu da gbz ardi edilmemelidir (Endress,
1994). Bu yiizden, bircok embriyogenesis protokolinde embriyo tesvik asamasinda
sakkaroz  disik oranlarda (%  10-20) kullaniitken, embriyo  olgunlastirma
asamasinda yiiksek oranlarda (%50-60) kullanilmaktadir.

3.2.4. Cevre sartlan

Isik kaynagi, yogunlugu ve siresi ile sicaklik somadk embriyo olusumunda Onemli
rol oynamaktadir. Ayrica, kultlir kaplarindaki oksijen/karbondioksit ve  diger
gazlarin yogunlugu da bagarida etkili olmaktadir. Isik, oksinleri pargalayici bir etkiye
sahip oldugundan dolayt embriyogenik kallus gelisimini engellemektedir. Ancak,
embriyogenik kallus olusumundan sonra 1tk embriyo gelisimini tesvik etmektedir.
Bu yiizden, genellikle kallus olusumu icin cksplantlar 6nce karanlikta veya 500-1000
liks 1stk altinda 16 saatlik fotoperiyotta kultire alinirlar daha sonra embriyo
olgunlagmast ve bitkicik gelisimi i¢in 5000-10000 liiks 151k siddetine tabi tutulurlar
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(Endress, 1994). Bitki tiirine baglt olmakla beraber en yiksek oranda embriyo
gelisimi 24-26 °C’de ger¢eklesmektedir.

3.3. Somatik Embriyo Rejenerasyonu

Kiltire alman eksplantlardan hizli bélinen embriyogenik hiicreleri elde etmek igin
oncelikle  yiksek  konsantrasyonlarda  oksine (genellikle  2,4-D) ihtiyag
duyulmaktadir. Embriyogenik hiicreler olduk¢a kiiciik olmakla birlikte, yogun
sitoplazma icerigine, biyiik cekirdek ve kigik vakuollere sahiptitler. Oksin iceren
besin ortamlarinda embriyo olusumu tesvik edildikten sonra kiltirler oksin
icermeyen ortamlara aktarilmalidir. Bu sathada ortama oksin ilave edilmesi embriyo
gelisimini  engellemektedir. Bitki tird, kullanldan eksplant ve besin ortaminin
icerigine baglt olarak embriyogenesis direkt ve indirekt olmak tizere iki sekilde
gerceklesmektedir.

3.3.1 Direkt embriyogenesis

Bu yontemde somatik embriyolar ara bir kallus safhast olmadan eksplant doku
tzerinde bulunan tek bir hiicre veya hicre gruplarindan  gelisirler. Direkt
embriyogenesis  icin en  fazla  kullanilan  eksplant  olgunlasmamis  somatik
embriyolardir  (Finer, 1995). Bu cksplantlarda uygun Dbir fizyolojik gelisme
sathasinda olmalidir. Genellikle tozlanmadan 14-15 giin sonra izole edilen zigotik
embriyolar Uzerinde en vyitksek oranda somatik emriyo olusumu gbzlenmektedir
(Ozcan, 1992; TFiner, 1995). Bu bélimde olgunlasmamis soya  somatik
embriyolarindan  indirekt somatik embriyo olusumu 6rnek  olarak  verilecektir
(Lazzeti ve ark., 1995; Finer, 1988; Finer, 1995) (Sekil 3.1). Bu yontemde embriyo
olusum orant  %10-100 arasinda degismekle beraber, yiksek oranda anormal
embriyolar da gelisebilmektedir.

Olgunlasmanns zigotik soya embriyolatindan direkt embtiyogenesis:

Ciceklenmeden 10-21 giin sonra 2-6 mm biyiklikteki olgunlasmamis tohumlart
tastyan baklalar hasat edilerek, %020’lik ticari c¢amasir suyunda 20 dakika siireyle
yluzey steriliz a sy onun a tabi tutulur. Daha sonra baklalar steril saf su ile 5 defa
durulandiktan sonra olgunlasmamis tohumlar steril sartlar altinda cikartilir. Pens ve
bisturi yardimiyla embriyo cksenini de igeren 1-1.5 mm buytkligindeki embriyo
kismi  kesilerek atilir ve olgunlasmamis kotiledonlar diz ylzeyleri yukati gelecek
seckilde SBID ve SBIN (embriyo tesvik ortami; Tablo 3.1) besin ortamlarina
yerlestirilir. Kultir baslangicindan 4-6  hafta sonra kotiledonlar tzerinde olusan
somatik embriyolar ve dokular kesilerek SBD (emriyo gelisme) ortamma aktarilir.
SBD ortaminda 4 hafta sonra gelisen ve 5 mm’ den biyik olan embriyolar
¢imlenme ve gelisme icin MS ortamina aktarilarak bitkicikler elde edilir.

75



S. Ozcan, M. Babaoglu, C. Sancak

Sekil 3.1. Olgunlasmamis soya kotiledonlarindan direkt somatik embriyogenesis. (A)
Embriyo ekseni ¢ikartilarak 10 mg/1 NAA iceren ortamda 7-10 giin siireyle kiiltiire alinan
olgunlasmamis kotiledon eksplantt. (B,F,G,H ve I) NAA icermeyen besin ortamina
aktarildiktan sonra kotiledonlar tzerinde somatik embriyo gelisimi. (D) Somatik
embriyolarin desikasyona tabi tutulmast. (E) Somatik embriyolarin ¢imlendirilmesi ve bitki
elde edilmest (Parrott ve ark., 1993 ile Finer, 1995’ten kullanim izni alinmigtir).
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Tablo 3.1. Olgunlagmamis zigotik soya embriyolarindan somatik embriyo
olusumu igin gerekli olan besin ortamlar: (Finer, 1995).

MS ortamu SBID ortamu SBIN ortami SBD ortamu

MS mineralleri MS mineralleri MS mineralleri MS mineralleri
Demir EDTA Demir EDTA Demir EDTA Demir EDTA

B; vitaminleri

B; vitaminleri

B; vitaminleri

B; vitaminleri

%3 Sakkaroz %6 Sakkaroz %6 Sakkaroz %6 Maltoz
- 40 mg/12,4-D 10 mg/1 NAA -
%o0.s Noble veya % o5 Noble veya %o.s Noble veya %0.2 Gelrite
Phytagar Phytagar Phytagar
pH 5.7 pH 7.0 pH 7.0 PH 5.7

3.3.2. Indirekt embriyogenesis

Indirekt embriyogenesis te eksplant yitksek oksin (genellikle 2,4-D) iceren besin
ortaminda kiltire alindigt zaman 6nce embriyogenik kallus olusumu daha sonra da
bu kallus tzerinde pro-embriyolarin olustugu gézlenir. Bu kallus, oksin icermeyen
besin ortamina aktarildigt zaman da pro-embriyolardan bipolar (kék ve sirgin ucu
meristemleri ayni anda olusan siirgiin ekseni) embriyolar olusur ve sardar uygun ise
bu embriyolardan  bitkicikler elde edilir (Tisserat, 1991). Genellikle eksplant
tzerindeki hicrelerin ¢ok az bir ylzdesi kallus olusturur. Bu hucreler genellikle
eksplantin yiizey katmanlarinda olup, besin ortamiyla dogrudan temas halindedir.
gelistigi  gibi  hiicre

Pro-embriyolar  tek  bir  hiicreden gruplarindan  da

gelisebilmektedir (Tisserat, 1991).

Oksin iceren kati besin ortaminda gelisen embriyogenik kalluslar kiigiik parcalara
ayrilarak yine oksin iceren sivi besin ortamlarina aknarak stspansiyon kiltirleri
olusturulabilir. Stspansiyon kiltirlerinde 6nce hiicreler kallus parcasindan  ayrilir
daha sonra da tekrar hizk bolinerek kallus yumaklarini olusturlar. Bu  kallus
yumaklart oksin icermeyen besin ortamina aktarldiginda ise somatik embriyolar
geksir.

Indirekt somatik embriyogenesise; olgunlagmamis musir  zigotik embriyolarindan
(Bronsema ve ark,., 1997; Emeckker we ark., 1999) ve havu¢ hipokodilerinden
(Philhps ve ark., 1995) somatik embriyo tretimi 6rnek olarak verilebilir.
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Olgunlasmamis zigotik musur embriyolanindan indirekt embriyogenesis:

Embriyogenesis kabiliyeti ylksek olan misir cesidine ait tohumlar tarlaya ekilerek,
musir yetistirme tekniginin gerektirdigi ekim ve bakim kogullari yerine getirilir. Cesit
safiyetini devam ettirmek icin kontrolli tozlama yapilir. Bunun igin, kogan ve tepe
puskilleri kese kagidiyla kapatilarak, sabahin erken saatlerinde, her g¢eside ait
bitkilerin  tepe piskillerinden alman polenler ile kogan puskilleri tozlanir.
Tozlanmadan 11-12 glin sonra hasat edilen ve yapraklart soyulan musir koganlari,
steril kabinde % 2571ik Axion (%Tlik sodyum hipoklorit) bulunan cam beherlerde
20 dakika ylizey sterilizasyonuna tabi tutulur. Sterilizasyonu takiben, koganlar steril
su ile 3 defa durulanir. Daha sonra, karyopsisin st kismi kesilmek suretiyle
olgunlasmamis zigotik embriyolar izole edilerek, kok-siirglin eckseni asagi gelecek
sekilde kallus tesvik ortamina (KTO) yerlestirilir (Tablo 3.2). Bu sekilde, her Petri
kutusunda 10 adet zarar gérmemis zigotik embriyo (1-2 mm buyikliginde) kiltire
alinir. KTO ortaminda, zigotik embriyolar 25+1 °C’ de karanlikta 2 hafta streyle
inkiibe edildikten sonra, gelisen kalluslar embriyo gelistirme ortamimna (EGO)
aktarilir. Bu ortamda 2 hafta araliklarla alt kdltir islemi yapilir. Olusan globular
somatik embriyolar: tagtyan kalluslar daha sonra embriyo olgunlagtirma ortamina
(EOO) aktarilarak, kalturler ayni zamanda yavas yavas 1siklt ortama alistirtlirlar.
Bunun icin, kiltirler EOO ortamina aktariddiktan sonra ilk ¢ gin stkli ortamda
havlu kagid:t ile sarilir, daha sonra havlu kagidi almir. Bu ortamda yesil renkli
embriyolar gelismeye baslar. Gelisen embriyolar daha sonra, sitirgiin  olusturma
ortami (SOO) iceren Magenta kaplarina aktarilir. Magenta kaplarinda kok sistemini
gelistiren bitkiler son olarak saksilara sasirtilarak, serada buyttilir. Isikli ortamda,
butin kiltirler 25+1 °C de ve 16 saatlik fotoperiyot ile floresan altunda inkibe
edilir.  Olgunlagsmamis  zigottk ~ misir  embriyolarindan  indirekt  somatik
embriyogenesis ile bitki elde edilmesinin agamalart Sekil 3.2’de ayrintili  olarak
gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Olgunlagmamus zigotik misir embriyolarindan somatik embriyogenesis (A) Kiltiir
baslangicindan 2 hafta sonra olgunlasmamis zigottk misir embriyo eksplantlarindan
embriyogenik kallus gelisimi. (B) Kiltiir baslangicindan 6 hafta sonra karanlikta olusan
embriyogenik kallus iizerinde yogun somatik embriyo gelisimi. (CD ve E) Kultir
baslangicindan 9 hafta sonra gelisen somatik embriyolarn gorinimi. (F) Kok sistemi
gelisen somatik embriyolar. (G) Magenta kaplarina aktarlan somatik embriyolardan iyi
gelismis bitkiciklerin elde edilmesi. (H) Bitkilerin saksilarda yetistirilmesi(Emeklier ze ark.,
1999’dan degistirilerek).
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Tablo 3.2. Olgunlasmamis

zigotik  musir

embriyolarindan

indirekt

somatik embriyo

olusumu igin gerekli olan besin ortamlari (Bronsema ve ark., 1997; Emeklier ve ark., 1999).

Kallus tesvik ortami

(KTO)

Embriyo gelistirme Embriyo

ortam1 (EGO)

olgunlagtirma
ortam1 (EOO)

Sargiin
olusturma ortami

(SO0)

No mineralleri ve

vitaminlen
2.3 g/1 L-proline

200 mg/1 kazein
hidrolizat

%2 sakkaroz

2.0 mg/12,4-D
%0.7 agar veya %0.2.5

No mineralleri ve

vitaminleri
2.3 g/1 L-proline

200 mg/1 kazein
hidrolizat

%2 sakkaroz ve %3

manitol
2.0 mg/12,4-D

%0.7 agar veya

MS mineralleri ve

vitaminleri

%06 sakkaroz

%0.7 agar veya

MS mineralleri ve
vitaminleri

%2 sakkaroz

%0.7 agar veya

%0.2.5 Gelrite
pH 5.6

%0.2.5 Gelrite
pH 5.6

Gelrite %0.2.5 Gelrite

pH 5.6 pH 5.6

Havugta hiicre siispansiyon kiiltiirii yoluyla indirekt somatik embriyogenesis:

In wvitro gelisen havug bitkiciklerinin kotiledonlari tam buyikligine eristikleri zaman
(7-14 gunluk) bitkicikler steril bir Petri kutusu icerisine yerlestirilir ve hipokotiller
fidelerden kesilerek izole edilir. Daha sonra hipokotil ecksplandari enine iki esit
parcaya kesilerek kallus olusumu icin katt MS-CAR (kallus tesvik) ortaminda 4
hafta streyle kiltire alimir (Tablo 3.3). Gelisen kalkislarin ayni ortamda her ay alt
kaltird yapilir.

Stispansiyon kultird icin bir parca kallus steril Petri kutusuna konarak pensle kii¢ik
parcalara ayrilir. Yine, pensle bu parcalar icerisinde 15 mi sivi MS-CAR besin
ortami bulunan 125 mi’ lik erlenlere aktarihr ve haftada bir alt kiiltir yapilir. Tlk
bitka¢ alt kaltir eski ortamin bir kisminin pipede atilarak yeni ortam ilave edilmesi
seklinde olur. Erlendeki hiicre yigini iki katina ciktigt zaman, kiltir iki ayr erlene
béliniir ve aynt miktarda taze ortam ilave edilerek alt kultir islemine devam edilir.
Ortam igerisinde daginik durumda kigik hiicre yumaklarim  igeren  siispansiyon
kiltird olustuktan sonra, steril buytk agizli pipede bir miktar siispansiyon kaltirt
alinarak taze besin ortamini iceren erlene aktarilarak 1:4-1:10 oraninda seyreltilir.
Ayt sekilde, kiltiirlerin 7-10 giin araliklarla alt kiltird yapilir.

Embriyogenik kallus elde etmek icin hizl biyiiyen sispansiyondan pipede 1-2 ml
kultir alinarak katt MS-CAR besin ortaminin bulundugu Petri kutusuna yayilir.
Daha sonra bir miktar katt MS-CAR ortami mikrodalga firinda eritilerek oda
stcakligina kadar sogutulur ve bu ortamdan 4-5 ml siispansiyon hiicrelerinin
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bulundugu Petri kutusu izerine yayilir. Gelisen kalluslar aykk olarak alt kdltire
aknirlar. Bu ortamda gelisen embriyolar aknarak biyime icin BSG ortamina
yerlestirilir. Kéklenen bitkicikler daha sonra topraga aktartlir.

Tablo 3.3. Havug hipokotil eksplantlanndan hiicre siispansiyon kiiltiitii  yoluyla somatik
embriyogenesis igin gerekk olan besin ortamlan (PhiUips veark, 1995)

MS ortami MS-CAR ortam BSG ortami
MS mineralleri MS mineralleri MS mineralleti
Demir EDTA Demir EDTA Demir EDTA
MS vitaminleri MS vitaminleri Bs vitaminleri
%3 Sakkatoz %3 Sakkatroz %0.3 Sakkaroz
- 2mg/124-D -
%0.8 Phytagar % 0.8 Phytagar (stvi ortamda  %0.6 Phytagar
bulunmamaktadir)

3.4. Somatik Embriyogenesisin Kullanim Alanlari
3.41. Klonal gogaltim

Somatik embriyogenesis bircok bitki tiriinin, 6zelkkle de orman agaglarinin hizk
klonal ¢ogaltlmasinda 6nemk bir potansiyele sahiptir. Teorik olarak tek bir
eksplant sinirsiz sayida embriyo Uretebilir. Bu sinirsiz Gretim, ana¢ bitkiden aknan
kissidi miktardaki materyale bagk olan g¢ehkie ¢ogaltm karsisinda ¢ok buyik bir
avantaja  sahip olmaktadir. Ozelkkle, bircok bitki tiirii icin gekstirilen hiicre
suspansiyon teknikleriyle az bir iscilikle, ¢ok kisa bir siirede ¢ok sayida iyi geksmis
embriyo elde etmek miimkiin olmaktadir (Parrott ze ark., 1993). Ornegin, Drew
(1980)’in tahminlerine gbre bir Htre embriyogenik havuc stspansiyon kiltird i.3s
milyon somatik embriyo icermekte olup, bu kapasite otomadk ve devamk stvi
kiltirlerle  birlestirilebildigi  taktirde ekonomik potansiyeknin  ¢ok daha biyik
olacagi belirtilmektedir (Parrott ve ark., 1993).

Somatik embriyolarin  ddllenme sonucunda geksen zigotik embriyolara gbre en
onemk ustunlikleri genetik actlmalarin  olmamasidir. Somatik embriyolar, kiltire
aknan eksplantin somatik hiicrelerinden geksirler ve eksplantin akndigt bitkinin
genotipini muhafaza ettirdiklerinden dolayt klon olusturutlar (Parrott ze ark., 1993).
Ote yandan, somatik embriyolar organize olmamis bir biiyiime neticesinde
gekstiklerinden dolayt 7z wifro mutasyonlar olusabilmektedir (Warren, 1991). Ancak,
embriyogenesis yoluyla elde edilen bitkilerdeki mutasyon orant organogenesis ile
elde edilenlerden daha distk oldugu belirtilmektedir (Ozias-Akins ve Vasil, 1988).
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Somatik embriyogenesis yag palmiyesini de igine alan bazi bitki tirlerinde ticari
olarak kullanilmaya baglanmustir. Yag palmiyesi tohumla cogaltilmakta olup, bitkiler
yiksek oranda heterozigot oldugundan dolayt elde edilen dollerde biytk varyasyon
gozlenmektedir. Ayrica, bu bitkinin tek bir meristemi bulunmakta ve celikle klonal
cogalimi da mimkin olmamaktadir (Warren, 1991). Ivory sahillerinde 1983’ten
sonraki 10 yillikk siirede somatik embriyolardan elde edilen bitkilerden 280 hektarlik
yag palmiyesi plantasyonu kurulmustur. Bu bitkilerin bazilarinin  ¢igek yapilarinda
anormallikler go6zlenmis olsa bile, yag orant bakimindan 6nemli bir homojenite
saglamiglardir (Parrott ve ark., 1993).

Hiicre stspansiyon kiltitlerinden sinirsiz sayida embriyo iretilebilmesi arastiricilari
ticari amacgla  kullanilabilecek  mekanik  ve  otomatik  kultlir  sistemlerinin
gelistirilmesine  yoneltmistir. Boyle bir sistemle ¢ok az bir iscilikle c¢ok sayida
embriyo Uretimi saglanarak, tohumla iretimle rekabet etme amaclanmustir. Genis
anlamda ticari dretim icin biyoreaktor ile bitlestirilen otomatik bir sistem Plant
Biotech Industries Ltd. tarafindan geHstirilmistir. Biyoreakt6r icinde ¢ok sayida
embriyonun otomatik olarak iretimi saglanmakta ve bir biyoislemci embriyolarin
ayrimint ve kualtdr kaplarna dagitimini yapmaktadir. Bu sisteme baglanan otomatik
bir dikim makinesiyle da sera sardarinda kompost ortamina saatte 8000 adet
bitkicigin dikimi yapilabilmektedir (Levin ve Vasil, 1989).

Somatik embriyo kaltirleri, bitkilerin hizli cogaltlmast yaninda diger bazi 6nemli
Ozellikleri de tasimaktaditlar (Patrott ve ark, 1993). Somatik embriyogenesis
sonucunda olusan iurin bir embriyo olup, tohum icerisinde bulunan embriyonun
bir benzeridir. Daha da Onemlisi somatik embriyolar tam bir bitki olusturabilme
programina da sahiptirler. Bu yiizden, somatik embriyolar kaplanmis tohum olarak
kullanilabilme potansiyeline sahiptitler.

3.4.2. Sentetik tohum turetimi

Somatik embriyolarin sentetik tohum olarak kullanimi biyik bir ekonomik 6neme
sahip olabilir. Somatik embriyolar bitkinin somatik hiicrelerinden gelistikleri igin
zigotik embriyolardaki acilmalar olmamakta ve somatik embriyolardan elde edilen
sentetik tohumlardan cogaltma, klonal cogaltim seklinde olmaktadir. Yonca (Fujii ve
ark., 1989), havu¢ (Molle ze ark., 1993), kereviz (Janick ve ark, 1993) ve ladin
(Robetts ve ark., 1993) titlerinin somatik embrtiyolardan sentetik tohum tretimine
yonelik basarili  galismalar yapilmistir. Somatik embriyolarin  sentetik tohum  olarak
hizli  klonal ¢ogal tmda kullandabilmesi i¢in  su  tekniklerin  gelistirilmesi
gerekmektedir (Onishi ve ark., 1994):

1. Bitkiye doniisebilirle kabiliyeti yliiksek olan embriyolarin tiretilmesi
2. istenen miktarda embriyo tretimi saglayacak kultir sisteminin gelistirilmesi

3. Kiltir sistemi ile kaplama isleminin entegrasyonu
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Somatik embriyolarla  zigotik embriyolar arasindaki en 6nemli fark, somatik
embriyolarin ¢imlenme sirasinda  besin  kaynagt olarak kullanilan endosperm veya
depo kotiledonlari ile tohum kabuguna sahip olmamalaridir (Parrott ve ark., 1993).
Dolayistyla, somatik embriyolarin tohum olarak kullanidabilmeleri igin; embriyolarin
uygun ckim derinligine ekilmesi sirasinda onlart koruyacak, c¢imlenme icin uygun
sardar olugana kadar canl tutacak ve bitkilerin ilk gelismesi sirasinda gerekli olan
besin maddelerini saglayacak bir sisteme ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagcla, son
yillarda ¢ farkli sistem gelistitilmistic (Parrott ve ark., 1993): 1) embriyolarin
kaplanmasi, 2) embriyolarin stvi icerisinde ekimi ve, 3) kurutulmus ve kaplanmamis
embriyolarin ekimidir.

Embriyolarin ~ kaplanmasinda  kullanilan  materyalin =~ 6ncelikle, tasgima ve ekim
sirasitnda  embriyoyu koruyacak nitelikte olmalt ve c¢imlenme ve bitki gelisimine
engellememelidir. Ayrica, kaplama materyali besin maddelerini ve diger kimyasallari
tutma ve gerektigi zaman birakma O6zelligine de sahip olmalidir (Redenbaugh ve
ark., 1986). Kaplanmis tohum, embriyolarin hidrojellerle kaplanmast ve desikasyon
olmak tzere iki farkli yo6ntemle elde edilebilmektedir. Somatik embriyolarin
kaplanmasinda en yaygin kullanilan hidroj el ise aljinattir. Aljinat uygun viskosite,
dugik toksidite ve hizlt jellesme Ozelliklerine sahiptir (Onishi ve ark., 1994). Uygun
gelisme asamasindaki embriyolar énce sodyum aljinat (% 0.5-5 w/v) ile karistriir,
daha sonra yavas yavas icerisinde kalsiyum klorid (30-100 mM) bulunan kaba
bosaltlirak 4-6 mm c¢apinda kalsiyum aljinat kapsilleri elde edilit (Onishi ve ark.,
1994; Bornman, 1994). Ote vyandan, aljinat kapsiillerinin elastik  olmamast,
sertlesmesi ~ ve  oksijen  yetersizligi  gibi nedenlerden  dolayt  embriyolarin
¢imlenemedigi gozlenmigtir. Bu sorunu gidermek icin Sakamoto ve ark. (1992)
tarafindan uygun bir yontem gelistiriimistit. Bu yontemde, aljinat kapsilleri
sertlesmeyi takiben musluk suyunda durulanarak monovalent pozitif yikli iyon
(6rnegin  potasyum nitrat) soliisyonuna batirlmistir. Son olarak kapsiller musluk
suyuyla tekrar durulanmis tr. Ekimden sonra, uygun nem ortaminda kapsillerin
siserek gevreklestigi ve parcalandigl g6zlenmistir (Onishi ve ark., 1994).

Desikasyon yonteminde ise somatik embriyolar, ya eriyebilir regine ve polietilen
glikol ile kaplanarak veya kaplanmadan kurutulur. Ancak, desikasyon islemi
embriyolara  zarar verebilit. Embriyolarin  erken  kotiledon gelisme  sathasinda
absisik asit veya sakkaroz ile muamele edilmesi desikasyona toleranst artirmaktadir.
Yonca somatik embriyolart %15’ten daha az nem igerecek sekilde kurutuldugunda,
oda sicakligt ve nem sartlarinda canliliklarini  kaybetmeden depolanabilmektedir
(Bornman,1994).

Embriyolarin  stvi  igerisinde ekim isleminde, embriyolar yapigkan bir jel ile
kansturildiktan  sonra topraga puskirtilir. Bu yontemde bitki  gelisimini artirmak
icin jel icerisine sakkaroz da ilave edilmektedir. Bu yontemin en 6nemli dezavantaji
embriyolarin ¢imlenme ve bitkiye déntisim oranlarinin disitk olmasidir.
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3.4.3. Gen aktarimi

Somatik embriyogenesisin - belki de en Onemli kullanim alani Dbitkilere gen
aktarimindadir.  Bitkilere gen aktariminda degisik yontemler gelistirilis olmakla
birlikte, en yaygin olarak kullandani bitkilerin  dogal genetik mihendisi olarak
adlandudan  _Agrobacterinm  tumefaciens  bakterisidir. Bu  bakteri aracihigiyla  tarimsal
6neme sahip bircok gen, iki cenekli bitkilere kolaylikla aktarilabilmistir. Son yillarda
super binary vektorlerin kullamilmasiyla 4. fumefaciens'm tek ¢enekli bitkilere de gen
aktarim yetenegine sahip oldugu anlasilmis olup, bu bakteri araciligiyla transgenik
arpa (Tingay ve ark., 1997), musit (Ishida ve ark, 1996) ve ¢eltik (Hiei ze ark, 1997)
bitkileri elde edilmistir. 4. fumefaciens bakterisine ilave olarak, bircok dogrudan gen
aktarim teknikleri de geHstirilmistir. Bunlardan partikil tabancasi, elektroporasyon
ve mikroenjeksiyon en yaygin kullamlan yontemlerdir (Ozcan ve Ozgen, 1996). Bu
yontemler kullanilarak hem tek c¢enekli, hem de iki ¢enekli bitkilerde oldukca
bagarili sonuglar alinmigtir.

Kullanilan tim gen aktarim tekniklerinde, istenilen gen veya genleri tastyan bir
DNA parcasinin  bitki hiicrelerinin - kromozomlarina kalict olarak yerlestirilmesi ve
bu bitki hiicrelerinden embriyogenesis veya organogenesis aracilifiyla yeni bitkilerin
elde edilmesi gerekmektedir (Ozcan ve Ozgen, 1996). Hem A. fumefaciens hem de
dogrudan  gen  aktarim  teknikleriyle gen  aktarimi  yapilan  hicrelerden
embriyogenesis araciligiyla bitki rejenerasyonu yaygin olarak kullanilmaktadir. A.
tumefaciens ile gen aktariminda iki farkli yéntem kullanilmaktadir. Birinci yontemde
bitki doku, otgan veya protoplastlart A. tumefaciens ile inokile edildikten sonra oksin
iceren segici besin ortamlarinda kiltiire alinarak somatik embriyogenesis araciligtyla
gen aktarimi yapilan (transgenik) bitkiler kolaylikla iretilebilmektedir. Bu ydntemle
ckonomik 6nemi yiksek olan pamuk (Firoozabady ve ark, 1987), havu¢ (Thomas ve
ark, 1989), yonca (Desgagnes wve ark, 1995), musit (Ishida ve ark, 1996), atpa
(Tingay wve ark, 1997) ve celtk (Hiei ze ark, 1997) gibi titlerde ¢ok sayida
transgenik  bitki  dretilmistir. Diger yontemde ise, embriyogenik siispansiyon
kiltarlerinin A.  zumefaciens ile inokile edildikten sonra segici stvi veya katt besin
ortamlarina aktarilarak transgenik embriyolar ve sonucta transgenik bitkiler elde
edilebilmektedir. Embriyogenik  havu¢  (Scott ve Draper, 1987) ve ceviz
(McGranahan ve ark, 1990) suspansiyon kultiirlerinin A. tumefaciens ile

inokilasyonundan elde edilen transgenik bitkiler bu yoéntemin ilk 6rnekleridir.

Partikiil tabancasi ile gen aktariminda bitki doku ve organlart ile embriyogenik
kalkiglar eksplant olarak kullanilabilmektedir. Bu yontemde eksplantlar, bitkilere
aktarilmasi istenen gen veya genleri tagtyan plazmid DNA ile kaplanmis tungsten
veya alun partikilleri ile bombardiman edilir. Partiktller hiicre igerisine girdikten
sonra plazmid DNA partikillerden ayrilarak bitki  hucrelerinin - kromozomlartyla
birlesit. Bombardiman edilen eksplantlar daha sonra oksin iceren secici besin
ortamlarina aktarilarak gen aktarimu  yapilan hucrelerden embriyogenesis  yoluyla
transgenik bitkiler elde edilir. Bu yontemle bugday (Weeks ve ark, 1993), celtik
(Christou ve ark, 1991) ve misir (Gordon-Kamm ve ark, 1990) gibi ekonomik
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o6nemi yiksek olan bugdaygillere basarili gen aktarimi yapilabilmistir. Yine, A.
tumefaciens aracth@iyla gen aktariminin  ¢ok zor oldugu bircok iki ¢enekli bitki
tirinde de bu yolla transgenik bitkiler Uretilebilmistit. 4. fumefaciens ile gen
aktariminda oldugu gibi bu sistemin basarist da biytik oranda, gen aktariminin
yapildigt doku ve hiicrelerden organogenesis veya embriyogenesis araciligiyla tam
bitkilerin elde edilmesine baglidir.
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4.1. Tarihge

Cok hitcreli dokularda bitki hiicreleri birbirlerine hiicreler arast baglarla baglanirlar.
Bir hicrenin duvart uzaklastrildiginda geriye kalan kismina protoplast denir.
Protoplasdar izotonik ortamlarda canlibgini  strdirip, yeni duvar olusturup,
mitozla boélunebilir, yeni hiicre gruplart (mikrokallus) ve daha sonra da yeni bitkiler
olusturabilirler. Izole edilen protoplasdar yiiksek bitkilerde elde ediiebilen yegane
tekli hiicre kaynagini olustururlar.

Baslangicta  protoplasdar  mekanik  yollarla  izole edilmis fakat denemelerin
tekrarlanamamasi ve dusik protoplast verimi, bir dokunun hicrelerini birbitinden
aytran  ve hicre duvarni  eriten enzimlerin  kesfedilmesini ve  kullanilmasint
saglamistir  (Cocking, 1960). Ancak 19701i yillara kadar protoplastlardan bitki elde
edilememistir (Takabe ve ark., 1971). Bir yi sonra ise protoplast flizyonu sonucu ilk
somadk melez titiin bitkisi elde edilmigtir (Catlson ze ark., 1972). Daha sonra ¢ok
sayida arastirma sonucu yayinlanmigtir.

Bitkilerde protoplast izolasyonu, kiltirti, bitki rejenerasyonu ve somatik melezleme
konularinda yapilan derlemeler arasinda Evans ve Bravo (1983), Bravo ve Evans
(1985), Roest ve Gilissen (1989, 1993), Ochatt ve Power (1992), Feher ve Dudits
(1994) ve Gleddie (1995) sayilabilit. Ayrica Biotechnology in Agriculture and Forestry
serisi icerisinde yayinlanan bazi calismalar (Bajaj, 1989ab), (Bajaj, 1993ab), (Bajaj,
1994a,b), (Bajaj, 1995) ve (Bajaj, 1996) protoplast teknolojisinin 6zel olarak gesitli
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bitki tirlerinde wuygulanmasi ile ilgili derleme ve arastrma sonuglarini ihtiva
etmektedir.

Pro toplas t izolasyonunda iki 6nemli nokta olan, kullanilan enzimin safligi ve kaltar
ortaminin ozmotik basinct, pro toplas darin canhligl Uzerine buyik etki yapmaktadir.
Halen tzerinde c¢aligtlan hemen hemen butin bitki titlerinde yeterli sayida
protoplast elde edilebilmesine  ragmen, izolasyondan sonra  hiicre  duvar

rejenerasyonu,  mitotik  bolinmenin  basglamasi,  kallus  olusumu  ve  bitki
rejenerasyonu sadece bazi bitki tirlerinde sinirl kalmustir.

Protoplast calismalarinin  temel amact bir adet hiicreden bitki elde edebilmektir.
Teorik olarak her bitki tirtinden ve bir tirin her dokusundan protoplast elde
etmek mimkiindir. Fakat izole edilen her pro toplas ttan bitki elde etmek mimkiin
olmamakla birlikte (Ochatt ve Power, 1992) bu konudaki bildirimler gin gectikce
artmaktadir.

Temel arastirma materyali olarak protoplastlarin  kullanilmast  bir  ¢ok  tirdeki
genetik iyilestirmelerde ¢ok faydali sonuglar ortaya koymustur. Protoplastlarin
kullaniminda en Onemli fayda somatik melezlemedir. Eseysel melezlemede cesitli
nedenletle ortaya c¢ikan uyusmazliklarin agilarak tiirler arast gen akisinin saglanmasi
protoplast teknolojisinin  en 6nemli avantajidir  (Babaoglu, 2000). Fakat amaca
ulagilabilmesi icin  temel sart bir adet protoplasttan yeni bir bitki elde
edilebilmesidir. Protoplastlar dogrudan bitki gen transformasyonuna da imkan
saglamaktadirlar. Ayrica protoplastlar, mutant izolasyonu, hiicre zarindan besin
maddesi girisi ve tasimasi, hiicre organ ellerinin (niikleus, kromozomlar, kloroplast,
mitokondri ve vakuol) izolasyonu ve hiicre klonlamast ile ilgili calismalarda da
kullanilabilitler (Feher ve Dudits, 1994).

4.2. Totipotensi ve Tanimlamalar

Bir bitkinin hiicre, doku, organ, meristem veya embriyo gibi cesitli parcalarindan
(eksplant) yeni bitki veya bitkiler elde edilmesine bitki rejenerasyonu denilmektedir
(Gamborg ve Phillips, 1995). Haberlandt (1902) c¢ekirdekli tek bir hiicrenin
dogrudan veya bir kallus devresinden sonra dolayli olarak tam bir bitkiye
dontsebilecegini ortaya koymus, Steward ve ark. (1958) ise in vitro sartlarda havug
hicrelerini kiltire alarak tek htcreden yeni bir bitki yetistirmeyi basarmuglardir. Bu
olaya totipotensi, bdyle bir hiicreye de totipotent bir hiicre denilmistir. Teorik
olarak  butin hicreler totipotenttir. Fakat uygulamada bu durumun ortaya
ctkmasinda biyik varyasyonlar goriilmektedir. Bir htcrenin degisime ugramasinda
genotip, alindigi dokunun gelisme durumu, kiltire alindigt besin  ortami ve
yetistirme sartlart etkilidir. Bu nedenle bir hiicrenin totipotent olup olmadigint en
saglikli  bir sckilde anlamak icin hiicrenin izole edilmesi, hiicre duvarinin
uzaklastirilmast (protoplast) ve daha sonra da bu tek hiicreden yeni bir bitkinin
meydana getirilmesi gerekmektedir. Clinki eseysel yolla tireyen bir bitki n sayida

90



Protoplast Kiiltiirti ve Somatik Melezleme

kromozoma sahip iki hicrenin (mayoz bolinme sonucu olusan sperm ve yumurta
hiicresi) bitles erek tek bir hicre olusturmast (n+n=2n, zigot) ve bu hucrenin de
bélinerek embriyoyu olusturmastyla elde edilmektedir. Embtiyo yeni olusan tohum
icinde yer almakta ve ¢imlenme ile yeni bitki olusmaktadir. Bu nedenle fizyonla tek
bir hiicre haline gelen zigot ardi ardina bir ¢ok bélinme sonucu organize olarak
tohum embriyosunu olusturmaktadir. Mayoz bolinme gegirmis hiicreler (polen
tetrad) hari¢ bitin somatik (viicut) hiicrelerin protoplastlart 2n sayida kromozoma
sahiptir ve mitoz bolinme ile bolinerek ¢ogalitlar. Mitoz bolinme sayesinde
genetik materyalin yeni olugan bireyin bitin hiicrelerine esit miktarda ve ¢ok
buyik bir hassasiyede dagilmast teorik olarak somatik bir hiicrenin bolinerek ve
yeniden organize olarak ana bitkiye benzer bir bitki meydana getirebilmesinin
mimkiin olacagint gostermektedir. Gen transferleri, mikrocogaltim vb. konularda
basarili olabilmek i¢in tek hiicre seviyesinde bu tekniklerin uygulanmasi ve sonugta
bu hiicre veya htcrelerden yeni bitki veya bitkilerin elde edilebilmesi gerekir.
Bunun icin de ilgili tirde tekrarlanabilir bir protoplast-bitki rejenerasyon sisteminin
gelistirilmesi cok buyitk 6neme sahiptir.

4.3. Bitkilerde Hiicre Duvari Kompozisyonu

Bitkilerde hiicre duvari hiicre icin fizyolojik bir engel degil daha c¢ok mekanik bir
siir - ve destek olarak goérev yapmakta, ozmotik degisiklikler sonucu hiicrenin
patlamasini  ve mikroorganizmalarin  hiicreyi  enfekte etmesini  engellemektedir.
Hiicre duvart hiicrenin  buyikliging, seklini ve dengesini belirler. Bitki hiicre
duvarinin 3 ana unsuru seliloz, hemiseliloz ve pektik maddelerdir. Tablo 4.Ede
hicre duvarinin yapist bakimindan tek ¢enekli bitkiler (monoko™iledon) ile gift
cenekli bitkiler (dikotiledon) arasindaki farkldiklar verilmistir. Protoplast izolasyonu
yapilirken — monokotiledonlarda  sadece  selilaz  grubu  enzimlerin  kullanilmasi
genellikle yeterli olurken, pektik polisakkaritlerin  hiicre duvarin  biytk kismint
(%35, Tablo 4.1) olusturdugu dikotiledonlarda ilave olarak pektinaz grubu
enzimlerin de kullanilmasi ¢cogu durumda mutlaka gereklidir.

4.4. Protoplast izolasyonu

Pro toplas datla calisilirken baglangictan sona kadar dikkat edilmesi gereken Gnemli
agamalar toplu olarak Tablo 4.2’de, islemleri gerceklestirebilmek icin gerekli alet,
ekipman ve imkanlar da Tablo 4.3’te verilmistir.

4.4.1. Eksplant kaynaklan

izolasyon oncesi yapilacak en 6nemli uygulama uygun bir eksplant (bitki parcast)
kaynaginin bulunmasidir. Protoplast izolasyonunda kullanilacak 1 aynak dokularin
tekrarlanabilir olarak standart kiltiir ortamlarinda yetistirilebilmesi ve strekli olarak
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ayni  kalitede materyal iretilebilmesi gerekir. In witro sartlarda yetistirilen aksenik
sturgiin  kiltirleri  (steril  sartlarda, besin ortami ihtiva eden 150-200 mFlik
kavanozlarda fideletin yetistirilmesi ve bu fidelerden siirekli olarak biyiyen
surgiinlerin  kesilerek yeni bir ortamda koklendirdmesi yoluyla yeni materyal
dretimi), bu bakimdan uygun bir baslangic materyali olustururlar. Benzer sekilde
tohumdan 7z vitro fideletin elde edilmesi de ¢ogu durumda diger kaynaklardan daha
basarilt sonuclar verir. Bu durum hem bitki materyalinin ylizey sterilizasyonu
strasinda  zarar gorip, strese maruz kalmamasini, hem de ylzey sterilizasyonda
kullanilan Na*, Ca** gibi maddelerin kalinti etkisinden korunmayi temin eder.

Tablo 4.1. Hiicte duvan igerigi bakimindan tek g¢enekli bitkilerle gift cenekli bitkiler
arasindaki farklar (Mohr ve Schopfer, 1995).

Hiicre duvarini Tek Cenekliler Cift cenekliler
olugturan maddeler Hiicre duvarinin kuru
maddesinde yaklagik oran (%)
Seliiloz 20-30 20-30
Hemiseliiloz 37-65 27-30
Xyloglukan 2-5 25
Heteroxylan 20-30 2-5
B-glukan 15-30 0
Pektinler 5 35
Homogalakturonan - 15
Ramnogalaktronan I - 15
Ramnogalaktronan II - 5

Protoplast izolasyonunun her devresinde verim, canliik ve rejenerasyon kapasitesi
bakimindan ana¢ bitkinin genotipi ¢ok Onemlidir. Hiicrenin plazmolitik davranist
ile htcre duvart kompozisyonu, izolasyon islemi sirasinda tirlerin - davranisini
etkileyebilir. Ayrica izolasyonun daha zor oldugu titlere gore, kolay protoplast
izole edilebilen titlerin  hiicre duvarlarinin  yogun tuz solisyonlarinda plazma
zarindan daha kolay ayrilarak plazmolize olduklart bildirilmistir.

Bazi tirlerde pr o toplas darn kiltire almabilirligi belirli kromozomlar tzerinde
bulunan gen bloklart veya kromozom kollati tarafindan kontrol edilmektedir
(6rnek:  Solanum  phureja iki bagimsiz lokus ve tam dominans; Roest ve Gilssen,
1993). Genellikle hizli biyiiyen, geng, sagliklh doku veya hicreler yiksek kalite ve
canlilikta protoplast verirler.

En  ¢ok  kullanilan  protoplast  kaynagi  yaprak = mezofil  hicreleridir.
Monokotiledonlara gére (6rnek: bugdaygiller) dikotiledonlarda (6rnek: baklagiller)
mezofil hiicrelerini iceren yapraklar genellikle daha uygun bir izolasyon materyali
veritler.
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Tablo 4.2. Protoplast izolasyonu, kiiltiiri ve rejenerasyonunda 6énemli devreler.

Baglangi¢ materyali segimi ve 6zellikleri
a. Bitki tiirii/genotip
b. Yas, hiicre hayat déngiisii, fizyolojik durum
c. Eksplant ve donér matetyal segimi

Bitki materyali ve enzim karigimlarinin hazirlanmasi
a. Yiizey sterilizasyonu
b. Enzim karigindan ve 6zellikleri
c. Yikama soliisyonlan
d. Pre-plazmolizasyon
e. Ozmotik basing

Protoplast izolasyonu, saflagtirilmasi ve testler
a. Inkiibasyon metotu
b. Saflagtirma y6ntemleri
c. Hiicre duvan kalintisi, canlilik ve verim testleri
d. Diger metotlar

Protoplast kiiltiirii
a. Besin ortamlannin 6zellikleri ve bitki bityiime diizenleyicileri
b. Kiiltiir yogunlugu
c. Kiltiir sistemleri
1. Kat kiiltiirler
2. Swv1 kaltiirler
3. Karma kiltiirler
4. Nors ve besleyici hiicre kiiltiirlerinin kullanimi
5. Ozmotik basincin diigtiriillmesi

Protoplastlardan kallus olugumu ve bitki rejenerasyonu
a. Besin ortamlan ve yapilacak degisiklikler
b. Ozmotik basincin azaltilmasi
c. Kallusun rejenerasyon ortamina transferi ve siirgiin olusumu

Yaprak mezofil hiicreleri:

Yaprak mezofil hiicreleri klorofil iceren hiicrelerdir ve genellikle homojen
buyikliktedirler. Klorofil icerdiklerinden somatik melezlemede yapian renksel
ayirtmda  avantajlidirlar.  Buna  karsin  albino  bitkilerden elde edilen  yaprak
protoplasdart da klorofil icermediklerinden benzer sekilde protoplast fizyonunda
renk ayrim kolayligi saglarlar.

Yapraklardan en gen¢ ve tamamen acilmis olanlar en uygundur. Yash yapraklarda
hiicre hayat dongisi tam olmadigindan (mitotik bolinme durmus oldugundan)
protoplast canliligt ve verim dusiik olmakta ve daha fazla pektik madde birikimi
olmaktadir.  Cigekleri agilmis durumdaki Dbitkilerden alinan eksplantlar  uygun
degildir, izolasyon oOncesinde alt epidermis genellikle soyularak uzaklagtirthr. Bu
islem epidermis tabakasi enzimlerin etki derecesini azaltir ve izolasyon sirasinda
ortaya ¢tkan epidermal hiicreler protoplastlarm safligint bozarak uygun olmayan
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protoplast  verip dlmeleri sonucu kiltiir ortamuni  kirletirler.  Alt epidermisi  kolayca
soyulamayan yapraklarda epidermis yumugak bir firga ile pargalanmalidir. Yaprak
ana  damarlar1  izolasyon o6ncesi mudaka kesilerek uzaklagtinlmalidir. Aksi  taktirde

yikama ve saflagtirma sirasinda problemler ortaya ¢ikar.

Tablo 4.3. Protoplast izolasyonu ve kiltird icin gereksinimler (Evans ve Bravo, 1983;
Power ve ark., 1989; Ochatt ve Power, 1992; Gleddie, 1995).

¢ Laminar hava akigh kabin (en az 0.5 m sn-! yatay hava akigl)

¢ Otoklav veya buhar sterilizasyon sistemi, filtre sterilizasyonu igin Sartorious filtreler
¢ 0.2 |!m porozitede nitroseliiloz filtreler (Whatman veya Millipore)

* Basingli hava kompresorii

* Agar eritmek igin buhar banyosu ve 30-100 °C ayarlanabilen su banyosu

¢ Mikroskop (normal ve agagidan objektifli, UV filtreli, fotograf ¢ekebilen)

*  Yatay hareketli ¢alkalayici (20-80 devir/dakika)

* Santrifiij (50-200 x g) ve inkiibator (15-30 °C ayarlanabilen)

¢ Kiiltiir odas1 (sicaklik, 1s1k ve nem kontrollii)

¢ Hemositometre (tek veya gift odak)

*  Petri kutulan (5.5, 9,14 cm plastik veya cam, steril) ve steril 10 mI plastik pipetler
¢ Genis agizl1 150 mm cam Past6r pipetler (pamuk tipali) ve pipet memeleri

* 20 mi otoklava dayanikli Universal cam veya plastik gigeler

¢ Plastik huniler ve naylon filtreler (80, 64, 55 veya 30 pm poroziteli, 2'ser adet)

¢ Erlenler, 125-250 mi (bir tanesi dereceli), Kaseroller

* Bistiiri ve pensler

* Bitki pargalanin iizerinde kesmek igin steril fayanslar (15x15 cm)

* 20 ml cam veya plastik vidali kapakli konik tabanli santrifiij ve Marker (1 mI dereceli) tiipleri
* Steril musluk suyu (6x500 mI) ve deiyonize su (6x500 ml)

* Sodyum hipoklorit ve Tween 20

* Kiiltiir ortamlan ve izolasyon igin gerekli yitkama soliisyonlan (bakiniz 4.4.3).

¢ Canlilik, hiicre duvan kalintisi tespiti igin kimyasallar (FDA, Calcoflour Beyazi)
¢ Enzimler (pektinazlar ve seliilazlar, bakiniz Tablo 4.4)

¢ MS, B5, KM hazir besin ortamlan ve diger kimyasallar

* Manitol, sorbitol, glikoz, sakkaroz

* Vitamin stok soliisyonlan ve antibiyotikler

¢ Bitki biiylime diizenleyicileri (oksinler, sitokininler, ABA, gibberellinler)

¢ Agar, agaroz, Sea-Kem agaroz, Gelrite (Phytagel)

¢ MES tamponu ve PVP-10
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Protoplast buytklugi bitki tirtine gore degisir. Protoplasdar izolasyon ve kiltir
sardarina ¢ok hassastirlar.  Yaprak mezofil hicreleri ozmodk soka karsi daha
duyarlidir. Yikanma sirasinda yiksek santrifiij hizt uygun degildir.

Embriyogenik hiicreler:

Embryogenik kallus ve hiicre sispansiyonlar;, monokotiledonlarda, 6zellikle de
tahillarda, en fazla kullanilan protoplast kaynaklaridir. Sirekli olarak homojen ve
stabil protoplast veritler ve diger kaynaklardan elde edilenlere gdre daha hizl
gelisme ve boluinme  gosterebilitler.  Bu  nedenle  protoplast —izolasyonunda
yapraklardan sonra en fazla bu materyaller kaynak eksplant olarak kullanilirlar.
Cunkii bu kultirler daha o6nce 7z witro gardarda kiltire alindiklarindan uygulanan
yeni stres sardarina daha kolay adapte olabilmekteditler. Ayrica hicre stspansiyonu
pro toplas dari daha uniformdur. Genellikle daha az klorofil igeritler, beyaz, sari veya
krem renklidirler. Protoplast fiizyonunda yaprak mezofil hicreleri ile birlikte
kullanilirlar ve renksel olarak ayirimda ¢ok avantajlidirlar.

Hiicre stispansiyonlarinin  protoplast izolasyonunda kullanilmast  durumunda en
uygun materyal alinma devresi eksponensiyal gelisme devresidir (genellikle alt
kiltirden 3-4 giin sonra). Cinkd bu devrede hiicrelerin boélinme hizi en yiksek ve
hiicre duvart ¢ok ince bir durumdadir. Bu devrede alinan materyal disik enzim
konsantrasyonlarinin  kullanimma da izin verir. Izolasyon &ncesi alt kiltiir sirasinda
stspansiyon ortaminin oksin oranmnin artirtlmast (hiicrelerin  birbirinden ayrilmasini
saglar) veya besin ortaminin seker oranmnin azaltlmalisi da  benzer sonuglar
saglayabilir.

Donér materyal embriyogenik kallus da olabilir. Bu durumda yine eksponensiyal
gelisme devresindeki hiicreler kullandmalidir. Kallusun stk stk (2-4 giin arayla) alt
kiltire alinmast gerekir. Besin ortaminda kullamilan sakkaroz orani 2-3 gln 6nce
azaltilirsa yine fazla saytda canlt protoplast elde edilebilmektedir.

Fakat uzun sireli kultirlerde (hiicre suspansiyonlart ve kallus) genellikle genetik
dengesizlikler ve varyasyonlar ortaya ¢ikabilir.

Bu kaynaklar kullanilarak izole edilen protoplasdardan olumlu sonu¢ alinamazsa
meristemler veya genc¢ fide dokulart (kotiledon, hipokotil vb.) alternatif protoplast
kaynag1 olarak degerlendirilmelidir.

Geng bitki dokulari:

Hipokotil, kotiledon, gbévde parcalar;, bogum arast ve etiole edilmis hipokotiller
gibi gen¢ bitki dokulari genellikle diigitk sayida protoplast veritler. Cok degisik sekil,
buyiklik ve renkte (heterojen) hiicrelerden olusurlar. Bazi tirlerde 6zellikle benzer
dokular daha iyi bir protoplast kaynagi olabilirler.
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Heniiz olgunlasmamigs bitki doku ve ozganlari:

Embriyo, kotiledon, meyve kabugu gibi heniiz olgunlasmasini tamamlamamis bitki
doku ve organlart cogunlukla ylksek canlilikta ve hizli bélinebilen protoplas t
veritler. Ayrica bu tir dokulardan elde edilen pro toplas dardan bitki rejenerasyonu
cogu durumda daha basarilidir.

Meristematik hiicreleri igeren dokular:

Govde apikal meristemi, yan ve kok wucu meristemleri gibi dokular kigcik
béyudarda, ¢ok sayida ve yitksek canlilikta protoplast verirler. Hizli bir bélinme
seyri gosteritler. Hicre buyuklighi bakimindan buyik varyasyon gosteritler (15-80
pm). Kiltir sirasinda daha hassas davranislar gosterirler.

Ozel protoplast kaynaklars:

Polen tanesi ve polen tetrad pro toplas dari, skutellum, sepal, petal, aleuron, stoma
htcreleri ve yumru dokular tek tip protoplast elde etmeye genellikle daha
uygundurlar. Fakat daha yiiksek enzim konsantrasyonu veya daha uzun inkibasyon
stresine ihtiyac gOsterebilmekteditler (Evans ve Bravo, 1983). Kullanimlart cok
sinith  ve ¢ok Ozel durumlarda olmaktadir. Bazi tirlerde  kullaniabilecek  tek
protoplast kaynagidirlar.

4.4.2. Donér bitki materyalinin 6n muamelesi ve yetistirme sartlar:

Protoplastlarin izole edildigi dokunun yetisme sartlari basarida en 6nemli kriterdir.
Bunlar arasinda; eksplantm alindigi  bitkinin gelisme devresi ve sartlar, kultir
ortami  komponentleri, sicakllk ve 1sik rejimleri sayilabilir. Izolasyon 6ncesi
uygulanan ylzey sterilizasyonu metodu da olduk¢a 6nemlidir.

Optimum  sartlar her bitki tird ve parcast icin deneme yanidma wusuld ile
belirlenmelidir. Hizlt hiicre boélinmesi doéneminde alinan eksplantlar icin  daha
disik enzim konsantrasyonu yeterli olurken bu tir protoplastlar daha izl
bélinmeye baslayabilmektedirler. Donér  Dbitkileri daha az karbonhidrat iceren
ortamlarda yetistirmek de benzer sonuglar verir.

Donér  bitkinin, eksplant alinmadan 6nce 24-48 saat boyunca karanlkta kaltire
alinmasi, hiicre turgor basincint  disirmekte (depo nisastalart  tiiketilmekte) ve
izolasyon daha kolay olabilmektedir. Gun icerisinde eksplantm alinma zamani da
izolasyonda 6nemlidir.

Enzim inkiibasyonu ©6ncesi izolasyonda kullanidacak dokuya uygulanan cesitli
islemler 6zellikle hassas sistemlerde hem canliligi hem de protoplastlarin kiltir
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ortamina tepkisini artirabilir. Bu iglemler asagida verilmistir (Ochatt ve Power,

1992):

a.

Eksplant daha o6nceden cesitli besin maddeleri ve biyime duzenleyicileri
iceren ortamlarda 2-7 gln streyle kultire alindiktan sonra izolasyon yapilir.
Burada amag¢ huicre hayat donglisini tekrar harekete gecirmektir. Serada
yetistirilen bitkilerin stk stk giibrelenmesi de izolasyonda yardimei olabilir.
Ayrica kesilen eksplandar 6zel besin ortaminda 6n kiltire almabilir, belirli
bir alistirma ve 6n hazirlamadan sonra izolasyonda kullanilabilir.

Sicaklik, 15tk ve nem gibi cesitli kiltir sardart degistirilebilir. Dondr
bitkinin disik 1stk yogunlugu (intentsite) ve fotoperyotta (4-10 gin, 12
saat/gin, 10000-15000 luks) veya karanhkta on kultire alinmast yuksek
verim ve canlilikta protoplast vermesini saglayabilir (6rnek: patates ve
domates). Dusiik 1stk yogunlugunda veya karanlikta daha az pektatl, daha
ince hiicre duvart s en tezlenir ve hiicre turgor basmnect diserek alt epidermis
daha kolay soyulur. Soguk uygulamast (4-10 °C, 4-48 saat) veya
soguk/karanlik muamelesi ile birlikte plazma zarinin lipid
kompozisyonunu  degistirebilir.  Oksidasyondan ~ sorumlu  zararli  enzim
konsantrasyonunu azaltabilir.

Plazmolizasyon stresi: Hucre ¢ok yogun bir tuz ortamina konuldugunda
plazma zart hicre duvarindan ayrilir ve hicre buzilir. Bu olaya
plazmolizasyon denir (Feher ve Dudits, 1994). Plazmolizasyon, izolasyon
sirasinda  elektroliderin  hiicre igine sizmasini, enzimlerin sitoplazma igine
girmesini  ve ozmodk soku engelleyebilir. Enzimlerin = zararh  etkisini
azaltmak icin enzim inkibasyonu Oncesi genellikle yaprak dokulart 0.5-1
saat plazmolize edilir. Enzim solisyonu ilave edilmeden 6nce en az bir saat
denge saglanmalidir. Plazmolizasyon solisyonu, enzim solisyonu ile ayni
ozmodk basinca sahip olmalidir.

Kullanilacak dokularin kesilip parcalanmast: Bu islem enzimlerin etkinligini
artirir. Yaprak ve petal dokulart dogrudan tim olarak veya 1-2 mm kiigiik
parcalara ayrilabildigi gibi alt epidermisler hassas bir sekilde soyulduktan
sonra da parcalara ayrilabilirt. Fakat bazi titlerin alt epidermisleri kolayca
soyulmaz. Bu durumlarda orta sert steril bir firca ile alt epidermis tabakas:
parcalanir. Ayrica ana bitki, yapraklar alinmadan o6nce, 12-24 saat boyunca
karanlikta tutulursa yapraklarda turgor basinct diser ve alt epidermis
kolayca soyulur.
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4.4.3. Protoplast izolasyonunda kullanilan yikama soliisyonlari, enzimler ve
enzim karigimlari

Pro toplas darin enzim uygulamast Oncesi plazmolizasyonu, izolasyon igin kullanilan
enzim kangimlarinin hazirlanmast ve izolasyon sonrast yikama ve saflastirilmasinda
bazt temel soliisyonlar kullanilmaktadir.

Plazmolizasyon ve ytkama solisyonlari:

Genellikle yikama solisyonu ile enzim karigiminin hazirlandigt solisyon aynidir. Bu
solisyonlarin ortak noktalart gesitli makro tuzlar ile manitol, sorbitol veya sakkaroz
icermeleridir. Amac¢ izole edilen pro topla s darda hiicre duvarmnin gérevini
yapmaktir. Bu soliisyonlarda en fazla kullanlanilanlar CaCl> ve manitoldur. Hazir
solisyon olarak ise en fazla CPW (Frearson we ark., 1978) ve bunun ¢esitli
modifikasyonlart kullanilmaktadir.

CPW tuzlarinin igerigi (Frearson ve ark,, 1978):

CPW tuzlan: KELPO, 27.20 mg/1
KNO, 101.00mg/1
CaCi2.2H,0 1480.00mg/1
MgS0,.7H,0 246.00mg/1
KI 0.16mg/1
Cus0,.5H,0 0.025mg/1

pH: 5.8 (hepsinde)

CPW13M: CPW tuzlan + %13 Manitol

CPW9M: CPW tuzlan + %9 Manitol !
CPW21S: CPW tuzlan + %21 Sakkaroz

CPW9SO: CPW tuzlan + %9 Sorbitol

CPWOM: Sadece CPW tuzlan

Enzimler ve enzim karisimlarinin hazirlanmasi:

Tablo 4.4de protoplast izolasyonunda kullanidan  enzimler, elde edildikleri
mikroorganizmalar ve ticari Ureticileri verilmistir. Mikroorganizmalardan  elde
edilen enzimler hiicre duvarinda farkli etkiye sahiptirler. Bu nedenle her tir veya
gesitte farkli doku ve hicreler icin uygun enzim tipi ve konsantrasyonu deneyletle

tespit edilmelidir.
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Selilazlar sadece selilozu karbon kaynagt olarak titketen (eriten)
mikroorganizmalarin teshisinden sonra bulunmustur. Seltlazlar  ve/veya
hemiseliilazlar ~ pektinazlarla ~ birlikte  protoplast  izolasyonunda  kullaniditlar.
Pektinazlar ~ daha  ¢ok  izolasyonda  kullandan  dokunun  parcalanmast  ve
eritilmesinde, seliilazlar ise bir birinden ayrlan hiicrelerin = ¢eperlerini  eritmede
etkindirler. Bu enzimler iki agamali (6nce pektinazlar sonra seliilazlar) veya tek
asamali olarak (her gruptan enzimlerin karstirlarak tek izolasyon solisyonunun
hazirlanmast) uygulanabilir. Fakat tek asamali yontem daha avantajli olup elde
edilen pro toplas darin canliligt daha fazladir.

Enzimlerin icinde bulunan niikleaz, proteaz, lipaz ve peroksidazlar gibi kirletici
maddeler (hidrolitik enzimler) protoplast canliliini azaltabilirler. Hassas protoplast
sistemlerinde yiksek saflikta enzim kullanimui tavsiye edilit. Fakat bazi durumlarda
daha az saf olan enzimler izolasyonda daha etkili olabilmektedir. Tablo 4.4’teki
enzimlere ek olarak nadir de olsa kullanilan ve pektinaz aktivitesi gOsteren helikaz
(salyangozdan elde edilit), kolonaz ve zimolaz (Arthrobacter Ilutens) gibi enzimler de
vardir (Evans ve Bravo, 1983).

Asagida CPW  (Frearson se ark, 1978) tuzlarindan elde edilen solisyon
kullanilarak hazirlanan tipik bir enzim karistmi hazirlama protokold  verilmistir.
Enzim karisimlart genellikle plazmolizasyon ve yikama soliisyonlar: kullanidarak
hazirlanir.  Enzim  kansimlarinin ¢ogunda  pH  5.5-6.0 arasina  ayarlanir  ve
inkiibasyon stiresince pH’yt sabit tutabilmek (aside kaymasini engellemek) icin
MES [1 g/1, 2-(N-morfolino) etanosilfonik asit] kullanilir.

Bir Enzim Karisim1 Hazirlama Protokolii (100 mi):

200 mPlik bir behere 9 g manitol konulduktan sonra 60 mi CPW soliisyonu
ilave edilerek kangtinlir. Kullanilacak enzimler istenilen oranda tartilir [6rnek:
%0.2 (a/h) selillaz (200 mg) ve %2 (a/h) maserozim (2 g)] eritilinceye kadar
kangtinlir. Antibiyotik ilave edilir [6rnek: Sefotaksim, 250 [ag/100 ml)]. pH
ayarlanir (5.6-5.8). Sartorius filtrede (0.22 pm poroziteli Millipore membranli)
kangim siiziilerek saflagtirtlir. Laminar steril kabin iginde steril sartlarda filtre
ile tekrar siiziilerek sterilize edilir, cam veya plastik sigelere (10-20 mi/gise)
doldurulur (¢ok fazla doldurulmamalidir) ve -20 °C’ de kullanilincaya kadar
saklanir. Kullanmadan 30 dakika 6nce g¢ikarilir ve kabin iginde normal seyirde
eritildikten sonra kullanilir (Gleddie, 1995). En iyi eritme normal g¢esme suyu
iceren bir bagka kap iginde sisenin agzi kapali olarak tutulmasi yoluyla
yapilabilir. Bu enzim kangmmi CPW tuzlanmi ve enzimlerle birlikte ozmotik
dengeleyici olarak %9 (a/h) manitol igerir. Fakat her protoplast sistemi igin
en uygun karigim deneylerle tespit edilmelidir.
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Tablo 4.4. Protoplast izolasyonunda kullanilan enzimler ve iiretici firmalar (Ishi, 1989;
Ochatt ve Power, 1992).

Enzimler Elde edilen Uretici Fitma
organizma
Dokuyu pargalayan
enzimler (pektinazlar)
Macerozyme R-10 Rhi"opus spp. (atthius) Yakult Honsha Co. Ltd., Japan.
Pectolyase Y-23% Aspergillusjaponicus Seishin Pharmaceuticals Co. Ltd.,
Japan
Pectinase Aspergillus niger Sigma Chemical Co. Ltd., Poole, UK.
Pectinol AC Aspergillus niger Corning Glass, USA
Macerase Rhisppus spp. Calbiochem, USA
PATE Bacillis polymxa Hoescht, Germany

Hiicre duvarini eriten
enzimler (seliilazlar)

Cellulase R-10 Aspergillus niger Sigma Chemical Co. Ltd., UK.

Cellulase Onozuka RS Trichoderma vitide Yakult Honsha Co. Ltd., Japan.

Cellulase YC* Trichodetna vitide Seishin Pharmaceuticals Co. Ltd.,
Japan

Cellulase Aspergillus niger Sigma Chemical Co. Ltd., UK.

Cellulysin Trichodetma vitide Calbiochem, USA

Driselase Irpex hacteus Kyowa Hakko Kogyo Co., Japan.

Basidiomycetes

Meicelase CESB Thrichodetma vitide Meiji Seika Kaisha Ltd. Japan.

Hemiseliilazlar

Helicase Helix pomatia Industrie Biologie Francaise, France.

Rhozyme HP-150 Aspergillus niger Rohm and Hass Co., USA (Uretimi
durduruldu).

Hemicellulase Asperpillus niger Sigma Chemical Co. Ltd., UK.

*Yiiksek saflikta olanlardir. Ticari olarak daha pahaliya satilirlar fakat daha az miktarda

kullanilitlar.

Inkiibasyon sirasinda parcalanan hiicrelerden aciga cikan  hidrolitik  enzimlerin
olumsuz  etkilerini  azaltmak igin  potasyum  dekstran  stlfat  [%0.5, a/h
(=agitkk/hacim)]  kullanlabilit.  Bazt  durumlarda, ozellikle meyve agaglatinda
izolasyon, PVP-10 (pohvinilpirolidon, %1.0 a/h, MA: 10 000) basardi sonuglar
vermistir. Ayrica C vitamini de (askorbik asit ve/veya sitrik asit) kullanilmistir
(Ochatt ve Power, 1992).
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4.4.4. Ozmotik sartlar ve plazmolizasyon

Eger protoplastlar direkt olarak sivi kiltir ortaminda (6rnek: MS) izole edilitlerse
patlarlar. Bu nedenle hiicre duvar tarafindan saglanan mekanik destek yerine uygun
bir ozmotik dengeleyici kullanilmali, hiicre i¢i ve dist arasinda denge saglanmalidir.
Ozmotik basing, ozmosu durdurmak icin gerekli hidrostatik basing veya daha az
yogun bir ortamdan molekillerin yari gegirgen bir zardan daha konsantre bir
ortama difiizyonunun 6nlenmesidir.

Saglanan ozmotik basing ¢ok yitksek olursa hiicte metabolizmast ve gelisimi
genellikle durmakta ve plazma zarindan daha az amino asit girisi olmaktadir. Aymu
sekilde yeni olusacak hiicre zarinda ozmotik basincin hem tipi hem konsantrasyonu
etkili ~olmaktadir. Bu nedenle izolasyon sirasinda protoplastlar hafif sekilde
plazmolize edilmelidir. Kultir ortaminin ozmotik basmncr  400-800 mOsm/kg
arasinda ayarlanir. Ozmotik basinct ayarlamak i¢in hem izolasyon hem de kaltir
solusyonuna ¢esitli seketler veya alkol secketleri ilave edilit. En fazla kullanianlar
strastyla; manitol, sorbitol, glikoz ve sakkaroz ile bunlarin cesitli karisimlaridir.
Ayrica dengeleyici olarak KC1, CaCl> ve cesitli tuzlarda kullanilabilir. Manitol ve
sorbitol  metabolize olmayan ozmotik dengeleyicilerdir.  Hiicreler tarafindan
dogrudan  kullanilmazlar ve genellikle 0.23-090 M (%4-16, a/h) araliginda
kullandabilitler.  Kullanlacak ~ ozmotik  dengeleyici  konsantrasyonu  izolasyonda
kullanilacak bitki materyalindeki hucrelerin izolasyon sirasindaki ozmotik basincina,
bu da cevre sartiartna bagli olarak degisebilir. Bu durum genc bitki kisimlarinin
kullanilmast ve izolasyon 6ncesi karanlik uygulamasi ile ayarlanabilir.

izolasyon sirasinda metabolize olunmayan ozmotik dengeleyici kullanilmas: uygun
olurken, kiltir ortaminda hem metabolik olarak aktif (6rnek: sakkaroz) hem de
invert bir seker (6rnek: manitol) kullandmalidir. Uzun sireli yiksek ozmotik basing
kiltare alinmis pro toplas darda kararmalara yol acar ve kallus olusumu engellenir.
Aktif maddeler htcre duvart sentezi ile ilk hiicre gelismesi devresinde yavas yavas
metabolize olurlar ve ortamin ozmotik basmnct zamanla diser. Bu durum faydah
sonuglar dogurabilir.

4.4.5. Enzim inkubasyonu

Protoplast izolasyonunda en 6nemli hedef canli protoplast elde etmek oldugu icin
pH, 1sik yogunlugu, sicaklik, inkiibasyon siiresi, ozmotik dengeleyicinin tipi ve
konsantrasyonu, koruyucu kimyasallar (antibiyotik, MES tamponu, PVP-10 gibi),
enzim tipi ve konsantrasyonu, enzimin saflitk durumu ve izolasyon solisyonunu
olusturan tuzlar vb. izolasyonu etkileyen olduk¢a 6nemli sardardir. Ticari olarak
satlan enzimler hiicre canlilhigini olumsuz etkilemektedir. Bunun i¢in inkibasyon
sutesi kisa tutulmahdir. Cogu izolasyon iglemleri 251 °C’de karanlikta, sabit ve
disiik 151k yogunlugunda (100-500 liks), 3-20 saatte yapilabilir, inkiibasyon karisimi

101



M. Babaoglu, S. Ozcan

cogu kez 30-60 devir/dakika'da bir calkalayict Uzerinde birakilir. Sicaklik arttikca
inkiibasyon siiresi kisalir. Tzolasyon sirasinda galkalama veya sabit tutma yapilabilir.

4.4.6. Protoplastlarin ytkanmasi ve saflagtirilmasi

Enzim inkibasyonu sonucu ortaya ¢tkan karnigimda, hiicre duvart  erimemis,
parcalanmus veya patlamis hiicreler ile normal canlilikta pro toplas dar elde edilir. Bu
karigtmin  saflastirllmast  gerekir. En  ¢ok kullanilan  saflastirma  metotlar;; 1)
filtrasyon, 2) santrifiij, 3) karnstk metot ve 4) daha yogun bir ¢ozelti Uzerinde
yuzdirmedit.

Filtrasyon metodunda ortalama pro toplas t c¢apmna gore deZisen ve azalan
porozitede  bir seri filtreden (yukaridan asagiya  100-80-64-53-45-30  pm)
pro toplas dar gegirilir ve daha sonra mimkin oldugunca az sayida santrifiyj islemi
uygulanir. Mezofil protoplasdart gibi nazik pro toplas darda celik filtre yerine naylon
filtreler ile santrifyy birlikte kullaniimalidir. Bu yontem hem nazik hem de kolayca
yizmeyen protoplast sistemlerinde uygulanabilir. Fakat tam bir saflastirma
saglamaz (Ochatt ve Power, 1992).

En c¢ok kullanilan teknik filtrasyon ve santrifyj isleminin birlikte uygulanmasidir
(karistk metot). 1k 6nce protoplast karistmi bir filtreden (30-100 pm  poroziteli,
naylon veya celik) gecirilir ve parcalanmis dokular ile iletim demetleri uzaklastirdir.
Filtre altina gecen pro toplas darin ortalama ¢aplari bulunur (bkz: 4.4.7, Protoplast
buyikliginin tespiti). Daha sonraki izolasyon islemleri icin optimum filtre
porozitesi buna gore tespit edilir. Ayrilan karisimda pro toplas darla birlikte 6zgul
agithkca daha az yogun olan pargalar uygun bir santrifiij hizt ve kuvveti (100xg) [(g
icin kullandiginiz santrifiijiin teknik 6zelligine bakiniz). Santrifijde Rolatif Santrifij
Gicti (RCF) ¢=118x10-7 r n? formiluyle hesaplanabilir. Burada g (RFC), r (ing
olarak dénme yaricapi=tip santrifiij merkezi arasi mesafe), n (dakikada devir
sayisy)'dir (Power ze ark., 1989)] ile 5-10 dakika santrifij edilit ve tiplin tabaninda
toplanan karisim, sulandirilarak tekrar santrifiij edilir. Flicrenin ¢esitli parcalar
(normal hiicrelerden daha az yogun olanlar) santrifiij tipinin st kisminda kalirlar.
Islem gerekirse birkag defa tekrar edilir. Bu sistem hiicre siispansiyonlart ve
kalkistan protoplast elde etmede ¢ok basarikdir (Ochatt ve Power, 1992).

Bazt durumlarda protoplasdar sakkaroz ¢Ozeltisinde (0.3-0.6 M, %10-21, a/h)
dustk bir santrifij hizinda gevrilir. Sakkaroz ¢ozeltisi protoplasdardan daha fazla,
diger organel veya hiicre duvari ihtiva eden komponentlerden daha az yogun
oldugu icin protoplasdar ¢ozelti tzerinde toplanirlar ve buradan pipede cekilerek
uzaklastirilirlar.  Buna yluzdirme metodu denir. Sakkaroz konsantrasyonu ve
santrifiij hizt ¢ok 6nemlidir. Bu metot daha az zararkdir fakat protoplasdar ozmotik
soka girebilirler (Evans ve Bravo, 1983).

Benzer sekilde Ficoll ve Percoll gibi yiksek molekiler agitkga sahip ve farklt
konsantrasyon seviyelerinde poksakkarozlar da kullanilabilir. Ornegin, 6nce %9
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(a/h)’luk, sonra uzerine %6 (a/h)lik ¢6zelt konulur ve santrifijle farkli yogunlukta
hiicre ve pro toplas dar ayrilabilit veya pro toplas dar arada toplanabilitler. Ficoll ve
Percoll ozmotik olarak invert olduklarindan sakkaroza gbre daha avantajh
olabilitler (Evans ve Bravo, 1983).

4.4.7. izolasyon sonrasi uygulanan testler
Hiicre duvar kalintisinin tespiti:

Basarillt  bir enzim karigtmi  htcre  duvarini  tamamen  eriten fakat  hicreyi
padatmadan plazma zarini koruyan bir karisgimdir. Boyama yapmadan sadece 1tk
mikroskobu ile pro toplas darin sekline bakarak genel bir yargiya variabilir. Bunun
icin en uygun mikroskop sistemi asagidan objektifli (inverted), fotograf c¢ekebilme
Ozelligine sahip, binokiiler bir mikroskop olup bir UV 1sik kaynagi da bulunmalidir.

Hiicre duvart tamamen erimis hucreler (protoplast) tam yuvarlak goriniimde
olmalarina ragmen hicre duvart mevcut veya tam erimemis hucreler eliptik veya
degisik sekildeditler (Sekil 4.1, 4.3) (Gahan, 1989). En saglikli hiicre duvart kalintisi
testi Calcoflour Beyazi (CFW, % 0.1, a/h) ile yapdamudir. Hem izolasyon hem de
kiltar sirasinda veya sonrasinda uygulanabilir. 100 pl protoplast siispansiyonu 5.0
fil CFW solisyonu ile karstirilir. Hiicre duvart mevcutsa veya kalintilari varsa hicre
mavi bir cember icinde gorilir.

Canlilik testleti:

Fenol safranin, Evans mavisi ve Flourescein diacetate (FDA) gibi boyalar kullanilir.
Fenol safranin 6li pro toplas dari belirlemede kullanilir. FDA floresans vermeyen
bir bilesiktir. Plazma membranindan FDA molekilleri serbestge  gegetler  ve
esterazlarca sadece canli hiicrelerde pargalanirlar. Bu  parcalanma ile fluorescein
agiga cikar. FDA canli plazma zarina sahip pro topla s darca tutuldugu icin canl
protoplastlar yesil, yesil-san renkte gorilirler. Biriken fluorescein UV 1181 ile
gbzlemlenir. Metodu uygulamak icin asagidaki yol izlenir (Power ve ark., 1989):

a. Aseton ile 1-2 mg/ml FDA stok solisyonu hazitlanir ve kullanilincaya
kadar 0 °C de karanlikta saklanir.

b. 10 mi yitkama soliisyonuna stok soliisyondan bir damla damlatilir (ikinci
soliisyon).

c. Pastor pipetle, protoplast karigimina, hazirlanan ikinci solisyondan bir
damla damlatilir.

d. Karisim bes dakika sonra UV mikroskop altinda incelenir.

e. Yuzde (%) protoplast canliifi™ Floresans vetren protoplast sayist/toplam
protoplast sayist x 100 olarak hesap edilir.
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Saglikli bir sonu¢ icin biitin Olclimlerde en az 500 protoplast sayimalidir. 1yi
sistemlerde canlilik  %50-60’'m altina dismemelidir. Protoplast canliligt ve bitki
rejenerasyonunda en fazla; kullanilan enzimlerin safligl, konsantrasyonu ve  tipi,
kultir ortaminin ozmotik basinci, besin ortami ve komponentleri, ana bitkinin
yetisme sartlan, cevre (kiltir) sardan ve kiltire alman protoplas dar tarafindan
salgilanan bazi metabolik atiklarin canlilik Gzerine etkileri etkili olmaktadir.

Protoplast canliligim artirmada dikkat edilmesi gereken bazt 6nemli noktalar vardir
(Evans ve Bravo, 1983, Ochatt ve Power, 1992):

1. Sterilizasyon metodu: Mimkin olan en dusik konsantrasyonda ve
en kisa sirede yapimalidir. Irz witro Edelerden veya aks enik strgin
kiltirlerinden elde edilen dokularin  kullanimi  canliligt  artirir,
sterilizasyona gerek yoktur.

2. Yaprak mezofil pro toplas darinda yaprak alt epidermisinin
soyulmast, epidermal hiicrelerden kaynaklanan kirlenmeyi azaltabilir,
enzim kargiminin etkisini artirabilir. Izolasyon 6ncesi donor bitkinin
12-24 saat karanlikta tutulmas: epidermisin kolay soyulmasini saglar.
Alt epidermis kolay soyulmuyorsa yumusak bir firca da aymi isi
gorebilir.

3. Karanlikta, dustk stk yogunlugunda veya disik konsantrasyonda
enzim ile inktibasyon yapilir.

f. Dustk calkalama oraninda (30-80 devir/dakika) enzim inkiibe edilir.

g. Hicre stispansiyonlari, kallus veya dondr bitkinin izolasyon oOncesi (3-4
gun) digik sakkaroz oranina sahip ve zayif besin ortamlarinda kiltard
yapilir.

Protoplast biyikliigii ve verim tespitt:

Pro toplas darin buytkliklerinin  tespiti somatik fiizyon Oncesi ve sonrast
heterokaryonlarin ayrilmasinda 6nemlidir. Ayrica bazt tirlerin pro toplas darinda
buyiklik kiltire almabilirlikte 6nemli olmaktadir. Kiiciik pro toplas dar yari-kati
(agaroz) ortamda, daha buyik captakiler ise stvi ortamlarda kiltire alinmalar
durumunda en iyi sonu¢ alinmaktadir. Olgiimler en az 200 protoplastta
mikroskobun okiilerine yetlestirilen mikrometre kullanilarak yapilir.
Dikotiledonlarda yaprak mezofil pro toplas darmnin boylart 10-60 pm arasinda
degismekte olup, monokotiledonlarda ise daha kii¢ik olmaktadir (30 pm).

Protoplast veriminin hesaplanmasinda 1 g yesil dokudan harekede elde edilen
protoplasdarin sadagtirilip, 10 ml kiiltiir ortaminda karstirildiktan sonra asagidaki
yol izlenir:
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1. Yaklagik 2-5 x 105 protoplast/ml bit stispansiyon hazitlanit.

2. Bir hemositometrenin Uzerine lam kapatilirt ve kapillar hareketle sayim
haznesine (b6lme) 100-200 pl protoplast karisimi  Pastér  pipetle
tasirmadan doldurulut.

3. Mikroskop altinda 6nce orta kare, daha sonra koselerdeki 4 kare (Sekil
4.2a) sayilir (her karede ist ve ortadan cizginin ortasina dokunanlar da
dahil olmak tzere sayilir. Sag kenar ve alt cizgilere dokunanlar ise
sayllmaz (Sekil 4.2b). Eger hemositometre 2 odalt (bolmeli) ise diger
oda icin de ayni islemler tekrar edilir. Protoplas darin gruplar halinde
yapisarak  kiimeler olusturmast orant  %10’u  gecerse islem tekrar
edilmelidir. Eger herhangi bir karede sayt 20’den az veya 50’ den fazla
ise stspansiyon yogunlugu yeniden ayarlanarak sayim yapilmalidir.

4. Hicre sayimt: Bir hemositometrede her bir kare 0.1 mm? veya 10 4 cm’
hacime ve 1 mm? alana sahiptir. 1 cm3= 1 ml olduguna gore bir ml'de
protoplast konsantrasyonu su sekilde hesaplanir: pro toplas t/ml= kare
basina ortalama protoplast sayist x sulandirma faktorii x 104 Ornek:
Eger kare basina ortalama protoplast sayist 28 ise; 28 x 104 2.8 x 105
protoplast/ml olur. Toplam verim ise protoplast/ml x otijinal hacim
(6rnek 10 mi) olarak yani 2.8 x 105 x 10: 2.8 x 106 olur.

Vetim protoplast/ml suspansiyon olarak ifade edilit. Verim belitlendikten sonra
uygun kiltir yogunlugu ayarlanir. Fakat toplam verim baslangictaki 1 g
materyalden elde edilen protoplast sayisi olarak ifade edilir (Power ve a7£1989).

Eger istenilen son kiiltiir yogunlugu Ix 105 protoplast/ml ise 10 ml iginde bulunan
protoplast miktar1 istenilen kiltir yogunluguna bolintir ve ilave edilmesi veya
cikarilmast gereken besin ortami (ml) miktari belirlenir. Ornek: 2.8 x 106/1 x 105=
28 ml. Sonu¢ olarak mevcut 10 mi protoplast karisimma 18 mi kiiltir ortami daha
ilave edilirse elde edilen karistmda 1 x 105 protoplast /ml var demektir. Disiik
yogunlukta bir protoplast sispansiyonu olmast durumunda ise istenilen kiltir
ortamt  yogunluguna goére belitli bir miktar kdltir ortaminin  santrifijle
uzaklagtirtlmas: gerekir.

4.5. Protoplast Kiiltiirii

izolasyon sonrasinda hiicre duvarmmn erimesi ve ozmotik sardar nedeniyle
protoplasdar bir sekilde strese girerler ve tamir mekanizmast calismaya baslar. Tlk
kiltir isleminden sonra c¢ok hizli bir protein sentezi baglayarak once zarar goren
proteinler ve daha sonra hiicre zart yapilmaya baglanir. Hicre duvar sentezi ile
hticre bélunmesi arasinda herhangi bir iliski bulunmamasina ragmen hiicre duvarn
sentezi olmadan bolinme ortaya ¢tkmamaktadir.
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4.5.1. Kiiltiir ortamlarinin 6zellikleri ve bitki biiyiime diizenleyicileri

Protoplast kiltiri ve bitki rejenerasyonu igin ortam secimi ¢ok 6nemlidir. Bitiin
ortamlar deiyonize veya cift destile su ile hazirlanmalidir. pH ayarlanir, agar ilave
edilir ve ortam sterilize edildikten sonra uygun kaplara dagitilir. Tablo 4.5’te gesitli
kultir tdrlerine ait uygun ortamlar verilmistir ve ilk defa kiltire alinan tirlerde bu
ortamlarin baslangicta denenmesi pratik olabilir.

Protoplast kiltiir ortamlart normal doku kiltitlerinde (kallus, htcre siispansiyonu,
bitki rejenerasyonu) kullanilan ortamlara benzerlik gosterir. En c¢ok kullanidan temel
ortamlar MS (Murashige ve Skoog, 1962), B5 (Gamborg ve ark., 1968) ve KM (Kao
ve Michayluk, 1975; Kao, 1977) olup bitki tiri ve protoplast elde edilen dokuya
gore degistirilerek optimize edilebilit. KM besin ortaminin ¢esitli tirevleri (Ek 1)
tahillar, baklagiller ve meyve agaglart gibi genis bir tir araliginda basariyla
kullanidmaktadir.

Tablo 4.5. ik defa protoplast kiiltiirii yapilacak tiirlerde detlenebilecek bazi kiiltiir
ortamlan (Power veark, 1989).

Ortam Biiyiime Kullanim amac1 Kisa ad1
komponentleri diizenleyicileri (mg/1) (Beklenen sonug)

MS+%3 sakkaroz NAA 2.0, BAP 0.5 Kallus olugumu MSP1 OM
MS+%3  sakkaroz+ NAA 2.0, BAP 0.5 Protoplast kiiltiirii MSP19M
%9 manitol (M)

MS+%3 sakkaroz 2.0 IAA, 1.0 BAP Siirgiin olugumu MSD3
MS+%3 sakkaroz 1.0 Zeatin Siirgiin olugumu MSZ
MS+%3  sakkaroz+ 0.1 NAA Yeni siirgiinlerin MSP2
%0.5 agar koklendirilme si

MS+%3  sakkaroz+ 0.009 IAA, 0.3 KIN Aksenik siirgiin BGS

0.001 mg/1 folik asit kiiltiirii

pH biitiin ortamlarda 5.8’e ayarlanar.
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Hiicre zan Protoplast zar1
(plazmalema)
Saglikli bir hiicre Saglikli bir protoplast

Sekil 4.1. Bir hiicre ile bir protoplastin stv1 kiiltiir ortaminda tipik goriintisleri

RN =

I— 1 mm I

Sekil 4.2. Tek hazneli bir hemositometrenin dizayni ve sayilmasi gereken kareler
a.  Sayilmasi gereken kareler (x)

b. Toplam 31 adet protoplast bulunan bir tek, ¢ ¢izgili biiyiik karenin
gorunusi. Alt cizgilere dokunan 3 adet protoplast saylmamalidir.
Sayilmast gereken toplam 28 protoplast (n=28) vardir.
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Protoplasdar fotosentetik olmadigindan gelisme ve bélinme icin  bir karbon
kaynagina ihtiyac gosteritler. Genel olarak glikoz ¢abuk parcalanmasi, alinmast ve
buna paralel olarak kiltir ortamimnin ozmotik basincinin  tabi olarak dismesine
imkan vermesi gibi sebeplerden dolayt en fazla kullanidlan karbon kaynagidir
(Ochatt ve Power, 1992). Glikoz aynt zamanda ozmotik basinct dengelemede de
kullanilmaktadir.  Fakat bazt  dutumlarda  sakkarozun veya ikisinin  karisimi
kullanilmakta olup diger karbon kaynaklar1 da kullamilabilir  (6rnek:  manoz,
selobiyoz, riboz vb.). Sakkaroz kiltir sonrast glikoz ve fruktoza doénismektedir.
Mezofil protoplasdart i¢in ¢ogu kez manitol ve sorbitol ozmotik dengeleyici olarak
kullanilabilir (6rnek: bezelye, petunya).

Kiltir ortamina genellikle bircok degisik organik bilesik ilave edilir. Bunlar
vitaminler (thiamine, pridoksin, nikotinik asit vb.), organik asider (malik, sitrik,
fumarik asit vb.), alkol sekerleri ve kimyasal olarak tanimlanamayan maddelerdir
(hindistan cevizi sitd, kazamino asit vb.). Bu maddeler fazla sayida bilesenden
olustuklarindan 6zellikle diisiik yogunlukta kiiltiirde ¢ok 6nemlidirler.

Kullanilan bitki biytime dizenleyicilerinin hem tipi hem de konsantrasyonu tirden
tire farkliik gostermektedir. En sk kullantlanlar  sirasiyla  2,4-D, NAA, TAA
(oksinler), zeatin, BAP ve kinetin (sitokininler)’dir. Bazi tiirlerde sadece oksinler
(6rnek:  tatlin) veya sitokininler htcre bolunmesi igin  yeterli  olabilmektedir.
Bolunmede genel olarak yuksek oksin/sitokinin oram etkili olmakta, bazt odunsu
bitkilerde ise tam tersi daha bagarili sonuglar vermektedir (Ochatt ve Power, 1992).

Genellikle hassas sistemlerde standart kultiir ortamlarinda bulunan demir, cinko ve
Ozellikle amonyum iyonu miktart canlilikta olumsuzluklara sebep olacagindan,
bunlarin  miktarlart  azaltdlmakta veya bazt ortamlarda ise amonyum  hig
kullanilmamaktadir. Diger yandan kalsiyjum miktar1  ¢ogu kez artirlmaktadir.
Kalsiyum hiicre zart olusumunu ve dengesini olumlu yénde etkilemektedir. Fakat
bazt durumlarda cok basit ortamlar (daha az yogun) c¢ok daha basarili sonuclar
verebilmektedir.

4.5.2. Kiiltiir yogunlugu

Protoplasdar genellikle 5000-1 000 000 (5 x 103-1 x 109) protoplast/ml yogunlukta
kultire alinmaktadir. Bazi protoplast sistemlerinde yogun kiltirde hi¢c bélinme
olmamakta, bazi sistemler ise (6rnek: tahillar ve odunsu bitkiler) protoplasdar arast
iliski 6nemli olup yiiksek bir ilk kiiltir yogunlugu daha bagarili olabilmektedir (1 x

105 protoplast/ml) (Ochatt ve Power, 1992). Mikromaniptlasyon sistemletinde ¢ok
dustik yogunluklarda da protoplasdar kiltiire alinabilir (5-50 protoplast/ml).

Optimum kaltir yogunlugu deneyletle tespit edilmeli ve baslangicta en az 5 farkl
yogunluk test edilmelidir (6rnek: 5 x 103, 1 x 104 2 x 104 5 x 104 1 x 105
protoplast/ml). Bunu yapmak icin ilk 6nce protoplast verimi hesaplanir (6rnek: 1 x

106 protoplast/ml) ve s adas tirmalar dan sonra 1 ml kiiltiir ortami1 icinde karistirilir.
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Daha sonra uygun kiiltiir metodu secilir (6rnek: stvi damla kiiltiiril). Once asagidaki
sekilde siselere dagitillir ve daha sonra Petri kutularina mikropipetle damlalar
halinde damlatilarak kiiltiire alinir (1 mi = 1000 pl):

1. 5 pl+995 pl= 5 x 103 (5000) protoplast/ml

2. 10 pl+990 pl=1 x 10 (10 000) protoplast/ml
3. 20 pl+980 pl=2 x 10* (20 000)protoplast/ml

4. 50 pl+950 pl=5 x 10* (50 000)protoplast/ml

5. 100 pl+900 pl=1 x 105 (100 000) protoplast/ml

Bir mi karisim 5.5 cm’lik Petri kutularma her kutuya 5 adet olmak dzere 50-100 pl
damlalar halinde yavas¢a damlatilir. Her bir yogunluk icin 2 veya 4 tekerrirli olarak
deneme planlanabilir. Tekerriir miktar1 artirllmak istenirse daha fazla protoplast
izole etmek (en az 2 g yesil doku ile) ve ona gére denemeyi planlamak gerekir.

4.5.3. Kaultiir teknikleri

Bazt hassas protoplasdar hangi ortamda kiltire alinirsa alinsinlar  kiltir sonrast
canlihk hizli bir sekilde digmektedir. Bu nedenle zamana gore canliikta azalma
yuzdesi tespit edilmelidir. Bunun icin protoplasdar sadece yitkama soliisyonunda ve
karanlikta 4 °C de bekletilit ve her 48 saatte canlilik testi yapilarak bu oran hesap
edilir. Bundan sonraki kiltir yogunlugu bu orana goére hesap edilir (Ochatt ve
Power, 1992). izolasyon ve kiltirden sonra en cok karsilagilan problemler, yetersiz
hiicre duvari rejenerasyonu, mitotik bolinmenin gecikmesi, pr o toplas darin balon
yapmasi (balonlama) ve ilk bolinmeden sonra mitotik bolinmenin durmasidir.

Pro toplas darn kiltire alinabilme etkinligi (KAE) ilk kiltir yogunluguna gore
bélunen protoplast yiizdesi ile hesaplanir ve 3 kisimda degerlendirilir:

1. Tlk kiltire alinabilirlik etkinligi (IKAE): Kiiltiire alinan pro toplas darin
hiicte duvari olusturup, en az bir mitoz bdélinme gegirenlerinin
yuzdesidir.

2. Ara kiltire alnabilirlik  etkinligi (AKAE): Kiltir sonrast 10
hticre/koloni olusturanlarin ylizdesidit.

3. Son kiltire alnabilirlik etkinligi (SKAE): Kiltir sonrast 1-2 mm
capinda mikrokallus olusturanlarin ytizdesidir.

Protoplast kiltirinde en ¢ok kullanilan metotlar asagida verilmistir. Bitin tirlere
uygulanabilen standart bir metot yoktur. Protoplast kaynagt olarak her bitki tird ve
parcast icin farkli bir metot daha basarilt sonuglar verebilir.

a. Swi damla kiiltiirleri tefnigi: Protoplasdar sivi kultiir ortami ile
kanstirilir ve karisimdan pipetie 100-200 pllik damlalar Petri kutularina
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(55-90 mm c¢apli) damlatilir. Petriler Nescofilm, Parafilm veya diger
uygun filmler ile sarlir ve kiltire alinir. Alttan objektifli bir mikroskopla
gelisim  izlenir.  Protoplastlar ~damla  tabaninda  toplanip  kimeler
olustururlar. Seyreltme yapmak kolaydir (Evans ve Bravo, 1983).

b. St kiltir teknigi: Protoplastlar uygun yogunlukta sivi ortam iginde
Petri kutularina dagialitlar (6rnek: 4 ml/5.5 cm Petri kutusu).

c. Agar iginde kilnir tcknigi: Pro toplas t yogunlugu istenen kiltir
yogunlugunun iki katina ayarlanir (6rnek: 10 mi). Esit miktarda ve yine
iki katt yogunlukta eritilmis agar (% 1.2 a/h, 45 °C) ile 1/1 oraninda
kargtirilir ve Petri kutularina uygun sekilde dagitilarak, ters cevrilmis
olarak kultire alintr (Ochatt ve Power, 1992).

d.  Agar izerinde swvi kiltir reknjgi: Bir miktar agar Petri kutusunun
tabanina yayilir, Uzerine ¢ift yogunlukta ayni miktarda pro toplag t
stspansiyonu ilave edildikten sonra kiiltire alinur.

€.  Agaror ortami kildiri teknigi: Otoklav edilmis 4 kat yogunlukta (%2.4-
4.0, a/h) dusik erime noktasina sahip distile sudaki agaroz, cift
yogunlukta pro toplas t ortami ile 1/1 oraninda karstirilir. Bu karisim
daha sonra icinde istenilen kiltire alinma yogunlugunun iki katt
yogunlukta protoplast iceren ortam ile 1/1 oraninda kangtrilir ve ince
bir tabaka halinde Petri kutularina yayilarak kiltiire alinur.

f. Agaroz  bloklart  killwird  tcknjgi: Britilmis agaroz (45 °C) igindeki
protoplasdar 4.0 ml/3.5-5.0 cm Petri kutusu olmak tzere dagitlir ve
katilasmasi beklenir. Katilagsan agaroz bloklar halinde (4 esit parca)
kesilir, daha genis bir Petriye (9 cm) transfer edilir ve ayni ortamin stvist
ilave edilerek kiltire alinir.

g. Agaroz damla kuilrird: Britilmis agaroz ortamt icinde bulunan
protoplasdar damlalar halinde (50-150 pl) Petri kutusunun tabanina
mikro pipede konulur ve ftzerine stvi ortam ilave edilir. Ozmotik
degismelere hassas bazi sistemlerde veya kademeli olarak ozmotik
basincin dusirilmesinin zorunlu oldugu durumlarda agaroz
damlalarinin  tzerine ozmotik diizenleyici ihtiva etmeyen stvi bir ortam
ilk glinden itibaren ilave edilebilit.

h.  Asii veya oturan damla kilairi: Stvi kiltlr ortamindaki protoplast
damlalari (20-40 pl) Petri kutusunun kapaginin icine (asili) veya tabanina
(oturan) damlatilarak kiltiire alinir.

i.  Protoplastiarin tutuklanmast (immobilizasyon): Hassas protoplast
sistemlerinde jel matriksi mekanik bir destek saglayarak basartyr artirir.
Bu metoda arpa, bugday ve aygciceginde basarili sonuglar almmustir. Bu
sistemde Oli hiicrelerden aciga ctkan zararli maddelerin sagliklt hucreleri
etkilemesi ve agregatlasma engellenir. Sistem htcreklonlama
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calismalarina uygundur ve seyreltme daha kolay olur. Cogunlukla agaroz
veya aljinat kullaniir  (%0.6, a/h). Aljinat agarozdan daha avantajlidir.
Eritmede sicakliga ihtiyag gbstermez. Sitrat ve fosfatla eritilebilir (Feher
ve Dudits, 1994).

j. Nors kiiltirleri ve besleyici hiicreler:

4. Agaroz kiltirii+besleyici protoplastlar: X isinlarina maruz
birakidmis ve yeni izole edilmis protoplastlar %0.6 (a/h)’lik agaroz
icine kanistirthir.  Agaroz  katlastiktan sonra izerine yine = %00.6
(a/h)’lik agaroz iceren ottam ile karstrilmis normal protoplastlar
yayilir.

5. Nors kiiltiirleri olarak bagka hiicreler kullanilir. Hicreler agaroz veya
agar ortaminda karstirilarak Petri kabinin tabanma yayilir. Agarin
katilasmasindan sonra tzerine seliloz nitrattan yapilmis membranlar
konulur ve onun tUzerine de protoplastlar damlalar halinde ilave
edilir.

6. Kultird zor olan bir tirin protoplastlart kiltirii kolay olan bir
tirtin protoplastlart ile karstirlarak kiltire almnir. Kolay kiltirin
protoplastlart  bazt buyime faktorleri ve tanimlanamayan diftize
olabilir kimyasallart ortama vererek diger c¢esidin pro toplas darinin
bélunmesini uyarabilir.

Protoplastlarin kiiltiir sonras1 davraniglari

Protoplast  izolasyonundan sonra ortaya ctkabilecek davranislar 5  kategoride
degerlendirilebilir (Roest ve Gilissen, 1993). Bunlar sirastyla:

a.

Strese tepki: Enzim etkisi sonucu bitki hiicresinin kendi savunma
mekanizmasini gelistirmesi,

Tamir mekanizmast: Hiicre zarinda ve zar proteinlerinde olusan zararin
giderilmesi, yeni zarin olusturulmasi,

Adaptasyon: Organellerin ve sitoplazmanin morfolojik ve fonksiyonel olarak

adaptasyonu,

Hiicre béliinmesi: Hicre hayat dongusiiniin yeniden baglamast, hiicre
boliinmesi ve kallus olusumu,

Morfogenesis: Organize hiicre gelismesi, bélinmenin uyarilmast ve degisimin
baslayarak organize doku ve daha sonra bitkilerin olusturulmasidir.
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Hiicre bélinmesi, mikrokoloni olusumu ve ozmotik basmcin digirilmesi:

Bir protoplastin izole edilmesinden sonra gosterecegi davramglar ve gelisim seyri
Sekil 4.3’te verilmigtir, Sekil 4.4 ve 4.5te ise strastyla Passyff ora edulis fv. Flavicarpa ve
Passiflora gibert?  nin  yaprak  ve  slspansiyon  hicrelerinden  elde  edilen
pro toplas dardan bitki rejenerasyonuna kadar degisik devreler verilmistir.

Pro toplas darin kiltiri sonrast en 6nemli devre hiicre duvari olusumudur (hiicre
duvart  rejenerasyonu).  Elektron  mikroskobu ile yapilan  calismalar  seliloz
mikrofibrillerin  kiltirden 24-48 saat sonra olusmaya basladigini ve hiicre duvan
civarina tagindigint gostermistir. Kaltir sirasinda tam yuvarlak olan pro toplas dar 24
saat sonra eliptik bir sekil almaya baslatlar. Bu durum hicre duvart olusumunun
basladigini ve bolinmenin olabilecegini gdsterir. Bazi bitki tirlerinde bu stre¢ 4-5
gun hatta 10 gin olabilir. Bazt titlerde ise hiicre duvar sentezi Gtesine gegemeden
canlilik kaybolur (Evans ve Bravo, 1983, Ochatt ve Power, 1992).

Eksik  hiicre  duvart  rejenerasyonu  sonucu,  zayif  alanlarda  balonlama
(tomurcuklagma) olabilir  (Sekil 4.3). Bu durum pekdnin hiicre duvarinda
olusmamast sonucu ortaya cikar. Zayif hiicre duvari sentezinde genetik faktotlerin
yanisira besin ortami Ozellikleri, hormonlar, uygun olmayan ozmotik dengeleyici
konsantrasyonlart ve karbon kaynagi etkili olabilir. En az balonlama, kaltar
ortaminda 2,4-D ve zeatin kullanildiginda ortaya cikmaktadir. Ilk hicre boliinmesi
hiicre duvart sentezine baghdir. Hicre bolinmesinde etkili en 6nemli faktérler
donér  bitkinin genotipi, kiltir ortami ve sartlart ile dondr bitkinin  fizyolojik
gelisme sartlaridir.

Hizli  gelisen hiicre  kaltiirlerinden  izole edilen protoplastlar  yaprak mezofil
pro toplas darindan daha erken bélinmeye baslatlar (Ochatt ve Power, 1992). Bazi
bitkilerde bélinme Oncesi bir durgunluk doénemi ge¢mesi gerekmektedir (6rnek:
pamukta 3-4 hafta).

Bazt durumlarda sitokinez (sitoplazmanin boliinmesi) olmayabilir ve tesadiifen ¢ok
cekirdekli protoplastlar olusur. Bu durum daha ¢ok normal ihtiyacin tzerinde
biytime dizenleyicileri verilmigse ortaya c¢ikar. Fakat daha sonra genellikle boliinme
olmaz, ikinci bélinme ve sonraki boélinmeler daha hizli olmakta ve cok hicreli
gruplar olusmaktadir (mikro koloni) (Sekil 4.3). Tlk mitotik bélinmeden genellikle
2-4 hafta sonra gorilebilir seviyede mikro koloniler olusur. Kiltir ortamina her 1-2
haftada bir kez taze kuiltir ortami ilave edilmelidir. Ozmotik dengeleyici
konsantrasyonu da yavas yavas distridlmelidir. Yart kati kiltir ortamlarinda kesilen
bloklar ozmotik basimnct daha digik bir ortama alinirlar.  Agaroz  damlalar
kultirindeki protoplasdarin  etrafindaki ortam pipetle ¢ekilir ve ozmotik basinct
daha disik bir ortam ilave edilit.

Cogu sistemlerde ozmotik basincin dustrtlmesine ilk hiicre bélinmesinden hemen
sonra baglanir ve 10, 20, 30, ve 50 hucre/koloni oluncaya kadar tekrar edilir. Tk
seyreltme  ortaminda  ozmotik  dengeleyici  konsantrasyonu  %25-30  oraninda
azaltilmasina ragmen en uygun sekil deneyle tespit edilmelidir. Hizli ve stk bir
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azaltma hicre bolinmesinin - durmasina  ve kahverengilesmeye neden olabilir
(Ochatt ve Power, 1992). Tipik bir ozmotik basing disirme (sulandirma) islemi
asagidaki sekilde yapilir (Power ve ark., 1989):

Pro toplas dar 8 mI ortam + %9 manitol, 0 Zaman
2 hafta sontra
2 mi %6 manitol iceren ortam ilave edilir
2 hafta sonra
2 ml %3 manitol iceren ortam ilave edilir.
2 hafta sonra
2 mi %0 manitol iceren ortam ilave edilir.

Proto-kallus olusumu ve siizgiin refenerasyonu:

Pro toplag dardan elde edilen mikro kalkiglar (100 hiicre/mikrokallus veya 1-2 mm)
(Sekil 4.3, 4.4, 4.5) tek tek veya 20-25 mikro kallus/kiltiir kabi olmak tizere 10 mi
agar ortamima bitki rejenerasyonu veya kallus geksimi icin aknirlar. Fakat genellikle
baslangicta kallusun cogaltlmast hedeflenir. Cinkd capt kigiik olan kallus tan
rejenerasyon daha zor olmaktadir (Ochatt ve Power, 1992). Olusan kallus daha
sonra rejenerasyon (organogenesis veya somatik embryogenesis) ortamina aknir ve
surgiinler elde edilir. 2-5 cm uzunluga ulasan strglnler koklendirildikten sonra
seraya sastrtilarak aklimatize edilitler. Elde edilen bitki somatik bir klondur (Sekil

4.4, 45).
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izole edilmis bir protoplast

Olii bir protoplast

Saghkl bir hiicre

Balonlasms bir hiicre

Boliinmekte olan .
bir hiicre

Sekil 4.3. Bir protoplastin izole edilmesinden sonra gosterebilecegi davranslar (Gilbert
ve ark., 1995). Barlar= 100um.
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Sekil 4.4.  Passifra  edulis  fv. Flavicarpa’da yaprak mezofil
protoplastlarinin izolasyonu, kiiltirii ve bitki rejenerasyonu (fotograflar
Nottingham Universites'nden Dr. M. Davey ve Dr. J.B. Power'dan
temin edilmistir).
A) Eksplant kaynagi olarak kullanilan 45 giinlik serada yetistirilen
fideler (Bar: 2.6 cm).
B) Yent izole edilmis yaprak protoplastlart (Bar: 100 pm).
C), D), E) Sirasiyla kiiltiirden 8, 10, 12 giin sonra mitotik bliinme
gosteren protoplastlar (Bar: 75 um).
F) Kiiltirden 15 gin sonra protoplastlardan elde edilen koloniler
(Bar: 75 pum).
G) Protoplastlardan elde edilen dokular (Bar: 5 mm).
H) Protoplastlardan elde edilen ve siirgiin rejenerasyonu baslayan
kallus (Bar: 1.5 mm).
I) Protoplasttan elde edilen ve koklendirilmis bir bitki (Bar: 1.5 cm).
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Sekil 4.5. Passiflora gibert7de stispansiyon hiicreleri protoplastlarinin izolasyonu,
kiiltiirii ve bitki rejenerasyonu (fotograflar Nottingham Universitesi'nden Dr.
M. Davey ve Dr. ].B. Power’dan temin edilmistir).

A)  Protoplast izolasyonuna uygun embryogenic hiicre siispansiyonu (Bar: 1 cm).

B)  Yeni izole edilmis hiicre siispansiyonu protoplastlant (Bar: 50 pm).

C) 5 gun kiltirden sonra protoplastlar. Protoplastlann sekillleri mitotik bélinme
oncesi yuvarlaktan oval duruma déntismektedir (Bar: 50 pim).

D) Iki yavru hiicre olugturmak igin mitotik bélinme gegirmis bir protoplast (Bar: 50
Um).

E) = Kiltirden 28 giin sonra protoplasttan elde edilmis bir hiicre kolonisi (Bar: 50 pim).

F), G) Proto-kallustan gelisen somatik embriyolar (Bar: 5 mm).

H)  Somatik embriyodan elde edilmis stirglinler (Bar: 1.5 m).

1)) Protoplasttan elde edilmis koklendirilmis bir bitki (bar: 1.5 cm).
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Pro toplas dardan elde edilmis kallus kullanilarak en uygun bitki rejenerasyonu
ortaminin belitlenmesi icin 9 cm’lik Petri kutulart kullanilir. Bu metoda mikro
damla metodu denilir ve protoplasdarin tepkileri 2 faktoriin  (6rnek: oksin ve
sitokinin) 3 degisik konsantrasyonu ile test edilir. Ornek olarak metot su sekilde
uygulanir (Power ve ark., 1989):

1. Faktotler olarak NAA (oksin) ve BAP (sitokinin) 1.0, 2.0, 4.0 mg/1
NAA ve 0.5, 1.0, 2.0 mg/1 BAP seviyelerinde hazitlanur.

2. Protoplasdar standart teknikle izole edilitler ve normal kiltir
yogunlugunun 3 katt oraninda besin ortami icine karstirtlirlar (6rnek:
5 x 10* mI son yogunluk isteniyorsa 1.5 x 105 protoplast/ml).

3. NAA. ve BAP’ nin normalin 3 kati konsantrasyonda stok soliisyonu
hazirlanarak kodlanir. Her NAA x BAP kombinasyonu pro toplas datla
birlikte bir mikro test kabinin bélmelerine karistirilir.

4. 100 plye ayarlt bir mikro pipet kullanilarak kabin her hicresine 100 pl
NAA, 100 pl 6-BAP stok soliisyonu ve 100 pl protoplast ilave edilir.
Kabin kenarina hafifce vurularak protoplasdar ortam ile kargtirilir.

5. Daha sonra 5 cm’lik Petri kutulart (her uygulama icin 5 tekerriir) alinir
ve kapaklari asagidaki sekilde gizilir.

6. Her petri kutusunun kapagt ters cevrilir ve daha o6nce hazirlanan
karigimdan her kombinasyon i¢in 20 pil damlalar halinde mikropipede
konulur. Her defasinda pipet ucu degistirilir; Al, A2, A3................ icin. Kapak
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dikkatlice Petri kutusunun tzerine kapatilir. Protoplasdar asili damlalar
halindeditler. Nemliligi korumak icin Petri kutulart 14 cm’lik nemli
filtre kagidi iceren Petri kutusuna yerlestirilebilir.

7. Bu metot t¢lincii bir fakt6ri (6rnek: 2,4-D) icerecek sekilde
genisletilebilir.  Uglincii  faktér asih  damlalara  eklenir. Bu  faktori
yerlestirmek icin protoplasdarin orijinal yogunluklari ve ilk iki fakt6rin
konsantrasyonu  son  konsantrasyonunun 6  katina  ayarlanmalidir.
Uciincii  faktoriin - stoklart istenen konsantrasyonunun 2 katt olmalidir.
Bir ¢ok bitki tird i¢in kiltirde normal 1sik sardan araligi 0-2000 liks;
stcaklik araligt ise 15-30 °C’dir.

Bazi zor sistemlerde (tahillar, cigekler ve odunsu bitkiler) kiltirden ilk boélinmenin
baglamasina kadar gecen uzun durgunluk siresinin azaltlmas: arzu edilmektedir.
Kisa streli yiksek voltajli direkt elektrik akimi verilerek protoplasdarda potlar agma
(elektroporasyon) calismalari yapilmistir. Cesitli tiirlerde izolasyondan kisa bir stre
sonra elektropore edilen protoplasdar kontrole gbre daha erken bélinerek daha
hizli DNA  sentezi yaparlar. Bu islemle protoplasdar normal yogunlugun 4 kati
yogunlukta bir ortam igine kamstrilir ve solisyona 10 saniye ara ile ardi ardina ve
her defasinda 50 mikro saniye siireyle 3 direkt akim dalgasit (250 V - 2000 V) verilir.
Daha sonra protoplasdar kiltire aliir. Daha hacimli protoplasdar bu dalgalara
daha hassas olup canlilik azalabilit. Bu wuygulama protoplasdarin bélinmesinde
uyarict olabilmektedir (Ochatt ve Power, 1992).

4.6. Protoplastlardan Bitki Rejenerasyonu

Bir ¢ok bitki tirtinde protoplasttan bitki rejenerasyonu o6ncelikle ¢ok yitksek oranda
genotipe daha sonra donér doku ve hiicrelerin dp ve 6zelliklerine baglidir (Roest ve
Gilissen, 1993). Solariaceae familyast protoplas dardan bitki rejenerasyonunda en
basarili  olanidir. Son yillarda tahillar ve odunsu bitkilerde bagarili  sonuclar
alinmistir.  Fakat  Ozellikle  dane  baklagillerde  protoplas  dardan  bitki
rejenerasyonunda hala zorluklar vardir.

Protoplas dardan bitki rejenerasyonu ile ilgili olarak sebzeler, tahillar, cayirlar, dane
ve vyemlik baklagiller, endistri bitkileri, sts bitkileri ve meyveler gibi bitki
gruplarinda  kategorize edilmis derlemeler veya bir bitki tirine ait yazilmis Ozel
bolimler vardir. Bunlar arasinda Evans ve Bravo (1983), Bravo ve Evans (1985),
Roest ve Gilissen (1989, 1993), Ochatt ve Power (1992), Feher ve Dudits (1994),
Bajaj (1989a, b), Bajaj (1993a, b), Bajaj (1994a, b), Bajaj (1995) ve Bajaj (19906)
sayilabilir.

Buttin tarler icin uygun tek bir sistem yoktur ve her tir, hatta her ¢esit veya genotip
icin optimum sistem ayri ayrt deneylerle tespit edilmelidir. Eger tzerinde daha 6nce
caligtlmamis bir tiirde protoplas t izole etmek ve uygun kiltiir ve rejenerasyon
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sartlart tespit edilmek isteniyorsa Oncelikle en ¢ok kullanidan metotlar ve besin
ortamlart denenmelidir. Cogu durumda ortaya cikan egilime gore, icerisinde bir
oksin (sitokininden daha yiksek oranda) ve bir sitokinin bulunan temel besin
ortamlarinda (KM, K, MS, B5), karanlikta, kuiltirden 24 saat-3 gin sonra ilk hiicre
bélinmesinin baslamast gerekmektedir. Bu dutumda eger bolinme ylzdesi yeterli
degilse kultiar ortami veya igerigi degistirilerek deney optimize edilir. Fakat higbir
bélinmeye rasdanmazsa bu durumda dondr bitki materyali, besin ortami ve bitki
buylime duzenleyicileri, izolasyon ve kiltir sirasindaki ozmotk sartlar ile kiltir
metodart  gbzden gecirilmelidir. Bazt durumlarda bu sardann  hepsinin  farkls
kombinasyonlarda denenmesi de amaca ulasmada yeterli olmayabilir. Bu durumda
tesadiifen veya sira dist olarak uygulanmis bazt metodar basarili sonuglar verebilir.
Ornek olarak, seker pancarinda sadece stoma gard hiicrelerinin protoplast kaynagt
olarak kullanilmast halinde bagart elde edilebilmektedir (Hail e ark,., 1996). Yine
havuc yaprak sapt protoplasdart (Ditks e ark., 1996) veya Vida faba strgin ucu
pro toplag dari (Tegeder ve ark, 1995) ancak ajinat iginde gomilerek kiltiri
yapildiginda sonu¢ basarili olmaktadir. Benzer sekilde titin mezofil protoplasdar:
yeni bir teknik olarak ince aljinat tabakalarinda kiltire alindiklarinda sirgiinlerin
elde edilmesine kadar gecen stre 5-6 haftadan 2 haftaya dusirilebilmektedir
(Dovzhenko e ark., 1998). Diger yandan aygicegi hipokotil protoplasdart ¢ok
distik yogunlukta kultite alindifinda (4-20 protoplast/ml) ve alternatf elektrik
akimi  (AC) uygulandiginda, elektrik akimi uygulanmayanlara gére bolinmenin
baslamasi ve bolinme orant %30 oraninda artmustir (VonKeller ve ark., 1997).

4.7. Protoplast Fiizyonu ve Somatik Melezleme
4.7.1. Onemi

Protoplast teknolojisi ile en kii¢lik canli Uniteye ulasilabilmekte, hicre fizyonu,
seleksiyonu ve klonlamast ile genetik transformasyona imkan saglanmaktadir. 1978
yihinda Melchers 2e ark., polietilen-glikol (PEG) denilen etkin bir bitlestiricinin
kullanilmast sonucu ilk somatik hibrit ve sibrit bitkiler elde etmislerdir. Daha sonta
Senda ve ark. (1979), elektrik uyartlari ile pro toplas darin fizyonunu bagarmiglardir.
Bunu pro toplas darin elektroporasyonu sonucu gen transferi yoluyla transgenik
bitkilerin elde edilmesi izlemistir.

Protoplast  kiltird ve somatik melezleme  bitki  1slahinda  daralan  genetik
varyabiliteyi  genisletmede en Umitli metotlardan  birisi  olarak  gdrilmektedir.
Ozellikle yabani tiirlerde rasdanan hastalik ve zararlilara dayaniklilik genlerinin
fizyon yoluyla kultir bitkilerine aktarilmast ¢ok buyitk avantajlar ortaya koyabilir.
Buna ilave olarak son yillarda bakteriler veya diger yollarla aktarilan kimerik genleri
tastyan transgenik tirlere karst buyik bir reaksiyonun ortaya ¢ikmasi  bu
calismalarin 6nemini daha da artirmaktadir.

Protoplast  kiltiirih  ve fizyonu potansiyel olarak klasik 1slah  yontemleriyle
gerceklestirilemeyen ve gesitli uyusmazliklar gosteren cins ve tiitler arast melezleme,
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yeni cesit ve hatta yeni tlrlerin elde edilmesinde de bir ara¢ olabilirt. Somatik
melezleme Ozellikle pre-zigotik uyusmazhk gosteren titlerin melezlenmesinde daha
basarili olabilmektedir (Bravo ve Evans, 1985). Somatik melezleme c¢evre sartlarina
baglt olmadan kisa surede gerceklestirilebilmekte ve laboratuvar ortaminda hibrit
bitkilerin secilmesi daha kolay olmaktadir.

Pro toplas t fiizyonu ve bu yolla bitki rejenerasyonu ayni zamanda cins ve tirler arast
mitokondriyel DNA (sitoplazmik erkek kisithgr), kloroplast ve sitoplazma gibi
cekirdek dist genetik elementlerin  transferine de imkan saglayabilit. Bu nedenle
protoplast flizyonu bitki 1slah1 ve gelistirilmesi icin biyik 6neme sahip bir
metottur.

Protoplast fiizyonu calismalari sonucu ginimuze kadar bir ¢ok pratik basarlar elde
edilmistir. Ornegin, yiiksek yumru verimli patates (Solanum tuberosum) bir ok
hastaliga karst hassastir. Yabani bir patates titd olan . brevidens ise yumru
olusturmamasina ragmen bir c¢ok hastaliga karst dayanikhidir. Somatik melezleme
yoluyla bu iki tirin pro toplas darmnin fiizyonu saglanarak hem hastaliklara dayanikls,
hem de yumru olusturan melez patates bitkileri elde etmek mimkin olmustur. Bu
yolla kultir patatesine hastaliklara dayaniklilik genleri aktarilmistir.

Ayciceginde titler arast melezleme klasik 1slahta 6nemli bir problem olmasina
ragmen Hen e ark. (1998), Helianthus annuus (hipokotll) x H. gigantens (yaprak
mezofil) arasinda kimyasal flzyon vyoluyla fertil somatik melezler elde etmeyi
basarmislardir.  Yine, somatik melezleme yoluyla soguga toleranshi —sitoplazmik
erkisir  briksel lahanast sitoplazmasi lahanaya aktarilabilmistir (Sigareva ve Earle,
1997). Kisaka ve ark. (1997) havug sispansiyon pr o toplas dar ile arpa yaprak
mezofil  pro  toplas  darini  elektrofuzyon  metodu  ile  melezlemis  ve
heterokaryonlardan rejenerasyon yoluyla 3 adet bitki elde edilmistir. Bu bitkilerin
sitolojik  ve genomik analizi sonucu melezlerin  havuca daha ¢ok benzedigi,
kromozom sayilarinin  her iki ebeveynin toplam kromozom sayisindan (2n=32)
daha az oldugu (2n=24) ve hem kloroplast genomu hem de mitokondriyel
genomlar acisindan bu bitkilerin  somatik melez oldugu tespit edilmistir. Benzer
sekilde celtik x arpa somatik melezi elde edilmis ve bu melez hem celtigin kiicik
kromozomlarini hem de arpanin buyik kromozomlarina sahip olup, ayni zamanda
¢ok yeni mitokondriyel ve sitoplazmik kombinasyonlar ortaya ctkmistir (Kisaka e
ark., 1998). Yine pirasa ve sogan arasinda intergenerik melezler elde edilmigtir.
Melezlerde  toplam  olmasi  gereken kromozom  sayisindan daha az  sayida
kromozom oldugu tespit edilmistirt. Morfolojik olarak melezler iki ebeveyn arasinda
bir durum sergilemislerdir (Buiteveld ve ark., 1998).

Somatik melezleme ile dogrudan yeni cesit gelistirme de mimkin olabilmektedir.
Bu amacla Grosser ve ark. (1996), turuncgillerde 4 u eseysel uyusmazlik gosteren
birbirine yakin 7 cinste melezlemeler sonucu 18 yeni allotetraploid melez elde
etmisler ve bu melezlerden bazilarinin direkt ¢esit olarak  kullanilabilecegini
savunmuslardir.
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Hizli ve olumlu gelismelere ragmen tahdlar, baklagiller ve agaclar ile igne
yapraklilarin da icinde bulundugu o6nemli bitki gruplart  protoplast izolasyonu,
kialtird ve somatik melezlemeler bakimindan geri kalmis olup bu bitki gruplar
lizetinde daha fazla aragtirma yapilmast gerekmektedir. Ozellikle uzak akraba
tirlerin melezlenmesinde pratikte bazi problemler ortaya ¢ikmaktadir.

4.7.2. Somatik hibrit ve sibrit

Sekil 4.6’da  yeni bir ¢esit gelistirmede bir somatik melezleme programinin
uygulanmast  gOsterilmistit.  Somatik  melezleme baslangicta iki  thrin  bitin
karakterlerinin yeni bir bitkide toplanmast amaciyla yapilmaya baslanmistir. Fakat
daha sonra konunun bu kadar basit olmadigt anlasilmistir.

Ebeveyn A @ v Mezofil protoplastiari r
Kuiltur gesidi /s (Yesil) Aile geriye
melezlemeler

Hastaliga Cry-—> g 0 \

duyarli '

A
\ Q Seleksiyon
Fi ' iy -
Eseysel R

A dn Re)enerasyon Hastahga
dayamkh
) . eni gesit
Ebeveyn B / o
Yabani 00 . :
: e e ——— Suspansiyon
Hastaliga 0 O protoplastlari
dayanikli (Renksiz)
Hiicre stispansiyonu
kiltirleri

Sekil 4.6. Yeni cesit gelistirmede somatik melezlemenin uygulanist (Wartren, 1991).
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Eseysel melezleme ile ebeveynler arasinda cekirdek genlerinin tam bir karisimi
olmakta ve cogu durumda olusan melezde her ebeveynin cekirdek genlerinin bir
kopyast bulunmaktadir. Bununla beraber eseysel melezleme sonucu plastid ve
mitokondri gibi genom tastyan organellerde bulunan genler esit olarak dagilmaz ve
genellikle  babanin  organelleri  fonksiyonlarini  kaybederler.  Bitkilerde — diger
organizmalardan farkli olarak 3 yerde genom bulunur. Bunlar ¢ekirdek, plastid
(kloroplast DNA=cpDNA) ve mitokondride (mitokondriyel DNA=mtDNA)
bulunur. Kloroplast genomu tek bir daitesel DNA molekilinden olusmakta, hacmi
ve organizasyonu ¢ok stki bir sekilde korunmaktadir. Fotosentezle ilgili genlerin bu
genomdaki genlerce idare edildigi belirtiimektedir. Mitokondriyel DNA’nin ise ¢ok
degisik formlarinin oldugu, sitoplazmik erkek kisitliginin (cms) buradaki genlerce
idare edildigi konusunda bildirimler vardir. Protoplast flizyonu sonucu dondr
hiicrelerdeki  butin genetik materyal bir araya gelerek, 2 plastomlu (cpDNA
tniteleri) ve 2 kondriomlu (mtDNA dniteleri) melez hiicreler veya heterokaryonlar
olusur (Bravo ve Evans, 1985). Bu nedenle somatik meiezlemede yeni olusan melez
her iki ebeveynin hem ¢ekirdek hem de sitoplazmasinda bulunan genetik
karakterleri  tasiyabilir.  Sitoplazmik  replikasyon = mitozla  diizenlenmediginden
fizyon sonucu olusan yavru hiicreler cekirdek genomlart acisindan klon olmalarina
karsin  sitoplazmik  organeller  rasgele  dagilabilir  ve ileriki  generasyonlar
ebeveynlerden birinin lehine saflagabilir.

Somatik melezleme, iki protoplas tin ¢ekirdek, sitoplazma veya her ikisinin de
birbiriyle belirli ortam ve sardarda birlestirilmesidir. Fizyon sonucu olusan yapilara
fizyon drinleri veya heterokaryonlar denir. Bu birlesme sonucu olusan Dbitki,
sitoplazmalar (sibrit), cekirdekler (hibrit) veya her iki bakimdan da somatik melez
olabilir (Bravo ve Evans, 1985; Warren, 1991). Somatik melezleme yoluyla ortaya
cikabilecek kombinasyonlar Sekil 4.7°de g6sterilmistir.  Sibritler klasik  hibritlerin
tersine, ebeveynlerden birinin cekirdek genletine (niiklear genler) ayni zamanda her
iki ebeveynin de sitoplazmasina sahiptirler (Bajaj, 1989). Sibritler organel biyolojisi
ve molekiler genetigin gelismesine 6nemli katkilarda bulunmuslardir.

Elektrofiizyon veya kimyasal fiizyon sonucu homokaryonlar, heterokaryonlar ve
coklu flizyon urinleri ortaya ctkmaktadir. Bu nedenle 6zellikle hicresel seviyede ve
baslangicta, heterokaryonlart ayirmada etkin bir seleksiyon metodunun uygulanmast
gerekir.

Pro toplas darin melezlenmesi icin bir engel olmadigindan dolayr eseysel olarak
melezlenemeyen tirler protoplast seviyesinde bir araya getirilebilirler. Hiicre
duvarinin  uzaklagtirilmasina ragmen geriye kalan protoplast zart yapisal olarak
saglamdir. Fizyon Oncesi flzyona girecek iki htcre birbirine yaklagtirhr  ve
kimyasal veya elektrik akimiyla uyardarak bitlestirilir. Fiizyondan sonra her iki tlrin
cekirdegini de bir sitoplazma iginde iceren heterokaryonlar yeni hiicre duvar
olusturarak boélinmeye baglarlar ve sonucta somatik melez bir hiicre olusur (Sekil
4.8).
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Teorikte normal bir bitki hiicresi gibi, somatik hibrit hiicre de totipotenttir. Bu
nedenle embryogenesis veya organogenesis yoluyla olgun (melez) bir Dbitkiye
donisebilir.  Somatik  melezleme  yalnizca  sekstiel olarak  uyusmayan  titlerin
melezlenmesinde degil, vegetatif olarak treyen bitkilerin genetik modifikasyonunda
da kullandabilir.

Cekirdekler  Mitokondriler Kloroplastiar
mtDNA cpDNA

A. Cekirdek melezleri
{Hibritler)

O oo@@

B. Ebeveyn 1 ¢ekirdekli O
sitoplazmik melezler
(Sibritler)

C. Ebeveyn 2 c¢ekirdekli
sitoplazmik melezier
(Sibritler)

HNNEO NANED NAED
Al Jrgivgd il Iy N ZPNpY N

Sekil 4.7. Somatik melezleme sonucu ortaya cikabilecek muhtemel
kombinasyonlar (Bravo ve Evans, 1985).
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4.7.3. Protoplast fiizyonu igleminin agamalari

Genel olarak somatik bir melezlemede sirastyla asagidaki islemler (Sekil 4.8)
uygulanir (Er ve Canpolat, 1992):

a. Fuzyonu olacak her iki cins veya tirden tekrarlanabilir bir sekilde
protoplasdar izole edilir ve optimum bir protoplast-bitki rejenerasyonu
metodu gelistirilir.

b. Protoplasdar ¢esitli metotlarla bitlestirilir (fiizyon).
c. TFuzyon urtnlerinin (heterokaryonlarin) secimi yapilir.

d. Heterokaryonlarin  kiltiri  sonucu  6nce  kallus  sonra  siirgiin
rejenerasyonu yoluyla bitkiler elde edilir.

e. Somatik melezler seleksiyona tabi tutulur.

f. Somatik melez bitkiler ebeveynletle karsilastirmali olarak analiz edilir.
g. Verim ve tarla denemeleri yapilir.

h. Tohum iretimi ve tescil (ticari gesit) islemi yapilir.

Protoplast izolasyonu icin gerekli alet, ekipman ve sistemler Tablo 4.3te daha
6nce verilmisti. Somatik melezleme igin gerekli ihtiyaclar da Tablo 4.6’da
verilmistir. Tabloda belirtilen ihtiyaglarin  hepsi aym anda gerekli olmayip,
uygulanan metoda gore degisebilir.

Tablo 4.6. Somatik melezleme icin gerekli ekipman ve ihtiyaclar.

PEG

Mikromanipilatér (mikro enjektdrler ve mikroskop sistemi)
Elektrofiizyon aparati

Flow sitometre

FACS (floresana dayali hiicre ayiricisi)

DNA izolasyon kideri

Jel elektro forez

Kromozom sayimi icin gerekli imkanlar

Saksilar, petlit, kum, kompost, etikeder

Tklim odast ve sera
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A tiru B tiiriu
Hiicre siispansivonu Yaprak mezofili
rotoplast izolasyon
+
Klorofilsiz Klorofilli

Elektrofiizyon Kimyasal fiizyon

Polietilen glikol (PEG)
Yiiksek Ca++, pH

- Na+ tuzian
Dizilme veya

bir araya
gelerek
kaynasma l
Heterokaryon Yesil ve
sitopiazmik

Renksel seleksiyon

Kiiltiir ortamm

Mitotik /A
boliinme \ \\g/

Seleksiyon
-*. Somatik hibrit
3:' hiicreler
§ B

Organogenesis veya embryogenesis

Somatik #lelez bitkiler

Sekil 4.8. Protoplastlarin kimyasal ve elektriksel
fizyonu ve somatik melezlerin elde edilmesi (Er ve
Canpolat, 1992).
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Tablo 4.7. Fizyon ve yikama soliisyonlarinin kompozisyonu (Power ve ark, 1989).

Fiizyon Igerigi Hazirlama ve
soliisyonlari steriliz asy on
PEG %30 (a/h) PEG MA. 6000, %4 (a/h) Otoklav edilir ve
Sakkaroz, 0.01 M CaCl...H-o kullanilincaya kadar 4 °C’de
karanlikta saklanir.
Yiiksek pH/Ca++ 0.05 M Glisin-NaOH tamponu, 1.1% Kullanimdan 6nce

Yikama soliisyonu

(a/h) CaClz.cH.o, 9-10% (a/h)
Manitol, pH 10.4

CPW13M + 0.74 g/100 ml

hazirlanir ve filtre ile

sterilize edilir

Otoklav edilir ve

CPWI3M/Ca++ CaCl..2H,0 kullanilincaya kadar 4 °C’de
karanlikta saklanir.
Kigiik capk PEG % 22.5 (a/h) PEG MA. 6000, %1.8 Otoklav edilir ve

(a/h) Sakkaroz, 154 mg/100 mi kullanilincaya kadar 4 °C
CaCl...H,o, 9.52 mg/100ml

KH:PO,, pH: 5.8.

fiizyon soliisyonu
karanlikta saklanir

740 mg/100 mli CaCl..2H.0, 375 Kullanimdan 6nce
mg/100 mi Glisin, %11 (a/h)

Sakkaroz, pH: 5.8.

Tipik bir yikama
soliisyonu hazirlanir ve filtre ile

sterilize edilir

Pro toplas dar negatif (-) elektrik yikine sahip olduklarindan bir araya gelemezler.
Birbirleriyle temas edebilmeleri igin ortama pozitif (+) yiukld bir iyonun verilmesi
gerekir. Bu maksatla en fazla Ca** kullanidir. Fakat Ca** iyonlar fiizyona sebep
olmazlar. Bu nedenle fiizyonun gerceklestirilmesi icin polietilen glikol (PEG) ilave
edilir. Pro toplas dar birbirlerine yapisirlar ve aralarinda bir hicre zart koéprist
(Sekil  4.8). Daha cekirdekler dahil hiicte muhtevalari  birleserek
heterokaryonlar Bu noktadan heterokaryonlar da
pro toplas t gibi hareket edebilir ve 6nce htcre duvart rejenerasyonu meydana gelir.
Daha sonra tekrarlamak olarak mitotik bélinme sonucu kallus olusur. Kallus bitki
rejenerasyonu ortamina transfer edilir ve elde edilen
potansiyel somatik melezler elde edilit. Daha sonra bu melezlerin anakzi yapikr (Er
ve Canpolat, 1992).

olusur sonra

olusur. itibaren normal  bir

surginler koklendirilerek

Genel bir protoplast fiizyonu protokoli:

Kullanidan birlestirici maddelere veya etkenlere goére degisen bir c¢ok protoplast
fizyon metodu tanimlanmustir. Bazi fiizyon ve yikama solisyonlart Tablo 4.7’de
verilmistir. Burada kullanilarak  fiizyon
sonrast bu heterokaryonlarin ayrilmasidir. En ¢ok kullanilan metot fiizyondan 6nce
farkk renkte (klorofilk ve klorofilsiz) hiicrelerin kullanilmasidir (Sekil 4.8).

en oOnemk noktalardan birisi markorler
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Asagida  Petunia  parodii yaprak mezofil protoplasdart ile Pefunia hybrida huicre
sispansiyonu pr o toplas darmnin (renksiz=albino) fizyonu i¢in bir protokol
verilmistir (Power ve ark., 1989):

1. P. parodii ve renksiz (albino) P hybrida protoplasdart MSPIOM ortamunda 2 x
105 protoplas t/ml yogunlukta ayatlani.

2. Her fiizyon uygulamasi icin 7 tane santrifiij tipi 4 ve 8 mi seviyelerinde
isaredenir.

3. Protoplasdar asagidaki gibi tiplere dagitilir.
Bir tip 4 mI P.Parodii - canlilik kontrolii icin isaredenir.
Bir tip 4 ml P.hybrida - canlilik kontrolii icin isaredenir
Bir tip 8 mI P. Parodii - P. parodii kendileme testi icin isaredenir.
Bir tip 8 mi P.Hybrida - P. hybrida kendileme testi icin isaredenir.
Ug tiip 4 ml P. parodii + 4 mI P hybrida - fizyon icin etiketlenir.

4. Canlilik kontroli ig¢in kullaniacak tipler haric diger tipler santrifujlenir,
protoplasdar dibe ¢okeltilir ve ortam swvist pipetle 0.5 ml ortam kalana kadar
uzaklastirlir.

Fuzyon solusyonu ilave edilit (6tnek: PEG veya yuksek pH/Ca*+)-
Sonra yine santrifiijle fizyon soliisyonu uzaklastirilir.

Fiizyon edilmis protoplasdar 16 mI MSP19M ortami icinde kartstirilir.

© N o o

Her biri 8 ml MSPIOM agar ortami iceren 12 adet 9 cm’lik Petri kutusu
hazirlanar.

9. Her iki canlilik kontrolii tiipit MSP19M ile 8 mI” ye tamamlanir.
10. Daha sonra protoplasdar asagidaki sekilde dagitilir:
a. P. parodii canlilik kontroli - 8 ml/kutu (1 adet),
b. Albino P. hybrida canlilik kontrolii - 8 ml/kutu (1 adet),
c. 3 fuzyon tiplni her biti iki Petti kutusuna - 8 ml/kutu (6 adet),
d. P. parodii kendilenmis - 8 mI sadece bir petri kutusuna,

e. P. hybrida albino kendilenmis, sadece 8 ml olarak bir Petri
kutusuna dagitilr,

f. Kalan kendilenmis iki adet 8 mi karistirilir ve 8 miI olarak tekrar iki
adet Petri kutusuna dagitilir.

g. Son deneme deseni su sekilde olur:
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Uygulamalar Son yogunluk 5 x10456 protoplast/ml
Petri kutusu sayisi
P, parodii canlilik kontrolii 1
Albino P. hybrida canlilik kontrolii 1
P, parodifkendilenmis 1
Albino P, hybridakendilenmig 1
Fiizyon sonras1 kangim kontrolii 2
Fiizyon edilmig 6

Bitin Petri kutulatt Nesco film veya Parafil ile sarlir ve 25 °Cde strekli
aydinlanma (700 liks) altinda kiltire alinir.

Polietilen glikol (PEG) ile fiizyon:

PEG (Tablo 4.7) vyoluyla (kimyasal) fizyon elektriksel fiizyondan daha fazla
kullanilmaktadir.  Genellikle % 10-50 PEG konsantrasyonu pro toplas darin
birlesmesini saglar. PEG ile fizyon vyapilitken flizyon ortamina 9%5-10 arasinda
gliserol ilave edilmesi farkli hiicre kaynaklarmnin daha fazla melezlenmesini
saglayabilmektedir (Xu ve Jia, 1997). Bununla beraber PEG toksiktir, kiltire
almabilirlik ylzdesini ve rejenerasyon oranint digtirmektedir. PEG metodu genelde
coklu hiicre flizyonuna da sebep olabilit. Ama ama¢ sadece farkli iki hicrenin
melezlenmesidir (Warren, 1991). PEG ile fiizyonun uyarilmasina asagida bir 6rnek
verilmistit (Power ve ark., 1989):

PEG ile fiizyon uygulamasi:
1. Yukaridaki islemlerden 1-5 uygulanir.

2. Canlilik kontrolii hari¢ her tipe 2 ml PEG (Tablo 4.7) ilave edilir ve 10
dakika bekletilir.

3. Bes dakika arayla her tipe sirasiyla 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 ml MSPOM ilave
edilerek PEG solisyonunu sulandirilir ve her sulandirmada tipin icindekiler
karistirilir.

4. Protoplastlar 10 dakika streyle santrifiijlenir (100 x g) ve ytuzeyde kalanlar
uzaklastirilir.

5. Aynt islem MSP19M kullaniarak tekrarlanir.

6. Genel yontemin 7-1 Elik kisimlart uygulanir.
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Yiiksek pH/Ca** ile fiizyon:
1. Genel yontem I’'den 5’e kadar takip edilir.

2. Her tipe 4 ml yitksek pH/Ca** fiizyon solisyonu ilave edilir (canlilik testi
kontrolleri hari¢). Tupler 30 °Cdeki su banyosunda 10 dakika stireyle
tutulur.

3. Tupler santrifiijlenir (50 x g, 3-4 dakika) ve tstte kalan kisimlar uzaklagtirilir.

4. Protoplastlar tekrar kanguriip santrifijlenerek  iki defa CPW13M/Cat*
solusyonu ile yikanir.

5. Genel yontemin 7-11 kisimlart uygulanir.

Elektrofiizyon:

Kimyasal  fiizyona  alternatif — olarak  protoplastlar  elektriksel — yollarla  da
melezlenebilir. Kimyasal metoda karsilastirldiginda  elektrofiizyon  toksik — degildir,
daha fazla frekansta fiizyon gerceklesir ve tekrar edilebilmesi daha kolaydir (Jones,
1991).  Elektriksel —fizyon hiicre membranmin  geriye donisimlia  -olarak
pargalanmasina ve membranin gecirgenlik ve iletkenliginin artmasina sebep olur.

Ik 6nce protoplasdar elektrolitsiz bir soliisyonda karistirilir  ve  birbirine yakin
dokunmalarini saglayacak degisken (AC, alternatif akim) bir elektrik akimi verilir.
Her iki yo6nden protoplasdar birbirine yapisarak kisa zincirler olustururlar. Daha
sonra solisyona cok kisa araliklarla (milisaniye) direkt elektrik akimi (DC) verilir.
Bu islem sonucu birbirine bitisik yetlerde plazma membranlart  parcalanir  ve
protoplasdar birbiti icine girerler (Sekil 4.8).

Elektriksel fizyonda 6nemli noktalar sunlardir:

1. Protoplast elektrolitsiz bir ortamda karstirilarak tutulmalidir. Bu  ortam
genellikle %9-1 (a/h) arasinda manitol ve 0.5 mM CaCI2.H20 igerir,
izolasyondan sonra protoplasdar en az i¢ defa elektrofiizyon solisyonunda
yikanmalidirlar.

2. Yikamadan sonra flizyon icin protoplasdar istenilen yogunluga getirilir (1 x
105/ml-5 x 104/ml) ve 5x5 lik bir Petri kutusunun (Stetilin Ltd., UK)
ortadaki 9 bolmesine 1-3 mT olarak konulur.

3. Protoplasdar AC verilerek siralanirlar. Bu dizilmeden sonra DC uygulanir.
Bu akimdan sonra bir degisken akim (AC) verilebilir. Bu islem
pro toplas darin yakin membran bagini tekrar saglar.

4. TFuzyondan sonra protoplasdarin ¢okelmeleri beklenir. Daha sonra yavas
yavas fiizyon solisyonu cekilerek protoplast kiltir ortami ilave edilit. Bu
islem elektrofiizyon solisyonun konsantrasyonunun —minimuma inmesine
kadar tekrar edilir.

129



M. Babaoglu, S. Ozcan

4.8. Heterokaryonlarin Kiiltiirii ve Seleksiyon

Somatik melez hiicrelerin - kaltirii de normal protoplagtlarin  kiltiirine benzer.
Bagarili bir kaltir igin uygun ortamlar gelistirilmelidir. Heterokaryonlarin bagarilt
bir kiltiri icin genellikle KM (Kao ve Mickhayluk, 1975; Kao, 1977) gibi zengin
icerikli ortamlar kullantlir. ilk olarak KM8p gibi yogun bir ortamla baslanir, daha
sonra KP8, KM8 ve K8 (EKI) gibi daha disiilk ozmotik basinca sahip ortamlarla
sulandurlir.

Degisik bitkilerden elde edilen pro toplas tlar farkli fiizyon soliisyonlarina farkli tepki
verirler. Fluzyon orani ve protoplast canliligi arasinda iyi bir denge kurulmalidir.
Genel olarak monokotiledon bitkilerin pro toplas tlart dikotiledonlara goére daha
kolay fiizyona ugramaktadirlar.

Somatik melezlemeden sonra en Onemli konu somatik melez pro toplas tlatin
secilmesi ve bunlardan bitki elde edilmesidir. Cunkid fiizyon ortaminda iki tirin
protoplasdart  (Pl, P2) bir arada bulunmakta ve fiizyon islemi sonucu degisik
melezlerin  ortaya c¢itkmast yaninda melezlemeye girmeyen pro toplas dar da
bulunmaktadir (PlxP2, PIxPl, P2xP2, Pl ve P2). Burada arzu edilen sadece PIxP2
kombinasyonudur (heterokaryon). Homokaryonlar (PIxPl veya P2xP2) ve diger
ebeveyn protoplasdart asagidaki metotlarla ayrilmalidir (Er ve Canpolat, 1992).

a) Mikro seleksiyon: Fizyon sonrast heterokaryonlarin flizyona ugramayan
pro toplas dardan kolayca ayirt edilebilmesi icin gézle ayirt edilebilen
markérler  kullanilmast  sartiyla  (mezofil hucreleri x  hiicre  stspansiyonu
hicreleri melezi), steril sartlar alunda alttan objektifli (objektifi ters
cevrilmis) bir mikroskop ve mikro enjektér kullanilarak heterokaryonlar
tek tek ayrilabilir. Bu yontemde, klorofil icermeyen beyaz veya sart renkte
bir protoplast (sispansiyon hiicrelerinden elde edilir), kloroplast iceren
ve yesil renkte pro toplas darla (yaprak mezofil protoplasdart) flizyona
ugradiginda melez pro toplas tin kloroplast icermesi ve tipik sitoplazmik
kenara sahip olmast ile ayirt edilebilmektedir.

b) Pro toplas darin boyanmas:: Bu yontemde iki tirin protoplasdart farkli
boyalarla boyanmaktadir. Protoplast fiizyonundan sonra elde edilen
protoplast  popilasyonu  hiicre ayirt edici  olarak  adlandirlan  bir
dizenekten gecirilir  (FACS=Fluorescent Activated Celi Sorter; Isik
Yansimasina Dayali Hucre Ayiricis;; EPICS  cihaz). Bu  diizenekte
protoplasdar lazer 1smnindan geger. Bu gecis sirasinda  hiicreler 11k
enerjisini absorbe ederler. Bu enerjinin  bir kismu farkli  renklerdeki
floresans 15181 olarak etrafa sagilir. Etrafa sacilan bu 1s1gin rengine gore
melez protoplasdar ayirt edilir.

EPICS cihazinin kullanimmna ge¢meden 6nce agagidaki islemlerin  dikkate
alinmasi gerekir:
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1. Izolasyon: Yeterli sayida ebeveyn ve heterokaryonlara ait
protoplast  elde  edilmelidir. ~ Her  faktérden  (ebeveynler,
heterokaryonlar ve canliik testi igin) en az toplam 2x10¢
protoplast/ml olmast gerekir.

2. Canliigin  devamr: Ayrimda kullanidacak kimyasal madde ve
ortamlardan dolayt protoplag dar fiziksel zarara ugrayabilir. Genel
olarak kullanilan kaplama solisyonu CPW13M’dir. Bu nedenle
protoplastlarin en az 1 saat solisyon icinde kalabilmeleri gerekit.
Kullandan ~ boyalarin ~ (FDA=Fluoresceindiacetate) da  canhlik
tzerine etkileri 6nceden belirlenmelidir.

3. Fuzyon: Protoplastlarin bitleserek gruplar olusturmasini saglayan
ve tekrarlamak fiizyonu oOnleyici metotlar gekstirilmekdir. Cunkd
bu durum ayrim etkinkgini azaltir.

4. Ayirma: Aynm  etkinkgi ayiricinin  ebeveynlerle heterokaryonlart
tanima yetenegine gore degisir.

5. Protoplastlarin biyuklagu: Protoplast hacmi canlikgin
devaminda 6nemk bir faktérdir. Ayirimi yapilabilen maksimum

hticre buyuklugt yaklasik 80 pm’dir.

6. Canlikk: Ayrim  sonucu heterokaryon canlikgt belirlenmekdir.
Ayrica kontrol protoplastlartnm  da canhkgr karsilastirmak olarak
kontrol edilmekdir.

Fiziksel ~olarak ayirma: Melez protoplastlarla  fiizyona girmemis
pro toplas tlar arasindaki elektrik yikd farkliligi veya agirkk farkina gore
melez pro toplas tlar secilebilir.

Genetiksel olarak seleksiyon: Ornek olarak herhangi bir kimyasala
karst dayanildt olan bir tirden elde edilen pro toplag tlar baska bir
kimyasala dayanildi olan tirin pro toplas dari ile bitlestirilir ve elde
edilen popilasyonu her iki kimyasak da iceren bir besin ortaminda
kiltire akndiginda sadece melez protoplasdar yasamlarini  devam
ettirebileceklerinden bunlar kolaykkla ayirt edilebilir.

Albino hiicreler ve iodoasetamid (IOA) veya X isinlart ile inaktive
edilen protoplastlarin  fiizyonda kukanimast da seleksiyonda 6nemk
kolaykklar saglamaktadir.

4.9. Somatik Hibrit Bitkilerin Analizi

Muhtemel

somatik  melezlerin  anakzi RAPD  profilleri, koromozom  sayimi,

Southern anakzi, Flow Sitometri, RFLP, 77 situ genomik melezleme gibi
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biyokimyasal ve sitolojik metotlar kullanilarak yapilabilmektedir. Ebeveynletle, Fi
hibrit ve somatik hibrit bitkiler karsilastirilir. Su analizler yapilabilir:

Fraksiyon I protein analizi

Kromozom sayist ve karyotipi

izozimler

Mitokondriyel DNA miktarinin tespiti
Kloroplast DNA miktarinin tespiti
Niiklear DNA miktarinin tespiti

Genel morfoloji (somaklonal varyasyon)

Nk =

Degisik tirlerin  protoplasdan melezlendiginde, nikleuslarin  durumu ne olursa
olsun organel transferi kacimilmazdir. Sitoplazma veya organel transferi bazi
durumlarda  bitki  rejenerasyonu  sonrast ortaya ¢tkar. Mitokondriyel DNA
tarafindan kontrol edilen sitoplazmik erkek kisitligt buna bir Ornektir ve bir cok
melezlemede ortaya cikmistir (Power ve ark,., 1989). Cogu durumlarda ¢ekirdekleri
radyasyonla inakiive edilmis pro toplas dar en uygun organel vericileri olusturur.
Ayrica izole edilen organ eller de aktarilabilitler.

4.10. Sonug

Her bitki tirt icin tekrarlanabilir bir sekilde protoplasttan bitki elde etme metodu
gelis tirilebilmis  degildir. Heterokatryonlarin etkin bir sekilde ayirimi

yapilamamaktadir. Ayrica somatik melez bitkiler genellikle steril olmakta, dol
vermemekte veya fertil olmasi durumunda ¢ok genis bir somaklonal varyasyon
gOstermektedir.

Bu boélimde belirli  bitki tirlerinde 6zel olarak protoplast kiltird ve somatik
melezleme ile ilgili calismalart vermek yerine protoplast teknolojisinin = genel
prensipleri ve metodart  lzerinde  durulmugtur.  Bitki 1slahinda  protoplast
fizyonunun ger¢ek potansiyeline hentiz ulasilmis  degildir. Arastirmalar ilerledikge
bu konuda basarilar ve yeni ufuklar acilacakur. Turkiye'de protoplast sistemleri
konusunda calisma yapacak arastiricilar caligacaklar:  bitki  tird Gzerinde iyi bir
literatiir taramast yapmadan ise baglamamak ve daha c¢ok Uzerinde caksilmamis
tirlere ve ekotiplere yonelmekdirler.

Kaynaklar

Babaoglu M (2000) Protoplast isolation in lupin (Lupinus mutabilis Sweet.): Determination of
optimum explant sources and isolation conditions. Turkish J. of Bot, 24: 177-185.

Bajaj YPS (1989a) Plant Protoplasts and Genetic Engineering 1. Biotechnology in
Agriculture and Forestry, Cilt 8, Springer-Verlag, Berkn Heidelberg.

Bajaj YPS (1989b) Plant Protoplasts and Genetic Engineering II. Biotechnology in
Agriculture and Forestry, Cilt 9, Springer-Verlag, Berkn Heidelberg.

132



Protoplast Kiiltiirii ve Somatik Melezleme

Bajaj YPS (1993a) Plant Protoplasts and Genetic Engineering III. Biotechnology in
Agriculture and Forestry, Cilt 22, Springer-Verlag, Berlin Heidelberg.

Bajaj YPS (1993b) Plant Protoplasts and Genetic Engineering IV. Biotechnology in
Agriculture and Forestry, Cilt 23, Springer-Verlag, Berlin Heidelberg.

Bajaj YPS (1994a) Somatic Hybridisation in Crop Improvement I. Biotechnology in
Agriculture and Forestry, Cilt 27, Springer-Verlag, Berlin Heidelberg.

Bajaj YPS (1994b) Plant Protoplasts and Genetic Engineering V. Biotechnology in
Agriculture and Forestry, Cilt 29, Springer-Verlag, Berlin Heidelberg.

Bajaj YPS (1995) Plant Protoplasts and Genetic Engineering VI. Biotechnology in
Agriculture and Forestry, Cilt 34, Springer-Verlag, Berlin Heidelberg.

Bajaj YPS (1996) Plant Protoplasts and Genetic Engineering VII. Biotechnology in
Agriculture and Forestry, Cilt 38, Springer-Verlag, Berlin Heidelberg.

Bajaj YPS (1989) Genetic engineering and in viro manipulation of plant cells- technical
advances. In: YPS Bajaj (ed), Biotechnology in Agriculture and Forestry, Vol. 9, Plant
Protoplasts and Genetic Engineering II, pp. 1-22, Springer-Verlag Betlin Heidelberg.

Bravo JE, Evans DA (1985) Protoplast fusion for crop improvement. Plant Breeding
Reviews. Vol. 3, p. 193-218.

Buiteveld J, Suo Y, Campagne MMYV, Creemers Molenaar J (1998) Production and
characterisadon of somatic hybrid plants betvveen leek (Alfum ampeloptasum 1.) and onion
{/\lium cepaP.). Theor. Appl. Genet., 96(6-7): 765-775.

Carlson PS, Smith HH, Dearing RD (1972) Parasexual interspecific plant hybridisation.
Proc. Nad. Acad. Sci. USA, 69: 2292-2294.

Dirks R, Sidorov V, Tulmans C (1996) A new protoplast culture system in Daucus carota L.
and its apphcations for mutant selecdon and transformation. Theor. Appl. Gen, 93(5-6):
809-815.

Dons JJM, Colijn-Hooymans CM (1989) Agarose plating of protoplasts and its
implications. In: YPS Bajaj (ed), Biotechnology in Agticulture and Forestry, Vol. 8, Plant
Protoplasts and Genetic Engineering I, pp. 50-62, Springer Verlag, Berlin, Heidelberg.

Dovzhenko A, Bergen U, Koop HU (1998) Thin-alginate-layer technique for protoplast
culture of tobacco leaf protoplasts: shoot formation in less than two week. Protoplasma,
204(1-2): 114-118.

Er C, Canpolat N (1992) Bitki Islahinda Doku Kiiltirleri, Tarim ve Koyigleri Bakanlig:
Yayinlan, Ankara,, s. 9

Evans DA, Bravo JE (1983) Protoplast isolation and culture In: Evans DA, Sharp WR,
Ammirato PV, Yamada Y (eds), Handbook of Plant Celi Culture. Vol. 1, Techniques for
Propagation and Breeding, pp. 124-176, MacMillan Publishing Company.

Feher A, Dudits D (1994) Plant protoplasts for celi fusion and direct DNA uptake: culture
and regeneration systems. In: Vasil K, Thorpe TA (eds), Plant Celi and Tissue Culture.
Kluwer Academic Publishers, pp. 71-118, Dordrecht, Netherlands.

133



M. Babaoglu, S. Ozcan

Gahan PB (1989) Viability of plant protoplasts. In: YPS Bajaj (ed), Biotechnology in
Agriculture and Forestry Vol. 8, Plant Protoplasts and Genedc Engineering I, pp. 34-49,
Springer Verlag Berlin Heidelberg.

Gamborg OL, Miller RA, Ojima K (1968) Nutrition requirements of suspension cultures of
soybean root cells. Exp. Celi Res., 50: 151-159.

Gleddie SC (1995) Protoplast isolation and culture. In: Gamborg OL, Phillips GC (eds),
Plant Celi Tissue and Organ Culture, Fundamental Methods, pp. 167-180, Springer-Verlag.

Grosser JW, Maurao-Fo FAA, Gmitter FG, Louzada ES, Jiang J, Baergen K, Quiros A,
Cabasson C, Schell JL, Chandler JL (1996) Allotetraploid hybrids between citrus and seven
related genera produced by somatic hybridisation. Theor. Appl. Gen., 92(5): 577-582.

Hail RD, Riksen-Bruinsma T, Weyens GJ, Rosquin IJ, Denys PN., Evans IJ, Lathouwers
JE, Lefebvre MP, Krens FA (1996) A high efficiency technique for the regeneradon of
transgenic sugar beets from stomatal guard cells. Nature Biotech., 14(9): 1133-1138.

Hen H]J, Wingender R, Schnabl H (1998) Regeneradon of fertile interspecific hybrids from
protoplast fusion between Helianthus annuus L. and wild Helianthus species. Plant Celi Rep.,
18(3-4): 220-224.

Ishi S (1989) Enzymes for the isolation of protoplasts. In: YPS Bajaj (ed), Biotechnology in
Agriculture and Forestry, Vol. 8, Plant Protoplasts and Genedc Engineering I, pp. 23-33,
Springer Verlag, Berlin Heidelberg.

Jones MGK (1991) Eletrical fusion of protoplasts. Plant Tissue Culture Manual, D3: 1-11.

Kluwer Academic Puublishers, Nedherlands.

Gilbert EJ, Shohet S, Caligari PDS (1995) Studies on the effect of protoplast density and
genotype mixing on celi regeneradon. Ann. Appl. Biol., 126: 379-393.

Kao KN, Michayluk MR (1975) Nutritional requirements for growth of |7da bqjaylaﬂa cells
and protoplasts at a very low population density in liquid media. Planta, 126: 105-110.

Kisaka H, Kisaka M, Kanno A, Kameya T (1997) Production and analysis of plants that are
somatic hybrids of batley (Hom’eﬂm W{gm’e L) and carrot (Dasucus carota L.). Theor. Appl
Gen., 94(2): 221-226.

Kisaka H, Kisaka M, Kanno A, Kameya T (1998) Intergeneric somatic hybridisation of rice
(Ory™a sativa L) and batley (Hordeum vulgare L.y by protoplast fusion. Plant Celi Rep., 17(5):
362-367.

Mohr H, Schopfer P (1995) Plant Physiology. Lawlor G, Lawlor DW (Ceviren), s. 21-30,
Springer-Verlag, Berlin Heidelberg.

Murashige T, Skoog F (1962) A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cultures. Physiol. Plant., 15: 473-497.

Ochatt SJ, Power JB (1992) Plant regeneradon from cultured protoplasts of higher plants.
In:. MW Fowler, GS Warren, M Moo-Young (eds), Plant Biotechnology: Comprehensive
Biotechnology, Second Supplement, pp. 99-127, Pergamon Press.

134



Protoplast Kiiltiirii ve Somatik Melezleme

Power ]JB, Davey MR, McLellan M, Wilson D (1989) Laboratory Manual Plant Tissue
Culture (Revised), Plant Genetic Manipulation Group, Department of Life Science,
University of Notdngham, UK.

Roest S, Gilissen LJW (1989) Plant regeneration from protoplasts - a literatiire review. Agta
Bot Neerl., 38(1): 1-23.

Roest S, Gilissen LJW (1993) Plant regeneration from protoplasts - a supplementary
literatiire review. Agta Bot. Neerl., 42(1): 1-23.

Sigareva MA, Earle ED (1997) Direct transfer of a cold-tolerant Ogura male-sterile
cytoplasm into cabbage (Bmﬂ%[ oleracea ssp. capitata) via protoplast fusion. Theor. Appl.
Gen., 94(2): 213-220.

Takabe I, Labib G, Melchers G (1971) Regeneration of whole plants from isolated
mesophyll protoplasts of tobacco. Naturewissenschaften, 58: 318-320.

Tegeder M, Schieder O, Pickardt T (1995) Breakthrough in the plant regeneration from
protoplasts (17da falm and 1. ﬂarbaﬂemz'x). In: Terzi M (ed), Current Issues in Plant
Molecular and Cellular Biology, pp. 85-80, Kluwer Academic Publishers, Netherlands.

VonKelle A, Coster HGL, Schnabl H, Mahaworasilpa TL (1997) Influence of electrical
treatment and celi fusion on the celi prolferation capacity of sunflower protoplasts in very
low density culture. Plant Sci., 126(1): 79-86.

Wardrop J, Lowe K, Power JB, Davey MR (1996) Perfluorochemicals and plan
biotechnology. An improved protocol for protoplast culture and plant regeneration in rice
(Ory™a sativa L.). J. Biotechnol., 50(1): 47-54).

Warren G (1991) Protoplast isolation and fusion. In: Stafford A, Warren G (eds), Plant
Tissue Culture, pp. 62-81, Open University Press, Milton Keynes, UK.

Xu ZQ, Jia JF (1997) Regeneration of intergeneric somatic hybrids by protoplast fusion
between Onobrychis viciafolia and Medicago sativa. Science in China Series C-Life Sciences,
40(4): 363-370.

135



M. Babaoglu, S. Ozcan

EK 1. KM’ye dayali ortamlar [KM ve K, sirastyla Kao ve Michayluk (1975); Kao (1977)’den
modifiye edilmigtir].

Konsantrasyon (mg/1)

Komponent KM K
Makro besinler NH4NO; 600.0 600.0
KNO3 1900.0 1900.0
CaCl,.2H,0 600.0 600.0
MgS0,.7H,0 300.0 300.0
KH,PO, 170.0 170.0
KC1 300.0 300.0
Sequestrene 330 Fe 28.0 28.0
B5 mikro besinleri KI 0.75 0.75
H3Bos 3.0 3.0
MnS0,.4H,0 10.0 10.0
ZnS0,.7H,0 2.0 2.0
NaMo0, 0.25 0.25
CuS0,.5H,0 0.025 0.025
CoC1,.6H,0 0.025 0.025
Ilave vitaminler Myo-inositol 100.0 100.0
Nikotinamid 1.0 1.0
Pridoksin-HCL 1.0 1.0
Thiamine-HCL 1.0 1.0
Ca pantotenat 1.0 0.5
Folik asit 0.4 0.2
p-ABA 0.02 0.01
Biotin 0.01 0.005
Kolin klorit 1.0 0.5
Riboflavin 0.2 0.1
Askorbik asit 2.0 1.0
Vitamin A 0.01 0.005
Vitamin D3 0.01 0.005
Vitamin Bi, 0.02 0.01
Vitamin E - -
Organik asitler Na piruvat 20.0 5.0
Sitrik asit 40.0 10.0
Malik asit 40.0 10.0
Fumarik asit 40.0 10.0
Sekerler Fmktoz 250.0 125.0
Riboz 250.0 125.0
Ksiloz 250.0 125.0
Manoz 250.0 125.0
Ramnoz 250.0 125.0
Selobiyoz 250.0 125.0
Sorbitol 250.0 125.0
Manitol 250.0 125.0
Serbest amino asitler L-glutamin -
L-serin -

L-asparagin - -

T ammlanamayan Kazamino asit 250.0 125.0
komponentler Hindistan cevizi siitii 20.0 mi 10.0 mi

Not: KM8P= KM + (mg/1) 0.2 2,4-D, 1.0 NAA, 0.5 zeatin, 250 sakkaroz ve 100000 glikoz, K8P= K +
(mg/1) 0.2 2,4-D, 1.0 NAA, 0.5 zeatin, 250 sakkaroz ve 100000 glikoz, KM8= KM + (mg/1) 0.1 2,4-D, 1.0
NAA, 0.2 zeatin, 20000 sakkaroz ve 10000 glikoz, K8= K + (mg/1) 0.1 2,4-D, 1.0 NAA, 0.2 zeatin, 20000
sakkaroz ve 10000 glikoz.
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5.1.Giris

Somatik hucrelerindeki kromozom sayisi, ait olduklart bitki tirinin gamet
hiicrelerinde bulunan kromozom sayist kadar olan bitkilere haploid bitkiler adi
verilmektedir. Haploidler, her bir lokustaki ailelerden sadece bir seriyi icermekte
ve bu Ozellikleri ile 1slah g¢alismalarinda Onemli yer tutmaktadirlar. Haploid
bitkilerin homolog kromozomlardan sadece bir takimini icermesi, resesif
mutasyonlarin  a¢iga ¢ikartilmasina  olanak tanimaktadir. Bunun yanisira haploid
bitkilerin kromozom sayilarinin  katlanmasi  sayesinde %100 homozigot saf
hadar elde edilebilmektedir. Boylece uzun yillara gereksinim duyan saflagtirma
islemi, birka¢ ay gibi kisa bir strede yapilabilmekte; kombinasyon islaht ve Fi
hibrit ¢esit 1slaht  programlarinda zaman yoéninden Onemli dizeyde kazang
saglanabilmektedir.

Haploid bitkilerin; genetik, molekiler biyoloji, fizyoloji gibi temel bilimler veya
bitki yetistirme ve 1slaht gibi uygulamali bilimlerle ilgili konularda saglamis
olduklart avantajlari, asagidaki gibi gruplandirarak siralamak mimkindir:

a.  Haploidleri kullanmanin en basta gelen avantaji, tam bir homozigotiyi
cok kisa bir siirede elde etme olanagini sunmasidir. Dihaploid hatlarin
kullanidmasiyla genetik ve 1slah caligmalarini yapmak kolaylasmakta ve
sonuca daha ¢abuk ulasilabilmektedir. Yabanct déllenen titlerde
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heterozigoti orant ¢ok yiiksek oldugundan bunlarda homozigot hadarin
elde edilmesi icin 10-12 generasyon boyunca kendilemeler yapmak
gerekmekte; kendine déllenen tiirlerde bile ayni amagla 5-7 generasyon
kendileme  islemine  gereksinim  duyulmaktadir.  Dihaploidizasyon
yontemi  devreye girdiginde homozigot hadara bir generasyonda
ulasmak olasidir.

b. Dioik titlerde veya kendileme depresyonu nedeniyle klasik yontemletle
homozigodye ulagsmanin zor oldugu lahana ve c¢ilek gibi titlerde,
dihaploidizasyon yontemi kullandarak bu sorun bir generasyonda
¢oztlebilir.

c. Cok yillik meyve agacglart ve orman Dbitkileri gibi tohumdan
ciceklenmeye kadar olduk¢a uzun bir genclik kisithigr olan tirlerde de
haploidizasyon =~ 6nem  kazanmaktadir. Bu  titlerde  kendilemeler
mimkin olsa bile, homozigodnin elde edilmesi olduk¢a wuzun bir
strede ger¢eklesmektedir.

d. F1 hibrit gesitlerin gelistiriimesinde homozigot hatlar arasinda tstin
kombinasyon yetenegi  verenlerinin belitflenmesi yontemi
kullanildigindan, haploidinin ~ hibrit  ¢esit 1slahinda  6zel bir 6nemi
bulunmaktadir. Dihaploid bitkilerden elde edilen safhatlar Fi hibrit
cesit 1slahinda ebeveyn olarak kullanilabilitler.

e. Kombinasyon 1slahinda da sonuca ¢ok kisa sirede ulagmayi saglayan
haploidi ~ sayesinde, F1 kademesindeki melez bitkilerden  haploid
cekerek; farkli genotiplerde bulunan ve tek bir genotipte toplanmasi
arzu edilen 6zelliklere sahip bitkiler kazanmak mimkiinddr.

f.  Haploidizasyon, resesif mutasyonlarin aciga cikartilmasinda bagvurulan
en etkin yontemdir. Haploid bitkilerde resesif genler, dominant genler
tarafindan  Ortiilemeyeceginden, mutlak  homozigotiye  sahip  olan
dihaploid (DH) hatlarda genetik actlimi izlemek basit bir islem haline
gelmektedir.

¢.  Haploid bitkiler, somatik hibridizasyon isleminin diploid protoplastlara
gbre daha kolay yapilabilmesine olanak tanimaktadir. Ayrica iki haploid
protoplastin  birlesmesinin  sonucu  ‘diploid”  olacagindan; protoplast
kaltird  kullamilarak  yapilan somatik hibridizasyon tekniginin  bilinen
dezavantajlarinin biytik bir kismit boylece ortadan kalkacaktir.

h.  Haploidler ve bunlarin katlanmasi ile gelistirilen dihaploidler sitolojik,
fizyolojik ve genetik acidan 6nemli deneysel materyallerdir.

i Islah  etkinliginin artiridmast,  haploidizasyonun  sagladigt en  6nemli
avantajlar arasindadir (Gallais, 1978; Dematly ve Sibi, 1989). Bu etkinlik
artist iki sekilde agiklanmaktadir:
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- Dihaploid bitkilerin déllerinde bir acilim olmadigl i¢in genotipler
arasinda ¢ok iyi bir eliminasyonun yapilmast,

- Dominansi etkisinin kalkmast ve eklemeli gen etkisinin ikiye
katlanmasi.

j Yonca ve patates gibi  tetraploidlerin  bulundugu  titlerde
haploidizasyon, diploid bitkilerin iretiminde kullanilabilmektedir. Elde
edilen diploidler ticari olarak ilgin¢ olabilecegi gibi, bu yolla baz
tetraploid Urtinlerde; yabani tirler ile kiltir c¢esideri arasinda diploid
seviyede melezleme yaparak kombinasyon yoluna gidilebilmektedir.

k. Kendilemenin olanaksiz oldugu bazi dioik titlerde haploid uyartimi ve
bunu takip eden kromozom kadamastyla saf erkek bitkiler elde etmek
mumkindur. Kuskonmaz (Asparagas officinalis) bu uygulama icin iyi bir
ornektir. Kuskonmaz bitkisinde, erkek bireyler disi bireylerden daha
erkenci ve daha ylksek verimliditler. Disi (XX) ve erkek (XY) bitkiler
melezlendiginde % 50 disi, % 50 erkek kuskonmaz bitkileri elde edilir.
Erkek kuskonmazlarin anterlerinden ¢ekilen haploidlerde (X ve Y)
kromozom katlanmast sonucu stper erkek (YY) bitkiler elde edilit ve
bunlar vegetatif olarak cogalulabilir. Disi bitkiler (XX) stper erkek
bitkilerle melezlendiginde de sadece erkek bitkiler (XY) olusur.

L Haploid bitkiler, farkli patojenler ve patojenlerin fizyolojik irklarina
karst 7z witro seviyede secime olanak vermekte, hastaliklara dayaniklilik
calismalarinda zaman, yer ve maddi kazang saglamaktadir.

m. Dihaploid hatlarin giincel uygulamalarindan biri de gen haritalarinin
ctkartdmasinda  kullanimlanidir.  Dihaploid =~ hadardan  olusan  bir
populasyonda;  heterozigoti  nedeniyle  ortaya  ¢ikan  intermediyer
ekspresyonlara rastlanmaz. Bu nedenle de fenotipik isaredeyicilerin
(marker) tanimlanmasi ¢ok daha etkin olabilmektedir. DH hadarda
herhangi bir gen, ister bitki isterse marker seviyesinde olsun (genellikle
RFLP ile belirlenmektedir); 1:1 oraminda agtlacaktir. Bu  durum,
ozellikle poligenik  olarak  kontrol edilen bir karakterin  haritasi
cikartiliyor s a 6nem tasimakta ve kolaylik saglamaktadir.

ik kez 1922 yilinda Blakeslee ve aragtirma grubu tarafindan Datura stramoninm
bitkisinde yapilan bir calismada dogal olarak ortaya c¢tkan ve ‘haploid’ olarak
isimlendirilen bir bitkide kromozom sayisinin, gamet hiicrelerinde bulunmast
gereken sayida oldugu belirlenmistir. Bunun ardindan 1929 yilinda Kostoff, iki
farkli titln tirinin melezlenmesi sonucunda ('Nicotiana tabacum x N. langsdorfii)
dogal olarak haploidlerin olustufunu rapor etmistir (Sangwaan ve Sangwaan -
Norrel, 1990). Bu ilk bilgilerin verilmesinden sonra pek ¢ok sayidaki bitki
tirinde dogal partenogenesis yoluyla veya degisik tekniklerin deneysel olarak
uygulanmastyla haploid bitkilerin olusumu tizerinde ¢alismalar yogunlasmustir.
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Haploid bitkiler, bazt bitki tirlerinde ¢esiti dogal yollarla kendiliginden
olusabilmektedir. Dogada  haploidlerin =~ olusum  yollart bes ana  grupta
6zetlenebilir  (Sekil 5.1). Bunlardan ilki ‘ginogenesis’ olarak adlandirilmaktadir.
Bu durumda yumurta hiicresi dollenme olmaksizin  zigot gibi bolinmeye
baglayarak haploid yapida bir embrtiyo olusturur. Disi esey hiicresi ile erkek egey
hticresi bitlesmedigi halde; embriyo kesesi sekonder ¢ekirdekleri ile polen
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Sekil 5.1. Bitkilerde dogal ve uyart: yoluyla haploid olusum yollart
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generatif c¢ekirdegi bitleserek embriyonun gelisip ¢imlenebilmesi i¢in gereksinim
duyacagi endospermi olusturutlar (Sauton, 1987).

Haploidlerin  olustugu bir diger yolda ise yumurta hicresinin  dollenmesinden
once, disi esey hicresinin cekirdegi kaybolur veya inaktif hale geger. Bu yolla
olusan haploidler, hiicrelerinde yalnizca erkek gametin  kromozom  takimini
icerdiklerinden bu olaya ‘androgenesis’ ad1 verilmektedir (Goodsell, 1961).

Erkek ve disi esey hiicrelerinin bitleserek embriyo olusumuna katilmasimnimn séz
konusu  oldugu, fakat cekirdeksel erimenin  gerceklesmedigi = ‘semigami’
dutumunda ise ana ve babaya ait sektOtlerin bulundugu kimerali haploid bitkiler
olusmaktadir (Turcotte ve Feaster, 1969).

Dérdiincti yol olan ‘poliembriyoni’ durumunda, normal déllenme sonucu zigot
bélinmeye baslar. Ancak doéllenmis yumurta hicresinin - yanindaki  sinerjit
hiicrelerinden biri de boélinerek gelisir ve haploid embriyo haline gecer. Béylece
yeni olusan tohum icinde biri diploid, digeri haploid olan iki embriyo bulunur
(Lacadena, 1974). Biberde ve seftalide poliembriyoni yolu ile haploid bitkiler
olusabilmektedit.

Besinci haploid olusum yolunda, yumurta hiicresi ile polen generatif cekirdegi
birlesitrler ve dollenme olur. Ancak embriyo gelismesinin ik devrelerinde
ebeveynlerden birine, genellikle babaya ait kromozomlar elimine olur ve gelisen
embriyo n sayida kromozom igerit. Bu sekildeki haploid olusumuna da
'kromozom eliminasyonu’ ad1 verilir (Subrahmanyam ve Kasha, 1973).

Haploid bitkilerin gesitli yollardan dogada kendiliginden ortaya ¢tkma sikligs
tirlere ve hatta tir igerisinde genotiplere bagli olarak degismekte, cogunlukla
%0.1 — 0.001 gibi ¢ok dustk seviyelerde kalmakta; bircok tirde ise dogal
haploid olusumuna hi¢ rasdanmamaktadir (Pocard ve Dumas de Vaulx, 1971).
Yetersiz ve dizensiz cikislart nedeniyle dogal haploid olusumunu esas alarak
islah  programlarini  planlamak ve gerceklestirmek miimkin gorinmemektedir.
Islah programlarinda kullaniabilecek sayida ve dizenli olarak haploidlerin elde
edilmesi, bitki islahcilarinin 6zlemi olmus ve degisik aragtiricilar tarafindan tirler
arast  melezlemeler, tozlamanin  geciktirilmesi, sicaklik  soklari, 1sinlanmig
polenletle tozlama, X ve UV igmnlart uygulamast (Yeung ve Thorpe, 1981; Bajaj,
1983; Pierik, 1989), cicek tozlarina veya bitkilere toluidin mavisi, maleik
hidrazid, azotoksit, kolhisin, kloramfenikol ve paraflor fenilalanin  gibi
kimyasallar veya bazi biiyime diizenleyici maddelerin (2-kloro etik fosfonik asit,
2,4-D) uygulanmasi (Bajaj, 1983; Hosemans ve Bossoutrot, 1983; Pierik, 1989)
gibi degisik yollara basvurulmustur. Tim bu girisimlere karsin, ginimuzde
haploid bitkilerin elde edilebilmesi icin en etkin ve verimli yontemler; erkek veya
disi gametlerin baslangic materyali olarak kullanddigt 7z witro tekniklerle sinurh
kalmaktadir. Bir tirtin normal kromozom sayisinin yarisina (n) sahip olan esey
hiicreleri yani gamederden yararlanilarak; o tiriin gametik kromozom sayisint
tastyan bitkilerin elde edilmesine ‘haploidizasyon’ adt verilmektedir.
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Haploid bitkiler, motfolojik goértintimleri bakimindan diploidlere gére daha
kiiciik yapilidirlar. Normal bir bitkide bulunan tim organlara sahip olduklar
halde, diploidlere oranla hiicreleri daha kiicik olan haploid bitkilerin boylart
daha kisa, yapraklart dar ve kigiktir. Cicekleri de diploidlere oranla kiiciik olan
haploidler, htcrelerinde tagidiklart  kromozom sayist  bakimmdan  indirgenmis
gametlerin yapisint gOsteren bitkilerdir. Bu  bitkiler gamet olusturamadiklart icin
kisirdirlar ve tohum baglayamazlar.

Haploid bitkilerin 1slah programlarinda kullanilabilmeleri icin yeniden verimli
diploid  bitkilere = donustirilmesi — gerekmektedir. ~ Haploid — bir  bitkinin
kromozomlarinin  bazt  kimyasal maddeler yardimiyla veya spontan olarak
katlanmasi sonucunda ait oldugu tirin kromozom sayisina (2n) yeniden
kavusturulmasi, bdylece mutlak homozigot bitkilerin elde edilmesine yaygin
olarak 4dihaploidizasyon’ adi verilmektedir. Haploidlerin kromozom sayilarinin
katlanmasiyla elde edilen bitkilere, degisik dillerde farkli isimler verilmektedir.
Ornegin Ingilizcede £dihaploid” veya 'doubled haploid’® hatta son zamanlarda
sadece £DH’, fransizcada #haplodiploid’ veya £haploide double’, tiirkcede ise
'katlanmis haploid’ terimleri kullanilmaktadir.

Dihaploidizasyon yoluyla bir bitki materyalinin kisa bir stre igerisinde duragan
hale getirilerek 1slah programlarinda kullanidmast  giintimtzde arpa, bugday,
mustr, celtik, kolza, biber, patlican, kavun, hiyar, gerbera gibi bircok bitki
tirtinde bagartyla uygulanan bir olgu haline gelmistir.

5.2. Erkek Gametten Haploid Uyartim1 (Androgenesis)
5.2.1. Anter kiiltiirii

ilk kez 1953 yiinda Tulecke, Ginkgo biloba bitkisine ait olgun polenlerin kultir
kosullarinda  haploid kallus olusturmak tizere uyarilabilecegini g6zlemlemistir.
1964 yiinda ilk Gnemli gelismeyi Guha ve Maheshwari gerceklestirmis, Datura
irmoxia bitkisinin kiltire alinan anterlerinde mikro sporlardan haploid embriyo
olusumu saglanmustir (Guha ve Maheshwari, 1966). Sonraki yillarda Bourgin ve
Nitsch (1967), Nicotiaria tabacum tirinde anter kultiird yoluyla tam bir haploid
bitkiyi elde etmeyi basarmislardir. Bu asamadan sonra bircok bitki tiriinde
erkek gametten haploid bitki elde etme amaciyla calismalar yapilmis, glinimize
degin yaklagtk 250 farkli bitki tirinde 7z vifro androgenesis tekniginden basarili
sonuglar elde edilmistir (Bajaj, 1983; George ve Sherrington, 1984; Pierik, 1989).

Anter kultiri esas olarak; igerisinde olgunlasmamis polenleri (mikrosporlarr)
bulunduran anterlerin, tomurcuklardan ayrilarak 7z wifro kosullarda yapay besin
ortamlarina  yerlestirilmesi ve burada olgunlasmamis  polenlerden  haploid
embriyolar elde edilmesi olayina verilen isimdir. Anter kiltird yapilarak, normal
kosullarda iki cekirdekli yaptya doniisecek olan polen tanesinin gametik gelisme
yoni; hentiz tek cekirdekli donemdeyken somatik gelisme yoniine dogru
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cevrilmekte ve boylece #mikrospor androgenesisi’ veya sadece #£androgenesis’
olarak adlandirilan olusum gerceklesmektedir.

Anter kulturt, Ozellikle Solanaceae familyast Uyelerinin ¢ogunda basaril sonuglar
vermektedir.  Cruciferae, Gramirieae ve Kanuncnlaceae familyalarina  ait  degisik
tirlerden haploid bitkiler elde edilebilmektedir (Bajaj, 1983; Rashid, 1983).
Bunlardan bagka celtik ve musir tirlerinde de basarili  sonuglar  rapor
edilmektedir (T'say ve ark., 1986).

Bugtine dek Angiospermlerde haploid uyartiminin 37 familya, 88 cins ve 247
tirde  gergeklestirilebildigi  bildirilmektedir ~ (Pierik, 1989). Ancak haploid
tretiminin saglanabildigi bitki cins ve tirlerini kesin ifadelerle siniflandirmak
mimkiin gorilmemektedir. Cinkd bir cins icerisinde bile haploid olusumu, “cok
kolay’ diye tanimlanabilecek bir diizey ile 'olanaksiz’ olarak nitelendirilebilecek
bir durum arasinda degisebilmektedir. Ory"a, Lycopersicon, Arabidepsis, Solanum,
Triticum ve Nicotiana cinslerinde, haploid olusturma 6zelligi bakimindan titler
arasinda 6nemli dizeyde farkliiklar bulunmaktadir. Tek yillik veya otsu
bitkilerde anter kultiiri beklentilere az veya c¢ok yanit verdigi halde, odunsu
bitkilerde anter kiltirinden elde edilen basart ¢ok dustktir. Asma (Agaoglu e
ark., 1998) ve elma (Kosali, 2000) tirlerinde tlkemizde yapilan anter kiltird
calismalarindan kallus gelisimi ve embriyoid benzeri farklilasmalar elde edilmis
olmakla beraber, haploid bitkiye ulasmak miimkiin olamamustir.

5.2.1.1. Anter kiiltiriiniin yapiligt

Hentiz olgunlasmamis ve igerisinde birinci polen rnitozu agamasina gelmis tek
cekirdekli mikrosporlart bulunduran anterler, anter kultird icin uygun baslangic
materyalidir. Belitlenen asamadaki anterleri bulunduran c¢icek tomurcuklari,
birtka¢ damla Tween-20 damlatidmis %20’lik  ticari sodyum hipoklorit veya
kalsiyum hipoklorit icerisinde 15 dakika boyunca yiizeysel sterilizasyon islemine
tabi tutulduktan sonra en az 3 kez steril saf su ile durulanmaktadir. Steril
kosullarda tomurcuklarin icerisinden c¢ikartilan antetler, O6nceden hazitlanmis ve
otoklavlanarak  sterilize  hale  getirilmis  besin ~ ortamlarinin = {zerine
yetlestirilmektedir. An  tetlerin  tomurcuk igerisinden  c¢tkarilmast  sirasinda
ezilmemesine  ve  filamenderinin,  anterle  birlestigi = noktadan  kesilerek
uzaklastirlmasina  dikkat  edilmelidir. ~ Cogunlukla  petri  kutularina, agatla
katlastirllmis  besin  ortamlarina  yerlestirilen  antetlerin  dikim  islemi
tamamlandiktan sonra petri kutularinin  kenatlart  bir film seritle kapatilarak
herhangi  bir  enfeksiyona karsi, dis ortamdaki atmosferle olan  iligki
kesilmektedir. Normal olarak 7 cm capindaki bir petri kutusu igerisine tlrlere ve
anter buytkligine gore degismekle birlikte 5-15 adet anter
yerlestirilebilmektedir. Petri kutulari icerisindeki antetler inkiibasyon icin degisik
kosullara alinabilmekte, tutiin gibi anter kultirtine son derece olumlu yanit
veren bitkilerde 24-28 °C sicaklikta ve fotopetiyodik bir diizende aydinlatilan bir
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iklim dolabinda yapilan inkiibasyon yetetli olurken; patlican, biber, lahana grubu
sebzelerde  kualturin ilk  gunlerinde yiksek sicaklik  soklarna  gereksinim
duyulabilmektedir.

Anterler normal kosullarda ilk iki hafta igerisinde polen embriyogenesisi
yoninde gelismeye baglamaktadir. Bu asamadan sonra gelisme iki farkh
dogrultuda seyredebilmektedir; ya dogrudan embriyo olusumu gerceklesmekte
ve 06-8 hafta icerisinde topraga transfer edilebilecek gelisme dizeyine ulagmis
bitkiler elde edilebilmekte; ya da haploid kallus dokusu olusmakta ve kalkistan
bitki rejenerasyonu yoluna gidilmektedir. Bunlardan ilkine direkt androgenesis,
Ikincisine indirekt androgenesis adi verilmektedir. Sekil 5.2’de dogrudan
embriyo olusumunun gorildigh bazt bitkilerin  anterlerinden embriyo  ctkislar;
Sekil 5.3’te ise patkcanda anter kiiltiri yoluyla dogrudan embriyo olusumu ve
haploid bitki elde edilmesine ait farldi asamalar gosterilmistir.

Sekil 5.2. Biber (a), patlican (b) ve

" 3 \\ titin  (c) an tetlerinde dogrudan

< embriyo olugumu.

-

-
e

5.2.1.2. Mikrospotlarin sporofitik yénde gelisme igin uyarilmasi

Mikrosporlarin, kiltir kogullart ve yapilan uygulamalarin  etkisiyle; normal ve
saglildt bir ¢icek tozu olusumuyla sona eren gametofitik dogrultudaki gelisme
yerine, haploid embriyo olusumuyla sona eren sporofitik yondeki gelismeye
dogru  yonlendirilebilmesi  i¢cin mudaka buna uygun gelisme déneminde
bulunmast gerekmektedir. Bu donem, tek ¢ekirdekli (uninucleate) mikrospor
gelisme doénemi veya birinci polen mitozundan hemen Onceki dénemdir (Sekil
5.4a). Embriyolarin olusumu icin gerekli siire, titlere baglt olarak degisiklik
gOstermekle  bitlikte; anterlerin disina ¢tkip ¢iplak gézle gorilebilecek agamaya
gelinceye kadar yaklasik 3-5 haftalik bir zaman gecmektedir. Sekil 5.4’te anter
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kultirinde mikrospordan embriyo olusumuna kadar olan doénemlere ait bazi
asamalar gosterilmistir (Bajaj, 1983).

Sekil 5.3. Patlicanda anter Kkiiltiiriiniin asamalar1 (a) Anterlerden embriyo cikisi, (b)
Embriyolarin hormonsuz ortamlarda bitkiye doniistiiriilmeleri, (c¢) Taze ortama
transfer edilmis iki haftahk tam bir pathcan bitkicigi, (d) Topraga aktarma
asamasina ulasmis in vitro pathcan Pideleri, (e¢) Serada sisleme sisteminin altinda dis
kosullara ahstirllan pathcan fidesi, (f) Saghkh yeni yapraklar gelistiren anter kokenli
bir pathcan bitkisi, (g) Anter Kkiiltiirii yoluyla elde edilmis pathcan bitkileri (soldaki
diploid, ortadaki ve sagdaki bitkiler haploid yapidadir), (h) Haploid yapidaki bir
bitkinin kok uclarinda sayilan kromozomlar (n=12).
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§ekil 5.4. (a) Titin bitkisine ait tek gekirdekli mikrospor (kiiltiire baglandigi agamada), (b)
Bir haftallk inkiibasyon siiresi sonunda mitoz boéliinme gegirmig ve Dbirbirine benzer
yapidaki iki cekirdege sahip mikrospor, (c) Iki haftalik kiiltiitlerde olusan ¢ok ¢ekirdekli
mikrospor, (d) Embriyo gelisme yoniinde béliinen bir mikrospor, (e) Mikrokallus
goriiniimiine doniisen ¢ok hiicreli bir mikrospor, (f) Cok hiicreli bir mikrospor (embriyoid),
(g) Kugiikk olgekli bir haploid kallus, (h-j) Titiin an tetlerinde polen embriyogenesisinin
degisik agamalan (Bajaj 1983’den alinmagtir).
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Kiltire alinan anterlerin icerisindeki mikrosporlar degisik gelisme modellerine
sahip olabilmektedir. Mikrospor c¢ekirdegi dogal kosullarda normal bir mitoz
gecirerek vegetatif ve generatif cekirdegi olusturmaktadir (Sekil 5.5A). In vitro
kosullarda mikrospor c¢ekirdegi gecirdigi mitoz sonucunda benzer goérianumla iki
gekirdege sahip olabilecegi gibi (Sekil 5.5B); bazi polenlerde vegetatif ¢ekirdek
bélinerek benzer gorinimli iki ¢ekirdek olusturabilmekte (Sekil 5.5C1) ve
bélinmenin devam etmesi sonucunda ¢ok c¢ekirdekli polen sekli ortaya
ctkmaktadir. Generatif ¢ekirdek de ardarda birka¢ kez bélinebilmekte, ancak
Yiyascyamus niger (Raghavan, 1978) gibi literatiirde verilen bazt 6zel Orneklerin
disinda androgenesist tamamlayamadigindan  aborsiyona ugramaktadir. Hicre
duvatlari olugmaksizin ¢ekirdek bolinmeleri olmasi halinde bir polen tanesinin
icerisinde boélinmeler sonucunda 30°a yakin ¢ekirdek meydana gelebilmekte,
ancak gelismesine devam edemeyen bu tip polenlerin androgenesis olayinda
herhangi bir 6nemi bulunmamaktadir (Bajaj, 1983).
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Sekil 5.5. Mikrospotlann # wwo (A) ve iz wiro (B, Ci, C.) kogullarda géstermis
olduklar1 degigsik gelisme modellerinin sematik olarak anlattmi (a: nigasta, n: gekirdek
(nucleus), nv: vegetatif c¢ekirdek, nr: generatif ¢ekirdek, v: vakuol) (Bajaj, 1983’ten
alinmuagtir).

Cok  c¢ekirdekli mikrosporlann  tersine bazi mikrosporlar  birka¢  ¢ekirdek
bolinmesinin  ardindan ayrilmaya baslamakta ve tam bir hicre bolinmesi
gecirmekte, béylece 40-50 hiicreli birer proembriyoya donismektedir (Sekil
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5.4d). Globular asamaya gelen embriyo polenin ekzin (exine) tabakasindan
disart cikarak sekillenmeye baglamakta ve zigodk embriyoya benzer bir bigimde
degisik gelisme asamalarint tamamlamaktadir  (Sekil 5.4h-j). Kotiledon yaprak
taslaklart belirmeye baslayan embriyo, 5-6 hafta icerisinde antetlerin icerisinden
cikarak gozle gérinme asamasina ulagabilmektedir (Sekil 5.6).

Sekil 5.6. Anterlerin igerisinden ¢ikip gbzle gériilebilir duruma gelmig biber embriyolan.

5.2.1.3. Androgenesisi etkileyen faktorler

Androgenetik anter sayist ve anter bagina elde edilen embriyo sayisy, birgok
faktoriin etkisi altinda bulunmaktadir. Anter kiltirinden elde edilecek basariy
etkileyen  faktorlerin - bir  bolimi, anterlerin  alindigi  dondér  bitkiden
kaynaklanmakta olup diger bir bolimu de anter kiltird tekniginin uygulanmasi
sirasindaki  kosullarla iligkilidir. Bir mikrosporu, normal gelisme y6ntunden
gevirerek sporofitik yonde gelismeye tesvik eden mekanizma hakkinda fazla
bilgi bulunmamaktadir. Ancak, anter kiltirinden elde edilen haploid bitki sayist
tizerinde etkisi bulunan faktorlerle ilgili ¢ok sayida arastirma yapilmis ve Onemli
bilgilere ulagilmustir. Bu faktorlerden oOnemlileri agagida ana baglklar altunda
incelenmistir:
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5.2.1.3.1. Anter verici (dondr) bitkiden kaynaklanan fakt6rler
2) Genotip

Anter kultirinde basari, cok biyik bir oranda anterlerin alindigi bitkilerin
genotipine bagldir. Simdiye dek caligtimis olan tim bitki titlerinde; aymi kaltir
kogullar1 altinda, anter yanitlart bakimindan genotipler arasinda biytk farkldiklar
bulunmustur. Nitsch (1969), 12 titin tirinden 5 tanesinin; Gresshof ve Doy
(1972a) 18 farkli _Arabidopsis hatundan 3 tanesinin, Irikura (1975) 118 farklt
Solanum  genotipi  igerisinden  sadece 19 unun polen  embriyogenesisi
olusturdugunu belirtmektedir. Gresshof ve Doy (1972b) ayrica, Vitis vinifera
tirtine ait 27 bitki klonunda anter kualtird yapmuslar, bunlardan sadece 3
tanesinin  anter kiltirine elverisli oldugunu  bildirmislerdir. Abak  (1983)
tarafindan biberde, Karakullukcu ve Abak (1992) tarafindan patlicanda yapilan
anter kultirlerinde, degisik genotiplerden embriyo elde etme bagarisinin  6nemli
diizeyde farkliik gosterdigi belirlenmigtir.

Haploid bitki vermesi istenen genotipten yitksek dizeyde androgenetik yanit
alabilmek icin basvurulacak iki yol bulunmaktadir. Bunlardan birincisi, Dunwell
(1981)in de Onerdigi gibi, her genotip icin kiltir kosullarini optimize etmektir,
ikinci  secenek ise anter kiltirinde embriyo olusturma bagarist  yiksek
geno tiplerle embriyo olusturma kapasitesi disik olan genotipleri melezleyerek,
melez dollerden az veya ¢ok embriyo elde etmeyi saglamaktir, ikinci yolu
secerek ¢alismalar yapan Jacobsen ve Sopory (1978), anter kiltird yoluyla
yuksek oranda embriyo olusturan patates klonlarim  belitleyerek  bunlar
birbiriyle melezlemis; elde ettikleri melez genotiplerin, ebeveynlere oranla daha
fazla sayida embriyo olusturduklarini  belitlemiglerdir.  Misir  bitkisinde  de
melezleme, anter kiltirindeki basarist  disik olan  genotiplerin  embriyo
olusturma kapasitesini artirmak icin bir yontem olarak kullanilmistir. An terden
gelisen iki adet kadanmis haploid bitki melezlenip Frler elde edilmis, bu Frlerin
anter kiltirindeki embriyo verimleri, baglangic bitkilerinkinden 8 kez daha
fazla olmustur. Petolino wve ark. (1988), ticari olarak 6nemli gen kaynaklarinin
anter kaltird icin elverisi duruma getirilmesi icin bu yontemin kullanilmasin
onermektedir. Benzer bicimde arpa ve patateste, anter kiltirinde bagart oran
yuksek genotiplerle agronomik olarak 6nemli c¢esider arasinda melezleme
yapilmstir. F1  generasyonundaki bitkiler, haploid embriyo olusturma 6zelligi
bakimindan ebeveynlerin arasinda bir durum sergilemistir (Wenzel ve Foroughi-
Wehr, 1984). Bu durum, anter kiltirine yamt verme 6zelliginin kalitsal
oldugunu géstermektedir.

Tuberosa ve ark. (1987), degisik ilkelerden toplanan sekiz farkli patlican ¢egidi
ve bunlarin arasinda yapilan melezlemelerden elde edilen 16 melez genodpte
anter kaltird yapmis ve embriyo olusum oranlarint belirlemistit. Ebeveynlerde
en yiksek 17.3 embrtiyo/100 anter oraninda basart elde eden arastiricilar, bazt
melez genodplerde 42 embriyo/100 anter sayisina ulasmiglardir. Bugdayda anter
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kultari yoluyla embriyo olusturma yetenegi bulunmayan bir seri ¢esit; iyi bir
rejenerasyon kapasitesine sahip olan “Centurk” ¢esidi ile melezlendikten sonra;
bu olumlu &zelligin Fi1  doéllerine  aktarlabildigi — gdrilmistiir.  Resiprokal
melezlemelerden  alinan  sonuglar  da, kiltire alinan  antetlerin  embriyo
olusturma  Ozelliginin,  sitoplazmik  etkilerin =~ kontrold  altinda  oldugunu
gOstermistir (Bullock ve ark., 1982).

Bir bitkinin anter kiltird yoluyla haploid embriyo olusturma yeteneginin
genetik esaslara  dayandigi anlagilmis olmakla bitlikte; bu  Ozelligin  kalitimi  ve
genetik  analizi  konusunda yapidmis arastirmalarin  sayist c¢ok azdir.  Anter
kaltirinin ~ genetik  mekanizmasini  agiklamaya  yonelik  olarak  yapilan
arastirmalarin  bugday bitkisinde yogunlastigt goriilmektedir. Bu arastirmalardan
birinde 45 degisik bugday c¢esidinin anter kultirindeki rejenerasyon yeteneginin,
1BL-1RS translokasyonuna bagl oldugunu belitlenmis (Miller ve ark., 1985); bir
baskasinda, bu lokasyona ek olarak bugdayda mikrospor rejenerasyonunu
ctkileyen bagka bazi genetik sistemlerin varligindan s6z edilmistir  (Foroughi-
Wehr ve Zeller, 1990). Henry ve de Buyser (1985) ise, bugdayda haploid
dretiminin en azindan G¢ degisik ve birbirinden bagimsiz 6ge tarafindan kontrol
edildigini; bunlarin ‘embriyo uyartimi, rejenerasyon yetenegi ve yesil bitkilerin
albino bitkilere orant’ olarak siralanabilecegim ifade etmektedir. Tim bu bilgiler,
polen embriyogenesisine yatkinlik Ozelliginin  genetik olarak kontrol altinda
bulundugunu kanidamakta, ancak mekanizmanin igleyisi hakkinda daha fazla
bilgiye ulasilmasi ve genetik tamimlamalarin  yapilmasi icin yeni arastirmalara
gereksinim duyuldugunu da géstermektedir.

b) Donér bitkinin yetisme kosullatt

Donér bitkinin genotipi son derece elverigli olsa bile, mikro spotlardan 7z vitro
kosullarda haploid embriyo uyartimint basarabilmek, bu bitkilerin  yetistirildigi
kosullara da bagldir. Bitkilerin yetistirildigi dénemdeki sicaklik, 151k yogunlugu
ve glnlik 1stklanma siiresi, havadaki CO:= konsantrasyonu, bitkinin beslenme
kosullari  basta olmak tlzere tim c¢evresel faktorler, o bitkilerden alinan
anterlerden elde edilecek basart iizerinde etkili olabilmektedir. Ik kez Dunwell
ve Perry (1973), bitkilerin yetistirildigi ortamdaki 1gtklanma stresinin; titin
anter kultirinde haploid embriyo olusturma oram izerinde etkili oldugunu
ortaya koymustur.

Bugday, arpa, celtik ve cavdar gibi tarla bitkilerinde, donér bitkinin yetisme
kosullarinin anter kiltirtindeki basari tizerinde ¢ok etkili oldugu bilinmektedir.
Hatta dondér bitkinin  yetistirilmesi asamasinda uygun yetistirme kosullari
saglanamadiginda, anter kultiriindeki basarist yiksek <Igri’ bugday cesidi bile
sadece albino embriyolar olugturabilmekte, tek bir yesil normal haploid bitki
elde etmek miimkin olamamaktadir (Foroughi-Wehr ve Wenzel, 1993).

Bundan bagka literatiirde ayni bitki trii ve hatta cesitlerle yapilan calismalardan
degisik sonuglarin alinmasi da, genotip ayni olsa bile donér bitkinin yetisme
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kosullarinin anter kiltirtinden elde edilecek basart tzerinde 6nemli dizeyde etki
ettigini gostermektedir. Ornegin Dumas de Vaulx ve Chambonnet (1982), beyaz
renkli meyveleriyle tanmnan ‘Dourga’ adli bir Fransiz patlican ¢esidinin, anter
kiltirtinde yiksek oranda haploid embriyo olusturdugunu ifade ettikleri halde;
aynt ¢esit, Tuberosa ve ark. (1987) ile Rotino ve ark. (1987b)’nin yaptiklart anter
kilturlerinde embriyo olusturma yetenegi ¢ok disiik bir gesit olarak gérinmis;
cok sayida patlican genotipi ile bizim yapmis oldugumuz c¢alismalarda ise hic
embriyo olusturamamustir (Karakullukgu, 1991).

Bitkideki androgenetik potansiyel ile ilgili bir parametre de antetlerdeki
mikrosporlarin  yapilart ve kaliteleridir. Buna yonelik ilk arastirmalart  yapan
Sunderland  (1971), kiltire alman titin an  terlerinin  icerisinde  sitolojik
gozlemlerde daha acik renkte boyanan ve buylklik bakimindan da farklilik
gosteren polenlerin  varligindan bahsetmistir. Daha sonra cavdar (Wenzel ve
Thomas, 1974) ve arpada (Dale, 1975) polenlerin timunin aynt morfolojiye
sahip olmadiklari, aralarinda farkli yapida olanlarin  bulundugu belirlenmistir.
Polen dimorfizmi olarak adlandirilan bu durumdaki polenlerin  bir  bélimi
gametofitik yonde gelismesini siirdiirerek normal polenleri olustururken, diger
bir bélimi ise sporofitik gelisme yonine kayarak embriyo olusturma yetenegi
kazanmaktadir. Anter kiltiri calismalarinda model bitki  olarak kullanilacak
kadar yitksek bir androgenetik potansiyel sergileyen titin bitkisinin anterlerinde
farkli yapilara sahip polenlerin bulundugu, yani polen dimorfizminin bulundugu
belirlenmis, embriyo olusturma yetenegine sahip oldugu digtnilen sporofitik
polen tanelerinin (P-poleni) orani ile kiltire alinan anterlerden elde edilen
embriyo sayilan karsilas tiridmis tir. P-poleni sayist ile olusan haploid embriyo
sayist arasinda gercekten de cok yiksek bir korelasyon bulunmustur (Horner ve
Mott, 1979). Baska bir arastirmada, normal polenlere gére daha ince bir ekzin
tabakasina ve daha az sayida mitokondriye sahip, daha az miktarda nigasta
iceren ve daha kugik yapili P-polenleri olusumunun bitkideki cinsiyet dengesi
ile iliskili oldugu, yetistirme kosullarinin disilik yoéninde gelismeyi artirmast
halinde P-polenleri sayistnin da  arttigt, béylece anter kiltirinde daha fazla
embriyo olusumunun saglanabildigi ortaya konmustur. Ornegin serin kosullarda
ve nitrojen aghgr olarak tamimlanan azot icermeyen bir besleme programi
kullanildiginda, titin anterlerinde ¢imlenme ve délleme yetenegindeki normal
polen olusumu azalmakta ve bunun yerine embriyo olusturma kapasitesindeki
P-polenlerinin  olusumu artmaktadir. Boyle antetler kiltire alindiginda ise elde
edilen embriyo sayist yiikselmektedir (Hebetle-Bors ve Reinert, 1979).

Sonu¢ olarak bir grup arastirici, dondr bitkilerin yetistirildigi kogullarin anter
kultirtd tzerindeki etkisini, antetlerin igerisinde olusan embriyogenik polenlerin
oranina baglamaktadir. Bununla birlikte donér bitki yetistirme kogullarinin
etkisi, yalnizca polen morfolojisi tzerinde degil, ayn1 zamanda bitkideki
fizyolojik ve biyokimyasal olaylar tzerindedir. Yetistirildigi cevre kosullarinin
etkisi altinda, aminoasitler ve biiylime diizenleyiciler gibi i¢sel maddeler
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bakimindan  farkli  kompozisyonlara  sahip anterler kiltire alindiklarinda,
bunlarin  androgenetik  verimlilik bakimindan  farklilk gostermeleri  dogaldir.
Genel olarak pek c¢ok bitki tirinde normal yetistirme sezonunda ve agikta
yetistirilen bitkiler; normal yetistirme doéneminin disinda sera veya iklim odast
kogullarinda yetigtirilen materyale gbre, an ter kultiriinde gostermis olduklar
performans bakimindan daha Gstindur.

5.2.1.3.2. Anter kiiltiirii tekniginden kaynaklanan faktorler
a) Amerlerin gelisme dénemi

i wvitro androgenesisin  basariyla uyartimasinda  etkili olan en Onemli
faktorlerden birisi, anterlerin donér bitkiden izole edildigi anda mikrospotlarin
icinde bulunduklari gelisme dénemidir. Cogu bitki tirtinin anter kiltirlerinde
en iyi sonuglar, tek c¢ekirdekli mikrospor doéneminin erken veya ge¢
asamasindaki  mikrosporlart  iceren  anterlerden  alinmaktadir.  Mikrosporlar
icerisinde nisasta depolanmaya bagladiktan sonra, gelismeyi sporofitik yone
kaydirmak ve Thaploid embriyo elde etmek icin yapilacak uyardar etkili
olamamaktadir.

Anterlerdeki polenlerin  hangi gelisme doéneminde bulundugunu belitlemek icin
sitolojik  gbzlemler  yapmak  gerekmektedir.  Mikrospor  gelisme  asamast,
asetokarmin ile hizli boyama yapilarak saptanabilecegi gibi (Sekil 5.7 a), patates
ve kolzada oldugu gibi kalin bir polen dis tabakasi s6z konusuysa, bir gece tespit
cozeltisinde bekletmenin ardindan asetokarmin ile boyama yontemi kullanilarak
da Dbelitlenebilir. Ayrica flouresans mikroskobu ve preparat hazirlanmasinda
buna uygun merkirik asit, DAPI gibi boyalarin kullanidmast ile, ¢ok c¢abuk ve
mikrospor  ¢ekirdeklerinin = ¢ok  net  bigimde  gorilebilmesi  olasidur.
Mikrosporogenesis ~ asamalartm  net  bicimde  izleyebilmek ve  tomurcuk
mortfolojisi ile mikrospor gelisme donemi arasinda bir iliski kurabilmek amaciyla
uygulanabilecek bir baska yontem de; parafine gémerek kesit alma ve bunun
ardindan preparadart hematoksilin veya metilen mavisi (ekil 5.7b) gibi degisik
boyalarla boyamadir. Bu yolla elde edilen gorintiler net ve givenilir olmakla
birlikte; yontemin uzun stre almast en biyik dezavantajidir. Bu nedenle
herhangi bir bitki tirt ile anter kdltird yapimast planlandiginda parafin
yontemi  kullanilarak  mikrosporogenesis agamalarinin  belirlenmesi; laboratuvar
caligmalar1 sirasinda  ise taze anter materyalinin  kontrol edilmesi amaciyla
asetokarmin ile boyayarak ezme preparat yapilmasi daha pratik bir yoldur.
Flouresans boyalarla yapilan boyama, hem mikrosporogenesis asamalarinin tam
olarak ortaya konmast ve hem de laboratuvarda is akisi igerisinde hizla gbzlem
yapabilmeyi saglar. Ancak gerekli mikroskop diizenegi ve boyalarin pahali olusu,
bu yontemin kullanimimni kisidamaktadir. Ayrica ¢ekirdeksel DNA  materyalini
boyayan flouresans boyalarin, insan saghgt agsindan  dikkade  kullanidmast
gereken maddeler oldugu unutulmamalidr.
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Dogru  asamadaki  mikrosporlart  bulunduran anterlerin = ve  tomurcuklarin
morfolojik &zellikleri tanimlandiginda, an ter kiltirdi i¢in tomurcuk toplama,
basit bir islem haline gelmektedir. Bununla birlikte, dogru asamadaki anterlerin
bulundugu ¢icek tomurcugunun biyikliginin; genotipe, tomurcugun bitki
tzerinde bulundugu yere ve bitki yasma baglh oldugunu  unutmamak
gerekmektedir.

~
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Sekil 5.7. (a) Asetokarmin ile boyanarak hazitlanmig bir preparatta tek
gekirdekli doénemde kabak mikrosporlan (Kurtar, 1999), (b) Parafin
yontemiyle hazirlanmig ve metilen mavisi ile boyanmig bir preparatta tek
gekirdekli dsnemde asma mikrosporlan (Agaoglu veark, 1998).
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Patlicanda degisik gelisme asamalarina sahip tomurcuklardaki anterlerde parafin
yontemi ile yapilan kesit alma isleminden sonra yapilan mikroskobik
g6zlemlerde, mikrospor gelisim asamalart ortaya konmus; an ter kiltird icin en
uygun oldugu beliflenen tek ¢ekirdekli mikrospor agamasinin, tag yapraklar
canak  yapraklarin  ayrim  noktasmna  ulasmug  ancak  heniz  acilmamug
tomurcuklarda bulundugu, anterlerin ise yesilimsi actk san renkte olduklar
belitflenmistir  (Karakullukcu,  1991).  Sekil ~ 5.8'de  buyikliklerine — gore
gruplandirilan  patlican  tomurcuklarinin  icerisindeki  antetlerdeki  mikrospor
gelisme asamalart gOsterilmistir. Boyle bir 6n calismanin yeni calistlacak her bitki
ve hatta genotip grubu i¢in yapilmasi yararl, hatta gereklidir.

b) Anterlere yapilan én uygulamalar

Cicek tomurcuklarina yapilan bazt 6n  uygulamalar, mikrosporlann  kultir
sirasindaki gelismesi tzerinde olumlu etki yapmaktadir. Anter kultirinde en
etkili 6n uygulama, tomurcuklara yapilan soguk soklaridir. 4-10 °C’ler arasinda,
72 saat ile 4 haftaya kadar tutulan tomurcuklar, polen rejenerasyonu bakimindan
olumlu yanidar vermistit (arpa: Sunderland ve ark., 1981; patates: Wenzel ve
Uhrig, 1981; musir: Genovesi ve Collins, 1982; bugday: Lazar ve ark., 1985;
biber: Motrison ve ark., 1986).

Sunderland ve Roberts (1979), soguk soku uygulamasinda sicaklik derecesi ve
suresinin Onemli oldugunu vurgulamis; ¢ok soguk olmayan +7 ila +15 °C gibi
sicakliklarda uzun sire (7-14 gin) yapilan soklamanin, daha dusik derecelerde
kisa siire yapilan uygulamalardan daha etkili oldugunu ileri sirmistiir.

Anter kiltirtinde kallus ve bitkiye doénisim tzerine soguk uygulamalarinin
olumlu etki yapmasina neden olan mekanizma hentiz acgikliga kavusmamis
olmakla birlikte; bu uygulamalarin etkisini acgiklamaya yonelik bazt  gorisler
bulunmaktadir. Buna gore sogukta bekletme sirasinda zayif ve yasama glcl
olmayan anter ve mikrosporlar hemen kahverengilesip Olmekte, béylece gligli
anterler kultire alinmakta; bunlar da iz witro kosullarda ylksek oranda rejenere
olabilmektedir.

Mikrospor tanelerinde nisasta birikimi, anter kiltird icin kritk bir 6nem
tastmaktadir. Birinci polen mitozunu gecirdikten sonra mikrosporlarda nisasta
birikimi artmakta ve arttk bu asamaya gelmis olan mikrosporlart embriyo
olusturmak tzere sporofitik gelismeye yonlendirme sansi kalmamaktadir. Diustk
sicakliklarda; birinci polen mitozu agamasinda tutuklanan mikrospor sayisinda
artts olmakta ve nisasta Uretimi bloke edilmektedir. Bilindigi gibi nisasta icerigi
dusik tek cekirdekli mikrosporlar, kiltir kosullarinda embriyo olusturmak
tzere sporofitik gelismeye dogru daha kolay yonlendirilebilmektedir (Foroughi-
Wehr ve Wenzel, 1993).

Tomurcuklara uygulanan soguk soklart anter duvart Uzerinde de etkili
olabilmektedir. Kiltiirlerin inktibasyonu siitesince kahverengine déntsen ve
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yaslanarak toksik maddeler s algilayabilen anter duvari, kiltir 6ncesi uygulanan
soguk soklart sayesinde daha ge¢ yaslanmakta ve olumsuz etkileri 6nemli
dizeyde  engellenebilmektedir.  Biber  ve  patlicanda  soguk  uygulanan
tomurcuklardan izole edilen anterlerin kiltlire alinmast halinde, antetlerin
inokulasyon stiresi boyunca soguk uygulanmayan kontrol grubu anterlerinden
daha acgik renkte kaldiklar;; kontrol anterleri koyu kahverengi-siyah renk alirken
ozellikle  patlicanda  soguk  uygulanan  anterlerin  sarimst  kahverengi
gorintimlerini uzun stire koruduklari, bizim calismalarimizda da belirledigimiz
bir gézlemdir.

Soguk uygulamalart ile anterlerde bulunan absizik asit miktarnin  azaltuldigini
bildiren Johansson ve Eriksson (1977), tomurcuklara soguk uygulayarak
engelleyici bir hormon olan absizik asitin bu olumsuz etkisinin ortadan
kaldirilabilecegini ileri sitirmektedir. Anterlerde bulunan ve embriyo olusumunu
engelleyebilecegi ileri sitrilen absizik asitin  soguk uygulamalart ile etkisini
azaltmayt  amaclayarak  yaptigimiz  calismalarda,  gercekten de  soguk
uygulamalarinin  biber ve patlican amerlerindeki absizik asit miktarint  azaltict
etki yaptigi ortaya konmustur. Bununla beraber, amerlerdeki absizik asit
miktarinin - azaltdmasinin - olusan embriyo sayisint artirma  yoninde olumlu  bir
etkisinin bulunmadigt belirlenmistir (Ellialtioglu ve Tipirdamaz, 1997; Ozkum ve
ark., 2000). Bu dutumda, biber ve patlican an terlerinde bulunan ABA
miktarinin, androgenesisi engelleyebilecek diizeyde olmadigi ve bu tirlerde
soguk  soklarnin  ABA  miktarini  azaltarak  embriyo  olusumunu  artirma
cercevesinde bir etkisinin bulunmadigt anlagilmistir. Ancak yine de, tir o6zelligi
bakimindan  amerlerindeki ABA  miktar1  yiksek olan  bitkilerde  soguk
uygulamalart yapilarak bu engelleyici hormonun etkisini azaltmak olasidir.

Soguk  soklarinin  yanisira; tomurcuklara ethrel uygulamasi, santrifij etme
(Nitsch, 1974) gibi 6n uygulamalar yapiliginda da, bunlarin anterlerden embriyo
olusturma Ozelligine olumlu etki yaptigt literatirde yer almaktadir. Diger
yandan, bazen bir tirde olumlu etki yapug belirtilen bir uygulama, c¢esider
bazinda 6nemli farkliliklar  gOstererek  olumsuz etki de  yaratabilmektedir.
Nitekim ‘Emerald Giant’ biber cesidine ait tomurcuklarin +4 °C’de 100 saat
tutulmast, anter kaltird yoluyla c¢ok Dbagarili bir sekilde haploid embriyo
olusumuna neden oldugu halde (Mortison ze ark., 1986); aymi uygulama Tl B
14 ve ‘Demre Sivrisi’ yerli biber cesitlerimizde yapilan anter kiltiitlerinde hicbir
olumlu etki géstermemistir (Ellialtioglu ve Tipirdamaz, 1997).

¢) Besin ortamimn bilesimi ve yapisi

Bitki tlrlerinin ¢oguna cevap verebilecek bir anter kiltird ortami bulmak kolay
degildir. Anter yanitinin aynt tirdeki farkli genotipler arasinda bile farkhilik
gosterdigi bir olayda, ortak bir besin ortami 6nermek olast goérinmemektedir.
Anter kultirinde genel olarak ilk asamada gametofitik dokulart sporofitik
gelismeye dontstirme yoniinde uyaracak oksinler gerekli iken; bitkicige
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dontisim asamasinda  sitokininlerin - varligina  gereksinim  duyulur. 24-D  ve
NAA’in siklikla kullaniddigt anter kultirlerinde oksin kaynagi olarak IAA’in de
calismalarda yer aldigt gorilmektedir. Sitokinin olarak da cogunlukla kinetin,
bunun ardindan BA ve zeatin kullanimi yaygindir.

Gunumizde her tirde ve hatta ¢esit bazinda Onerilen sayisiz besin ortami
kompozisyonu  bulunmaktadir. Titin anter  kaltirinde  yalnizca  su-agar
tzerinde bile androgenetik gelisme saglanabilitken (Kandeler, 1987), daha
zengin besin ortamlarina gereksinim duyan tirlerin  sayist ¢ok daha fazladir.
Temel besin ortami olarak, anter kiltirinde en fazla Murashige ve Skoog,
White ve Nitsch ortamlart kullanidmaktadir (Sink ve Padmanabhan, 1977). B5
ortaminin kullanimi da bazt tirlerde, Ozellikle Brassica cinsinde basarili sonuclar
vermektedir (Keller ve Armstrong, 1979).

Karbon kaynagi olarak anter kiltirlerinde biytk bir ¢ogunlukla sakkaroz
kullanilmaktadir. Bunun yamsira glukoz, glukoz ve sakkaroz karnsimi  gibi
uygulamalar da bulunmakla birlikte, Dolcet-Sanjuan ze ark., (2000)’nin  biber
anter kiltirinde maltoz kullanmalart ve bunun da embriyo olusumunu 6nemli
dizeyde artirdigint belirtmeleri, anter kiltirlerinde karbon kaynagi olarak farkls
seketler denenmesinin yararlt olabilecegini g6stermektedir.

Besin ortamina 6zellikle kiltirin ilk giinlerinde ilave edilen yiiksek seker dozlart
(%6-12), patates (Sopory we ark., 1978), biber (Dumas de Vaulx ze ark., 1981),
patlican (Dumas de Vaulx ve Chambonnet, 1982) tiirlerinde anter kiltirinden
haploidlerin =~ elde  edilmesinde olumlu  etki yapmaktadir.  Sekerin  besin
ortamlarinda ozmotik basinct ayarlayict  bir etkisinin - bulunmast  (Reinert ve
Bajaj, 1977), bunun yaninda yiksek dizeydeki sekerin, enerji kaynagi olarak
solunumu ve metabolik aktiviteyi artirarak htcre bélinmesi ve embriyoid
olusumunu artirmast (Kandeler, 1987), yiksek seker iceriginin anter kiltiriinde
diploid htcrelerin  bolinmesini  engellerken  haploid  hicrelerin = bélinmesini
tesvik etmesi (Vidalie, 1984), anter kultirtinde yiksek dozda seker kullaniminin
gerekgeleri olarak gorilmektedir.

Besin ortamina katilan serin, glutamin gibi aminoasider, AgNCb gibi etilen
biyosentezini inhibe edici maddeler (Paksoy ze ark., 1995) veya aktif kémir gibi
katki maddeleri de anter kaltirinden elde edilecek basartyr artirma yoninde
kullanilan cesitli kimyasal maddeler arasinda yer almaktadir. Ortama katlan aktif
komiur, sakkaroz iceren besin otrtamlarinin  otoklavda sterilizasyonu = sirasinda
ortaya c¢tkan 5-hidroksimetilfurfural (HMF) maddesini adsorbe etmekte ve
ortamin yapistnt  hafif asidik bir karaktere déntstiren bu maddenin olumsuz
etkisini ortadan kaldirabilmektedir (Fridborg ve ark., 1978). Akdf koémiirin, aynt
zamanda anterlerdeki absizik asit ve diger olumsuz etkilere sahip olabilecek
toksik maddeleri tuttugu da bilinmektedir. Ortamlara aktif kémir ilavesinin
anter kultirinden elde edilecek basariyt artirma yontndeki gorisletle yapilan bir
calismada biberde aktif komiir katkili ortamlar denemelerde kullanilmis, ancak
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bu ortamlarda embriyoya dontsimiin tamamlanamadift ve sadece tiyli kok
olusumunun goruldigi rapor edilmistir (Sekil 5.9). Bu noktada, aktif koémiirin
besin ortamindaki oksinleri de adsorbe etme Ozelliginin dikkate alinarak, aktif
komur katkist  yapildiginda ortamdaki buyiime dizenleyici dengesinin  de
ayarlanmast gerektigi sonucuna varilmustir (Ellialtioglu ve Tipirdamaz, 1997).

Anter kiltirinde en fazla kullanldan ortam yapisy, agar ilave edilerek jel
kivamina ~ getirilmis  yari-katt  nitelikte  olanlardir.  Genel olarak  %0.7-0.8
oranlarinda agar kullammi yeterlidir. Bunun disinda stvi besin  ortamlarinda
anterlerin  yUzdirilmesi (Wernicke ve Kohlenbach, 1976) veya cift fazli
ortamlarin anter kiltlirlerinde kullamlmast da mimkindir (Morrison ze  ark.,
1986). Biberde yeni hibrit ¢esitlerin  gelistirilmesi amaciyla saf hadarin  elde
edilmesi tzerinde yapilan bir calismada, c¢ift fazli ortam kullanidmasinin  biber
anter kiltird icin en etkin ve basarli yontem oldugu belitflenmistir  (Dolcet-
Sanjuan ve ark., 2000).

d) Inkiibasyon kosullan

Inkiibasyon sirasindaki 151810 nicelik ve niteligi, ya da sicakhk gibi cevresel
kosullar anter kiltirinden saglanacak basart tzerinde etki yapan diger bir grup
faktordir. Baglangicta anterler genellikle karanltkta ve 20 ila 30 °C’ler arasinda
kultire alinmaktadir. Kdiltirtn ilerleyen agamalarinda  disuk 1tk yogunlugu
(2000 liks) ve degisik gtnlik 1stklanma sirelerinde bekletilen anterlerde
embriyo olusumu gerceklestikten sonra; rejenere olan bitkicikler daha yiksek
151k yogunluguna (3000-10000 litks) sahip kosullara aktarilmaktadir. Inkiibasyon
siresince uygulanmasi gereken 1stk yogunlugu ile sicaklik arasinda ¢ok kuvvetli
bir korelasyon bulunmaktadir. Diustik stk yogunlugunda sicakligin da dusik
olmast; 151k yogunlugunun artirilmast halinde sicakligin da buna paralel olarak
artirlmast gerekmektedir.

Bazi bitki tirlerine ait anter kiltirlerinde inkiibasyonun ilk gunlerinde yiiksek
sicaklik uygulamalari, embriyo olusumu Uzerinde ¢ok olumlu etki yapmaktadir.
Brasswa titlerinin an tetleri, kiltiire alindiktan sonra 3-14 giin siureyle 30-35
°Clerde karanlik kogullarda tutulduktan sonra 25 °Cye alindiginda yiiksek
oranda embriyo olugsmaktadir (Keller ve Armstrong, 1978).

Kaltirin ik giinlerinde uygulanan ytksek sicaklik soku, biber ve patlican anter
kiltari tzerinde de olumlu etki yapmaktadir. Biber (Dumas de Vaulx 2 ark,
1981) ve patlicanda (Dumas de Vaulx ve Chambonnet, 1982) anter kiltiirinin
ilk 8 gini +35 °C’de ve karanlikta bekletilen anterlerden ylksek oranda haploid
embriyo elde edilebilecegini ilk kez Dbildiren Fransiz arastiricilarin - bu
buluslarinin ardindan pek ¢ok arastiricr kiltirtin ik ginlerinde yiksek sicaklik
uygulamalarint  kullanmuslardir  (Tuberosa ve ark., 1987; Mottison ve ark., 19806;
Rotino ve ark., 1987a; Qin ve Rotino, 1993).
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TXX1A 1.

Sekil 5.8. (a) Patlicanda an ter kultirii icin en uygun anter gelisme déneminin
belirlenmesi icin buyiikliiklerine gére gruplandirilmig ¢igek tomurcuklan, (b) Mikrospor

ana hucresi [Ma], (c). Bélinen hiicre [Bh], (d) Tetrat donemindeki mikrosporlar [Te],
(e) Birbirinden ayrilmaya baglayan tetratlar, (f) Tek ¢ekirdekli (uninucleate) mikrosporlar

[Ms], (2) Polen mitozu [Pml], (h) ki ¢ekirdekli geng polen [Ip].
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§eki1 5.9. %1 oraninda aktif komiir igeren besin

ortaminda kiiltiire alinan biber anterlennde

biiyiime ucu olmayan tiiylii k6k olugumlari.

Munyon ve ark. (1989) ise biber antetlerinden iz vitro kosullarda haploid embriyo
elde edebilmek icin inkibasyon siresinin baglangicinda +35 °C  uygulamak
yerine, kulturleri strekli olarak 29 °Cde ve devaml igiklandirilan  iklim
dolaplarinda  tutmustur. Basart Uzerinde ¢ok olumlu etkisinin = bulundugu
bildirilen bu uygulama, biber anter kiltirinde bizim kosullarimizda da
denenmis ve bazt genotiplerde, oldukca umutvar sonuglar elde edilmistir
(Terzioglu ve ark., 2000).

Anter kiltirinden elde edilecek basartyt etkileyen c¢ok sayidaki faktor bir arada
degerlendirildiginde temel faktér olarak genotip ve dondr bitki yetistirme
kosullarinin, tim etkilerin baginda geldigi gorilmektedir. Genetik olarak anter
kiltirine yatkinhgt olan bir bitki ile caligtliyor ve bitki uygun kogullarda
yetistiriliyorsa, 6nemli diizeyde yiksek bir bagart potansiyeli ile ise baslaniyor
demektir. Bundan sonra uygulanacak anter kualtirid teknikleri, elde edilecek
haploid embriyo sayisint  artirmaya yonelik uyaridart  yapmakta ve var olan
kapasiteyi harekete gecirmektedir. Sonug¢ olarak, tim faktoérlerin  tek bagina
ve/veya etkilesimli olarak etkili oldugu anter kultiri yoluyla haploid elde
edilmesi konusunda, her bitki tirii ve hatta aym tiir icerisindeki farkli genotipler
icin  en uygun kosullarin  optimize  edilmesi  gerektigi gbzden  uzak
tutulmamalidir.

5.2.2. Mikrospor kiiltiirii

Erkek  gametten haploid embriyo elde etmek amactyla anter kdltird
kullanilabildigi gibi, anterlerin igerisinden ¢ikartilan (izole edilen) mikro sporlarin
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da kaltird yapilabilmektedir. Olgunlasmamis mikrosporlarin, anter icerisinden
izole edilerek i vitro kosullarda 6zel hazirlanmis besin ortamlarinda geligtirilmesi
ve bunlardan haploid embriyolarin elde edilmesi islemine ‘mikrospor kualtard’
adi verilmektedir. Dinya literatiriinde bu teknik, ‘isolated microspor culture’
veya ‘pollen culture’ biciminde de adlandirilmaktadir.

Mikrospor  kiltird, anter kiltirinin bazt  olumsuz  Ozelliklerini  ortadan
kaldirmak ve béylece elde edilecek haploid embriyo sayisint artirmak amactyla
gelistirilmis bir yontemdir. Mikrospor kiltirinin avantajlarini séylece  siralamak
mimkindir (Pierik, 1989; Foroughi-Wehr ve Wenzel, 1993; Hess, 1992):

i Anter kultirinde, mikrosporlardan baska anter duvar, septum veya
tapetum gibi diploid yapiya sahip anter dokulardan da embriyo olusmast
durumuyla  karsilagilabilmektedir. Olusan  diploid embriyolarin  yagama
kuvvederi, her zaman haploidlere oranla daha fazla olmakta ve haploid
embriyolarla istenmeyen bir rekabete girmektedirler. Mikrospor kiltiri
yapilarak, diploid yapiya sahip anter dokulari ortamdan uzaklastirilmak ta
ve béylece donér bitkinin yapisina sahip embriyo rejenerasyonu olasiligt
tamamen ortadan kaldirilmaktadir.

i. Anter kiltirinde mikrosporlar, besin ortamindaki maddeleri anter
duvarindan  gectikten sonra alabilmektedir. Mikrospor kiltiriinde  ise
besin  maddelerinin  polen taneciklerine taginmasinda  engel olarak
gorilebilecek  anter  dokusu  uzaklasturildigindan,  polenlerin  besin
ortamiyla dogrudan temast saglanmis olmaktadir.

ili. Anter dokusunda bulunan bazi engelleyici maddeler (ABA veya toksik
maddeler), anterle  birlikte  ortamdan  uzaklastirilacagindan  sorun
olmaktan ¢ikatlar.

iv.. Tek  bir polen  tanesinden  dogrudan  embriyoya  déntsim
saglanabildiginden gen transferi calismalari icin ¢ok uygun bir kaltar
seklidir. _Agrobacterinm aracihgr ile genetik transformasyon calismalarinda
6nemli avantajlar saglamaktadir.

v.  Biyotik veya abiyotik kokenli stres kosullarina dayanikliik amaglandiginda
in vitro seleksiyon i¢in ¢ok uygun bir ydntemdir.
vi.  Polen taneleri, mutasyon arastirmalart ve genetik maniiplasyonlar igin

anterlere gére daha uygun bir baglangic materyalidir.

vii. Kiltir kosullarinda embriyo olusumunu izlemek, anter kiltirine gore
daha kolay olmaktadir.

viii. Daha fazla sayida homojen materyal ile galisma olanagt saglar ve sayisal
olarak haploid embriyo verimi, anter kiltirine oranla daha ylksektir.
Ornegin, mikrospor kiltiiri kolzada embriyo iretimi bakimindan anter
kiltirine gére ¢cok daha verimlidir.
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Mikrospor kiltirt yoluyla haploid bitkilerin elde edilmesi ilk kez Nitsch (1974)
tarafindan  bildirilmistir. 1lk mikrospor kiiltirii  caligmalart  tiitiin ~ (Nicotiana
tabacurri)  ve mustt  (Zea  mays) (Pesticell wve ark, 1989)  bitkilerinde
gerceklestirilmistir.  Gunimiizde ise anterlerden izole edilen mikrosporlann
kultire alinmastyla bircok bitki tlrtinde basarili sonuclar elde edilmistir. Patates
(Uhrig, 1985), kolza (Lichter, 1982), Datura (Nitsch ve Norreel, 1973), arpa
(Sunderland ve Xu, 1982), bugday (Datta ve Wenzel, 1987), celtik (Chen ze ark.,
1981) ve patlican (Miyoshi, 1996) tiirlerinde mikrospor kiltirii yoluyla elde
edilmis haploid bitkiler rapor edilmistir.

Mikrosporlann  kiltire alinabilmesi icin  Oncelikle anter dokusundan izole
edilmeleri gereklidir. Tek c¢ekirdekli dénemde olduklart belitlenen mikrospotlar,
anterlerden ya mekanik olarak ayrlirlar; ya da baglangicta bir sire sivi besin
ortamlarinin  icerisinde bekletilen antetlerden ortamin icerisine dokilmeleri
saglanir. Mikrospor kiltari tekniginin uygulanigt sematik olarak Sekil 5.10°da
goOsterilmistir.

Sekil 5.10. Mikrospor kiiltiiriniin  uygulamisi:  Geng bir ¢icek tomurcugundan (A)
cikartilan  olgunlagmamig anterler (B), Potter homojenijtérii  kullanillarak homojenize
edilir (C). Bu yolla elde edilen, anter dokulartyla karistk polen siispansiyonu (D), filtre
edilerek istenmeyen dokulardan arindiriir (E). Siispansiyon, siizme igleminden sonra
santnfij edilerek (F) mikrosporlardan olusan ¢okelti elde edilir ve izerindeki siv1
bogaltilir  (G). Mikrosporlar besin ortamiyla yeniden siispansiyon haline getirilerek pipet
yardimiyla (HJ) petri kutularindaki kiiltiir ortamuinin {izerine inokiile edilirler (K) (Pierik,
1989°dan alinmagtir).
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Mikrospor  kiltiriinin  yukarida agiklanan  avantajlarna ragmen, bu  yolla
polenlerden haploid bitki rejenerasyonu giniimiizde de hala zordur ve polenin
in vitro kosullarda geliserek farkhilasmasi, ¢ok Ozellesmis tekniklere gereksinim
duyar. Anter kiltiriine gore ¢ok daha fazla komplike besin ortamlarinin
kullanilmast  gereklidir. Polen kulturt, Petwnia hybrida, ILjycopersicon  esculentum,
Brassica oleraceae, Brassica napus, Nicotiana tabacum ve Datura innoxia titletinde
basarilli  sonuglar verdigi ve haploid embriyolarin elde edilmesi igin elverisli
oldugu halde; bitki tirlerinin biytk cogunlugunda basarisiz bir yontemdir.

5.2.3. Androgenesis sonrasinda albino bitki sorunu

Cift cenekli bitki tirlerinin anter kiltirlerinden elde edilen bitkiler veya disi
gamet kokenli bitkiler arasinda ¢ok nadir olarak ortaya ¢ikmasina karsin; tek
cenekli bitkilerde zaman zaman albino bitkiler olusabilmektedir. Tahillarda anter
kultird yoluyla elde edilen bitkilerde klorofil icermeyen beyaz renkli albino
bitkilerin  siklitkla  ortaya c¢ikmast 6nemli  bir  sorundur. Albinizm  olarak
adlandirtlan  bu  olaymin  nedeni tam olarak acgikliga  kavusturulamamugtir.
Androgenetik yolla rejenere olmus celtik bitkilerinin  proplastidleri ve plastid
genomlan Uzerinde yapilan detayll arastrmalar, membran yapisinda bazt
bozulmalar oldugu gibi plastid gelismesi sirasinda da bazi eksiklikler olustugunu
gostermistir. Ancak bu bozulmalann olgunlasmamis mikrosporlarda mi, yoksa
in wvitro kultir asamasindaki yaslanma siireci icerisinde mi ortaya ciktg
bilinmemektedir. Ortaya c¢tkma nedeni ne olursa olsun, albino bitki olusma
oram, cesitli faktorlerden 6nemli diizeyde etkilenmektedir. Hiicre cekirdeginde
ve sitoplazmada bulunan genetik materyal, albinizmden buyik oranda sorumlu
olmakla beraber fizyolojik faktérleri hicbir zaman gézardi etmemek gerekir.
Nitekim polenin gelisme asamast (bugday: He ve Ouyang, 1983) ve kdltir
kosullan (geltik: Genovesi ve Magill, 1979; arpa: Kuhlmann ve Foroughi-Wehr,
1989) gibi faktorler, albino bitki olusum orani tzerinde oldukga etkilidir. Bu
nedenle kultir tekniklerinin gelistirilmesiyle, albino bitki olusumunda biyik
Olctide azalma saglanabilmesi olast gériinmektedit.

5.3. Disi Gametten Haploidi Uyartimi1 (Ginogenesis ve Partenogenesis)
5.3.1. Oviil ve ovaryum kiiltiirleri

Déllenmemis  yumurtaligin - ya da yumurta hicrelerinin - kaltire alinmastyla
haploid embriyo ve bitki olusumuna 'ovaryum' veya 'Gvil kultirleri' ad:t
verilmektedir. Disi gametten harekede haploid bitki elde etme calismalart 1950°li
yillarin  sonunda hiyarda spontan partenogenetik haploid bitki elde edilmesine
yonelik c¢alismalarla baglamistir (Aalders, 1958). Bu ilk uygulamalarda tam olgun
olmayan hiyar meyveleri hasat edilmis, su tizerinde yuzdiirme yoluyla hafif
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olduklari beliflenen tohumlardan embriyo kultirleri yapimis ve 13 adet ilk hiyar
haploid bitkileri elde edilmistir.

1980°i yillarda ovul ve ovaryum kiltirlerine olan ilgi yogunlasmis ve Tablo
51den de gorilecegi gibi degisik familyalardan bir¢ok bitki tiriinde haploid
embriyo uyartimina  yonelik calismalar  yapimistir. Ovill  veya ovaryum
kiltirlerinden bagart elde edebilmek icin dikkat edilmesi gereken en 6nemli
noktalardan birisi, yumurtaligin alindigt ¢igegin buyukligi, yani yumurtahgin
fizyolojik olarak icinde bulundugu gelisme doénemidir. Yumurtaligin gelisme
dénemini pratik olarak belitleyebilmek icin kullaniabilecek en etkili yol, aymnt
cicek icerisinde bulunan anterlerdeki mikrospor gelisme doénemlerini izlemektir.
Arpada yapilan bir calismada; antesisten Onceki doénemde, polenlerin tek
cekirdekli, iki cekirdekli ve ti¢ c¢ekirdekli oldugu asamalarda aym cicekte bulunan
yumurtaliklar  kiltire alinmistir.  Haploid embriyo uyartimi icin  en elverisli
dénemin, iki veya ¢ ¢ekirdekli polenlere sahip ¢iceklerden izole edilen
yumurtaliklarin  i¢inde bulundugu dénem oldugu belitflenmistir  (San  Noeum,
1976). Buna karsilik, bugday ve titlinde aym c¢igegin polenlerinin tek c¢ekirdekli
oldugu  donemde  alinan  yumurtaliklarin  haploid  bitkiler  olusturdugu
belirlenmistir (Zhu ve Wu, 1979).

5.3.2. Kromozom eliminasyonu

Disi gametten harekede haploid bitki elde edilmesi kapsaminda yer alan bir
bagka teknik, kromozom eliminasyonundan yaratlanmakur. Bulbosum  teknigi
olatak da adlandilan bu yontem; Hordeun cinsi igerisinde yapilan titler arast
melezlemeler  sonucunda  olusan  embriyoda,  ebeveynlerden  birine it
kromozomlarin ~ kaybolmast ~esasina  dayanmaktadir. 1lk  kez 1969  yilinda
uygulanan bu teknik, arpada haploid bitkilerin kidesel uretimi icin etkili bir
bigimde kullanilabilmektedir (Kasha ve Kao, 1970).

Bulbosum teknigi, iki asamada uygulanmaktadir. Bunlardan birincisi ana ebeveyn
olan Horduem vulgare (2n=14) ile baba ebeveyn olan H. bulbosum'un (2n=14)
melezlenmesidir. Bu asamada normal olarak bir zigot olusur ve tozlanmadan
itibaren 10 giin sitreyle melez embriyo normal bir gelisimi gOsterir. Ancak daha
sonra embriyodaki bulbosum kromozomlart yok olmaya baslar ve yaklagik iki
hafta icerisinde geriye sadece H. wulgarinin kromozomlarina sahip olan haploid
bit embriyo kalir. Bundan sonra bulbosum  tekniginin in  witro  kosullarda
gerceklestirilen ikinci asamasi baglar. Normal sartlarda aborsiyona ugrayacak
olan haploid yapidaki olgunlasmamis embriyo, kiltire almnarak kurtarilir ve tam
bir arpa bitkisine dondastirilir. Bu yolla elde edilen arpa bitkilerinin hemen

hemen tamamu haploid (n=7) kromozom sayisina sahip olmaktadir (Bajaj, 1990;
Hess, 1992).
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Tablo 5. 1. Oviil ve ovaryum Kkiiltiirleri ile haploid embriyo uyartimi yapilan bitkilerden
bazi1 6rnekler.

Bitki Turi Kiultiire Alinan Kissm  Kaynaklar

Allium cepa Oviil Keller, 1990

Allium porrum Ovaryum Ozzambak, 1992

Betavulgaris Oviil Hossemans ve Bossoutrot, 1983;
Bornman, 1985; Doctrinal  ve  ark,
1989

Cucumis melo Oviil Dryanovska ve Ilieva, 1983

Cucurbita pepo Oviil Metwally ve ark, 1998

Gerberajamesonii Oviil Sitbon, 1981; Meynet ve Sibi, 1984

Helianthus annuus Ovaryum Cagnet ve Sitbon, 1981; Cai ve Zhou,
1984

Mix, 1985; Ahmim ve Vieth, 1986;
Gelebarth ve San, 1987; Cappadocia
veark, 1988

Hordeum vulgare Ovaryum San Noeum, 1976; Wang ve Kuang,
1981; Huang ove ak, 1982; Gu ve
Cheng, 1984

Ulium davidii Ovaryum Gu ve Cheng, 1983

Nicotiana rustica Ovaryum Zhu ve Wu, 1979

Nicotiana tabacum Ovaryum Wu ve Cheng, 1982

Ory’asativa Ovaryum Asselin de Beauville, 1980; Zhou ve
Yang, 1980; Kuo, 1982; He ve Yang,
1987 ve 1988

Petunia axillaris Oviil De Verna ve Collins, 1984

Triticum aestivum Ovaryum Zhu ve Wu, 1979; Gussakovskaya ve
Najar, 1990

Zeamays Ovaryum Ao we ark, 1982; Truong-Andre ve

Demarlv, 1983

5.3.3. Eksik veya yetersiz polenler ile tozlama

Ovill ve ovaryum kiiltiitleri {izerinde yapilan ¢alismalar arttikca, c¢ogu  bitki
tirtinde disi gametlerin zz vifro kogullarda kiltire alinmast yoluyla sadece dusik
frekansta haploid embriyolarin elde edilebilecegi anlasiimistir. Bu  nedenle,
polenlere  yapilacak bazt uygulamalarla  partenogenetik embriyo  olusumunu
uyararak haploidlerin elde edilme oranini artiracak calismalar glindeme gelmistir.
Eksik veya yetersiz polenler kullanilarak partenogenetik embriyo elde etme ve
bunlari bitkiye doniistiirme ¢calismalart 1965°]i yillarda baslamugtir.

Partenogenetik embriyo olusumunu uyarmak tzere kullanilacak eksik veya
yetersiz polenleri elde etmek icin, degisik kimyasal maddeler ile radyoaktif 1sin
uygulamalarindan yararlantlmaktadir. Ayrica, uzak akrabalar arast melezlemeler,
tozlamalarin geciktirilmesi, sicaklik soklart da uygulanan diger tekniklerdir.
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Polenlere yapilan bu uygulamalar sayesinde polen generatif ¢ekirdegi inakif hale
getirilmekte, bununla birlikte c¢imlenme yetenegini koruyan polenler disicik
tepesi tzerinde ¢imlendiklerinde olusturduklari uyartim sonucunda,
partenogenetik olarak haploid embriyolar meydana gelmektedir.

Cesitli  kimyasallar yardimiyla da tozlamada kullanilacak inaktif hale getirilmis
polenler elde edilebilmektedir. Bu amacla en cok kullandan maddeler kolhisin ve
toluidine mavisidir. ~ Yapilan bazt  ¢alismalarda  (Rogers ve Ellis, 1966;
Montelongo-Escobedo ve Rowe, 1969) kimyasal madde uygulamalariyla haploid
bitki uyartimi saglanmis olmakla birlikte, bu yOntemin basarist oldukg¢a sinirh
kalmistir. Nitekim bazt kabakgil tirlerinde yapilan ¢alismalarda polenlere degisik
kimyasal maddelerin ve dozlarinin uygulanmasinin haploidi uy artimina hicbir
olumlu etkisi saptanmamustir (Sart ve ark., 1995; Kurtar, 1999).

Bitki tarlerinin, ayni ya da farkli kromozom sayisina sahip olan yakin ya da uzak
akraba tirlerle tozlanmast (interspesifik  tozlama) da haploidi uyartimint
saglayabilmektedir. Kavun tirinin ilk haploid bitkileri bu yolla elde edilmis,
2n=24 kromozom sayisina sahip olan kavunun (Cucumis melo L.), 2n=48
kromozomlu  Cucumis fucifolins ile tozlanmasindan ¢ok diistik oranlarda (ilkbahar
aylarinda %0.284, sonbahar aylarinda %0.070) haploid bitkiler elde edilebilmistir
(Dumas de Vaulx, 1979). Benzer sckilde domateste yapilan ve sonuclari heniiz
yayinlanmayan bir calismaya gbre de domates (Lycopersicon esculentum Mill.)1n
yabani bir domates olan Solanum  sisymbrifolium ile tozlanmasindan haploid
bitkilerin gelistirildigi ifade edilmektedir (D. Chambonnet, kisisel gbriisme).

Polen 1sinlamast ve i1sinlanmus polenlerle disi  ¢igeklerin  tozlanmasi  yoluyla
haploid embriyolarin elde edilmesi 1980°li yillardan itibaren baslamis ve bu
teknikle cok sayida bitki tiriinde olduk¢a basarili sonuclar elde edilmistir. Polen
isinlamasinda esas olarak kullanilan 1sm tird, Co® kaynagindan elde edilen gama
siadir. Isin gérmis  polenlerle  tozlama  yapildiginda, srigma  tzerinde
c¢imlenmeye  baslayan  polenin  ¢ekirdekleri  (genellikle — vegetadf — cekirdek)
bolinmeye baglamaktadir. Polenin bu aktivitesi, embriyo kesesi icerisinde bir
uyartima neden olmakta; ya yumurta hicresi ya da sinetrjit veya antipot
htcrelerinden biri  bélinmeye baslamaktadir. Bu bélinmelerin - sonucu  olarak
dizensiz  hiicre yiginlart  (kallus) veya dogrudan embriyolar olusmaktadir.
Polenin, embriyo kesesi icerisinde olusan bu boélinme uyartimini saglayabilmesi
icin canliigini  ve c¢imlenme yetenegini kaybetmemis; ancak ayni zamanda
normal dolleme yapamayacak durumda olmasi gerekmektedir. Iste bu noktada
kullandlacak 1sin  dozu buyik ©6nem tagimaktadir. Turlere gbre degismekle
bitlikte Ornegin  Cucurbitaceae familyast bitkileri icin gama 1sinimn  200—600
Gray’lik dozlari haploid embriyo olusumunu bagattyla uyartabilmektedir.

Isinlanmis polenlerle yapilan tozlama yoluyla partenogenetik embriyo uyartimi,
basta Cucurbitaceae familyasina ait turler olmak Uuzere, seker pancari, cilek, kivi,
petunya, havug ve lahana gibi bitki tirlerinde basarili sonuglar vermistir. Tablo
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5. T de titlerarast tozlama, 1sinlanmis veya kimyasal madde uygulanmis polenler
ile tozlama sonucu haploid bitki uyartimi: gerceklesen tirler ve Sekil 5.11°de
kabakgil sebzelerinde 1sinlanmis polenlerle haploid embriyo uyartiminin isleyisi
gosterilmistir.

Tablo 5. 2. Eksik polenler ile tozlama ile haploid embriyo uyartimlanna bazi 6rnekler.

Bitki Tiri Uygulama Kaynaklar
Actinidia deliciosa Isinlanmug polen Pandey veark., 1990
Brassica oleracea Isinlanmig polen Dore, 1989
Cichorium intybus Tiirlerarasi tozlama Dore veark, 1996
Citrullus lanatus Isinlanmig polen Giirs6z veark, 1991

San veark, 1994
Cucumisficifolius Tirlerarasi tozlama Zagorcheva veark, 1987
Cucumis sativus Isinlanmig polen Sauton, 1989
Niemirowicz-Szczytt ve
Dumas de Vaulx, 1989
Caglar ve Abak, 1995

Cucumis melo Tiirlerarasi tozlama Dumas de Vaulx, 1979
Isinlanmus polen Sauton, 1987
Isinlanmis polen San veark, 1992a
Daucus carota Isinlanmug polen Rode ve Dumas de Vaulx, 1987
Fragaria ananassa Isinlanmis polen Caranta, 1992
Malus x domestica Isinlanmig polen Zhang ve Lespinasse, 1991
Petunia hybrida Polen 1gmlama Raquine, 1985
Solanum tub erosum Kolhisin Montelongo-Escobedo

ve Rowe, 1969

Isinlanmis polen teknigi ile embriyo elde edilmesinden sonra, bu embriyolarin
bitkiye ~donisimiinin saglanmast gerckmektedir. Embriyo kesesi igerisinde
gelisen  haploid embriyo, normal bir déllenme sonucu olusmadigt icin,
endospermden de yoksundur. Dolayisiyla canliligini  uzun stre korumast ve
normal bir tohum gibi ¢imlenerek bitkiye donisimi séz konusu degildir.
Uyartim sonucu olusan haploid embriyolarin  bitkiye doéntstirtlebilmesi igin
embriyo  kaltiri  yapilmast  gerekmektedir.  Olustugu  tohumun icerisinden
kurtarilarak z witro kosullarda kiltiire alinan embriyolarin  bitkiye donistmleri,
birka¢ giin gibi oldukc¢a kisa siirede gerceklesmektedir. Sekil 5.12°de 1sinlanmug
polenletle tozlamanin sagladigi uyartim sonucunda olusan farkli gelisme
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asamalarinda  bulunan haploid kabak embriyolar;; Sekil 5.13’te  yine aym
yontemle elde edilmis olan haploid bir kavun embriyosu, Sekil 5.14’te ise tiplere
aktarilmis haploid kavun bitkicikleri gsterilmistir.

GAMA ISINLARIYLA ISINLAMA

Erkek gigekler
anthesisten 1 giin
once almtrlar

Polen geperi
Por

Vegetatif c¢ekirdek

Generatif cekirdek

TO2LAMA

isinlanmis polen
Disicik tepesi
Cim borusu

Tohum taslaklari

Tohum taslaklan

HAPLOID EMBRiYO
UYARTIMI

Polen ¢im burusunun.embriyo kesesine
ulagmasi tozlamadan 2| saat sonra
gerceklesir

Disi CiCEK

MEYVE BAGLAMA

HAPLOID EMBRIYOLARIN
* KURTARILMASI
Tozlamadan 3 hafta sonra iki tlb
N ) . elde edilir
YUREK $EKLINDEKI GLOBULER ASAMADA
EMBRIYO KALMIS EMBRiYO

Sekil 5.11. Kabakgil sebzelerinde 1ginlanmis polenle haploid embriyo
uyartiminin igleyisi (Cuny, 1992).
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Sekil 5.12. Iginlanmis polenlerle tozlama sonucu olusan, farkli gelisme dénemlerine
sahip partenogenedk kabak embriyolari, (a) Nokta, (b) Globiiler, (c) Ok ucu, (d)
Cubuk, (e) Torpido, (f) Yirek sekilli embriyo (Kurtar, 1999).

Haploid bitki elde etmek amaciyla 1smnlanmis polen yoénteminin  kullanilmasini
sinirlandiran  en  6nemli  etken, sirekli isnlama kaynagina olan gereksinimdir.
Isinlanmis  polenlerin  fazla uzun stre bekletiimeden hemen tozlamalarda
kullamlmasi, elde edilen basariyt artirmaktadir. Her ne kadar 1sin  gbrmis
polenler, 1sinlamayr takip eden en fazla 15 gin boyunca canhliklatint
koruyabilmekteyse de, yeterli meyve tutumunun gerceklesebilmesi icin 3 giinden
daha yasht polenlerin kullanilmamast gerekmektedir (Sat1 ze ark., 1992b). An tesis
guniindeki ¢iceklerden alinarak ismnlanan polenler, uygun 1stn dozu segilerek
isinlandiginda, bu polenlerin miktar olarak cok buyik bir kismi stigma tzerinde
cimlenebilmekte ve embriyo kesesine kadar ulasmaktadir. Sekil 5.15te 1 gin
yasl 1sinlanmis  polenlerle tozlanan karpuz  stigmast izerinde ¢imlenme
gorilmektedir.  Sekil  5.16’da  ise isinlama yapilan ve kontrol amaciyla
isinlanmayan  polenlerin - +4 °C’de muhafaza edilmesi sonrasinda ¢imlenme
oranlarinda meydana gelen degisimler gésterilmistir.

168



Haploid Bitki Uretimi

Sekil 5.13. Isinlanmis polen teknigi ile elde edilmig
haploid bir kavun embriyosu

Sekil 5.14. Haploid kavun
bitkiciklerinin goriiniimii.
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Sekil 5.15. Isinlanmig karpuz polenlerinin tozlama sonrasinda sugma

uzerinde ¢imlenmesi.

Cimlenme (%)
?f‘
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&4 Kontrol
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15

Muhafaza Siresi (giin)

Sekil 5.16. +4 °Cde muhafaza
iginlanmamig  kavun  polenlerinde

gilinlere gore degigimi.
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5.3.4. Ginogenesisi etkileyen faktorler

Disi gametten haploid embriyo elde etmeye yonelik calismalardan gerek oviil-
ovaryum kdltirleri, gerekse uyartili haploidi olarak adlandirilan eksik polenler ile
tozlama yontemlerinde basartyt etkileyen ¢ok sayida faktér bulunmaktadir. Bu
faktorlerin en Onde gelenleri, genotip, ana bitkilerin yetistirildigi kogullar, kiltir
ortaminin bilesimi ve inkiibasyon kosullaridir.

Anter kiltirlerinde oldugu gibi genotip, haploid embriyo olusumunu ve
frekansini yakindan etkileyen bir 6gedir. Cok sayida bitki tirinde yapilan ovil-
ovaryum kiltiri ¢aksmalarmda genotiplere bagk olarak haploid bitki olusum
oranlarinin  da degistigi  bildirilmektedir  (Truong-Andre ve Dematly, 1983;
Keller, 1990; Ozzambak, 1992). Benzer sekilde uyartik haploidi olusumunda da
genotip Onemk bir faktordiir. Ornegin  Sart »e ark  (19922)nin  kavunda
iginlanmis  polen teknigi ile yaptklart bir calismada Cuwcumis melo Y r.inodorus
grubuna giren kisiik kavunlardan, Cucumis melo var. cantalupensis'y giren kantalop
kavunlarina gére daha yitksek oranda haploid embriyolar elde edilmistir.

Ovil-ovaryum  kiltiirlerinde  kaltir  ortami  da  bagariyt  etkileyen  faktorler
arasindadir.  Celtikte yapilan bir calismaya gore, pHnin 6.4, sakkarozun %06
oldugu ve 2 g/1 maya 6zt katilan ortam en yiksek haploidi olusum oranint
saglamstir (Asselin de Beauville, 1980). Gerbera bitkisinde ise yapilan bir ortam
calismasinda en elverigli ortamin MS temel ortamt + 2 mg/1 BAP veya kine tin +
0.5 mg/1 IAA oldugu kaydedilmistr (Sitbon, 1981). Seker pancarinda ise temel
besi ortamina 2 mg/1 oksin ve 80 g/1 sakkaroz katilmasinin haploid bitki oranint
% 4.4¢ kadar cikardigi saptanmistir (Bossoutrot ve Hosemans, 1985). Owiil
kultiri ile seker pancarinda haploid embriyolar elde eden Girel e ark. (2000),
besin ortamina aktif kémir ilave edilmesinin embriyo Uretimini artirdigini; buna
karsilik gimiis nitrat ilave edilen ortamlarda embriyo olusumunun azaldigini
veya tamamen engellendigini belirlemistir.

Haploid olusum oranmnt etkileyen faktorlerden bir digeri, bitkilerin  yetisme
kosullari, Ozellikle de yetistirme doénemindeki sicaklik ve giinlik 1siklanma
siresidir. Ornegin gerberada yapilan bir calismada (Meynet ve Sibi, 1984)
haploid bitki eldesinin mevsimden etkilendigi; haziran ay1 basinda bu oranin
%4.64 oldugu, eylil ayinda ise %7.47’ye yukseldigi bildirilmektedir. Kavunda
isinlanmis  polen teknigi kullamilarak Fransa’da yapilan calismalarda da mevsimin
haploid embriyo uyartimt icin  Onemli bir etken oldugu, glneslenme
periyodunun 10 saatin ve global radyasyonun 15 mj nr”nin tzerinde seyrettigi
15 Haziran-15 Eylal tarihleri arast yapilan tozlamalarin en bagarili sonuglan
verdigi bildirilmigtir (Sauton, 1988).

Cigek tomurcuklarina uygulanan +4 °C’deki soguk soklari, anter kiltirinde
oldugu gibi 6vil kultirinde de olumlu etki yapabilmektedir. Nitekim Giirel e
ark. (2000), seker pancarinda ¢i¢ek tomurcuklannin degisik stirelerde soguk
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uygulamalarindan  gecirildikten sonra  6vil  kiltiriinde  kullanilmas:  halinde
embriyo olusum oraninin arttigini rapor etmistir.

5.4. Haploid Bitkilerde Kromozom Katlama

Haploid bitkilerin elde edilmesindeki temel yaklasgim kuskusuz bu bitkilerin
kromozom setlerinin iki katma ¢ikartlmast (katlanmas) ve %100 homozigot
safhadarin  hizla  gelistirilmesidir. Kromozom kadanmast bazi bitki tirlerinde
kendiliginden meydana gelmekle birlikte, pratikte ¢ogunlukla kimyasal madde
uygulamalariyla  gerceklestirtlmektedir. Bu amagla azot protoksit, kafein, kloral
hidrat, asenaften, sulfinilamid, etil merkuriklorid, hekzaklorosiklohekzan ya da
kolhisin gibi an timi to tik 6zellik gésteren kimyasallardan yararlanilmaktadir. Yine
bu amagla 24 D ve NAA gibi hormonlar (Changdeng ze ark., 1998) ve
trifluralin ve orizalin gibi bazt herbisitler (Bouvier ze ark., 1994; Hansen ve
Andersen, 1998) de kullanilabilmektedir. Guniimiizde kromozom katlamast icin
bitki 1slahctlart tarafindan en yaygin kullanilan kimyasal madde, kolhisindir. Bu
madde Uliaceae familyasina ait Colchicum automnale 1.. (giz c¢igdemi) bitkisinin
koklerinden elde edilen, alkaloid yapisinda kuvvetli bir zehir olup; alkol,
kloroform ve soguk suda eriyen, buna karsilik sicak suda ve eterde erimeyen bir
maddedir. Kimyasal formili Ce2H2506 olarak gosterilen ‘kolhisin’,  degisik
kaynaklarda ‘kolkisin’, ‘kolsisin’ veya ‘kolcisin’ olarak da ifade edilebilmektedir.
Kolhisin, uygulandigt  dokularin  hiicrelerinde  mitoz  bélinmenin  metafaz
sathasinda ig ipliklerinin olusumunu engeller ve dolayist ile replikasyona ugramis
kromozomlarin  kutuplara ¢ekilmesini 6nleyerek, kromozom sayisinin iki katina
¢tkmasini saglar.

Dihaploidizasyon icin degisik bitki tirlerinde farkli yontemler uygulanmistir.
Bunlar asagida 6zetlenmistir:

- Msit (Wan ve ark., 1989) ve glzelavrat otu (Rashid ve Street, 1974)’nda
oldugu gibi kallus dokusu veya hiicre sispansiyonuna kimyasal madde
uygulamalari,

- Kugkonmaz (Dore, 1976), getbera (Honkanen we ark., 1991) ve bugday
(Navaroo-Alvarez ve ark., 1994)’da oldugu gibi kolhisinin kiltiir ortamina
katilmast,

- Bugday, arpa ve ¢im titlerinde oldugu gibi haploid bitkilerin koklerine
kolhisin uygulamas,

- Seker pancart (Bossoutrot ve Hosemans, 1985), pamuk (Luckett, 1989),
patlican (Dumas de Vaulx, 1992) ve biber (Abak, 1993)’de oldugu gibi
haploid bitkilerin aksiller tomurcuklarina kolhisin uygulamas,
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Kavun (Sauton, 1987), karpuz (San ve Abak, 1996) ve hiyar (Caglar ve Abak,
1997)da oldugu gibi i witro bitkiciklerin veya bunlarin ¢eliklerinin belli bir
stire kolhisin ¢ozeltisi icinde bekletilmesi (Sekil 5.17),

Kavunda (Sart ze ark, 1999a) oldugu gibi tepe tomurcuklarinin kolhisin
cozeltisi icerisine 7 vzvo kogullarda bandirilmast (Sekil 5.18).

Sekil 5.17. Haploid kavun bitkilerine i wiro kosullarda kolhisin
uygulanmasi

TEPE DALDIRMA

%0.5 KOLHISIN

Sekil 5.18. Haploid kavun bitkiletine 42 vivo kogullarda kolhisin uygulanmast
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5.5. Ploidi Belirleme

Bitkilerde  ploidi  duzeyinin  belitlenebilmesi  icin  degisik ~ yontemlerden
yararlanilmaktadir. Bitkinin fenotitipe goére yapilan ayrimlar kromozom = sayist
bakimindan bir fikir verse de, kuskusuz ploidi belitlemede kullanilan en eski ve
en guvenilir yontem, hizli biyiyen doku ve organlarda (6zellikle kok uglarinda)
yapilan kromozom sayimlaridir. Ancak son yillarda kromozom sayimlarina
alternatif yontemler de gelistirilmis ve degisik bitki tirlerinde uygulama alant
bulmustur. Flow sitometri ve stoma hiicrelerinde yapilan gézlemlere dayanarak
gelistirilen yontemler, ginimizde ploidi dizeyinin belirlenmesinde kromozom
sayimlarinin yanisira rutin olarak kullanilabilir asamaya gelmis yeni tekniklerdir.

5.5.1. Fenotipik g6zlemler

Bitkilerin kromozom sayisi arttikca, yani poliploidi olugmast halinde bitkinin
tim organlarinda bir irilesme meydana gelmekte; buna karsidik haploid bitkilerin
elde edilmesi halinde bitkinin organlari tam olarak olustugu halde diploidlere
gore daha kicik olmaktadir. Gergekten de ister androgenetik, isterse
gynogenetik  yolla elde edilmis olsun; haploid bitkiler, diploid bitkilerle
karsilastirldiklarinda ~ tim  organlarinin daha  kiicik  yapii  olduklar
gorilmektedir. Kurtar (1999), Urfa Yerli kabak cesidinin diploid bitkilerinde
biyiime ucundan itibaren 7. yapragi ol¢tiginde yaprak eninin 34.6 cm, yaprak
boyunun ise 40.8 cm oldugunu; ayni cesitten elde edilen haploid bir bitkide
yaprak eninin 19.5 cm, yaprak boyunun 22.3 cm olarak o6l¢uldigini belirtmistir.
Aynt ¢alismada haploid bitkilerin, normal yetistirme kosullarinda diploidler gibi
cicek actiklarini, fakat ciceklerin morfolojik ve biyolojik olarak farkliliklar
gosterdigi  ortaya konmustur. Haploid bitkilerde hem erkek, hem de disi
gicekler, diploidlere gore daha kigik yapih olmus (Sekil 5.19 a ve b); erkek
gigeklerin polen tasimadiklart ve ag¢madan kuruyup dokuildukleri, disi cigeklerin
cok kigiik bir stigma ve yumurtalifa sahip oldugu, ancak normal polenlerle
tozlandiginda hicbir sekilde meyve baglamadiklart belitlenmistit. Tim bunlar,
diger bitki turlerinde elde edilen haploid bitkilerde de bildirilen ortak bulgulardir
(Karakullukcu, 1991; Caglar ve Abak, 1996; Satt ve ark., 1996b).

Fenotipik olarak haploid bitkilerin ayriminin yapilmast hizli ve masrafsiz bir
yontem  olmasma  karsin, glvenilirligi  azdir.  Bitkilerin  fenotipik  olarak
gorinislerine  bakarak, erkek ve disi organlarin gelismesini, polen olusup
olusmadigini veya meyve tutup tutmadigini belirleyerek, sadece o bitkinin
haploid olma olasiliginin  yiksek oldugu yoninde bir goras  bildirmek
mimkindir. Bu gorisi kanidamak icin mudaka diger yOntemlerden biri ile
desteklemek gerekmektedir.
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Sekil 5.19. Diploid (solda) ve haploid (sagda) kabak bitkilerine ait, anthesis’ten bir giin
onceki agamada (a) erkek ¢igekler, (b) digi gigekler (Kurtar, 1999).

5.5.2. Kromozom sayimlar1

Bitkilerin =~ genellikle koék uclarinda  yapilan  kromozom  sayimlari, deneyimli
elemana gereksinim gOstermesi ve preparat hazirlama sirasinda yapilan hidroliz,
boyama gibi islemlerin uzun sire almast gibi dezavantajlarinin  yaninda
guvenirliligi en fazla olan yontemdir. Saglikli ve giicli bir gelisme gosteren taze
kok uclarindan, boélinmenin en hizli oldugu sabah saaderinde alman o6rnekler,
kromozom sayimlan icin en uygun materyaldir. Kromozom sayimlarinda ilk
islem, mitoz boélinmenin metafaz agamasinda ig iplikciklerinin yapisini bozarak
ig  olusumunu engellemek, kromozomlatin ekvatoral tablada toplanmasmi
saglayarak, hiicre icinde dagilmasiin Ontne ge¢mektit. Bu amacla 0C-
monobromonaftalin  kullamlmaktadir. Bu madde, ig ipliklerinin  olusumunu
durdurmakta, kromozomlarin kisalmasini  ve diizelmesini saglamaktadir (Elgi,
1982). Degisik bitki koklerinde kromozom  sayimlari  icin  doymus 0C-
monobromonaftalin icerisinde kalma stiresi farklt olmakla birlikte bu stre
genellikle  3-4  saattit. Daha sonra ¢ozeltinin - koklerden — siiziilmesi  ve
uzaklastirilmast icin de koklerin birkag kez su ile yikanmasi gerekmektedir. Bu
uygulamalarin  ardindan yapilan, glasial asetik asit igerisinde tespit islemi ile
htcrelerin  hayat seyrinin birdenbire sona erdirilmesi ve mimkin oldugunca
hayattaki durumunu bozmadan gézlenmesi amaclanir. Hucrelerin  birbirinden
ayrilmast ve daha iyi gozlenmesi i¢in yapilan hidroliz islemi, iyi bir preparat
yapilabilmesi i¢in en 6nemli asamalardan birisidit. Genellikle 1 N HCI igerisinde
60° Cde 10-20 dakika stireletle yapilan hidroliz islemiyle hiicreler, aralatinda
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bitlestirici bir kuvvet bulunmayan serbest hiicrelerden olusan bir yigin
durumuna getirilmektedir. Yogun boélinmenin oldugu kok uclarnin, Feulgen
gibi c¢esitli boyalarda tutulmasi ile kromozomlar son seklini almaktadir. Kok
uclarinin lam  Gzerine vyerlestirilmelerinden sonra uygulanan %71’lik asetokarmin
eriyigi ise kromozomlarin net gorilebilecek bicimde boyanmasini saglamaktadir.
Sekil  5.20’de  agtklanan  yontemle  hazitlanmis  preparatlardan  elde  edilen
goruntilerde, haploid (n=12) ve dihaploid (27—2A) yapidaki kavun bitkilerinin

kromozomlart gosterilmistir.

Sekil 5.20. Haploid (solda) ve dihaploid (sagda) kavun bitkilerinin kromozomlan.

5.5.3. Flow sitometri

Otomatik floresan yonteminin bulunmasinin  ardindan hiicrelerde  kromozom
sayllarinin  belitlendigi  ploidi  6lgtimleri, insan onkolojisinde ¢ok genis bir
uygulama alant bulmustur (Gohde ve ark., 1979). Daha sonra bazt bitki
bilimciler yontemi ‘flow sitometri’ olarak adlandirmiglar ve pekcok bitki tiriine
giren ¢ok sayida genotipte bitki hiicrelerindeki ¢ekirdeksel DNA  6lciimlerinde
kullanmiglardir (Galbraith ve ark., 1983; Ulrich ve Ulrich, 1986).

Ploidi belirlemesi icin klasik kromozom sayimlan iyi bir laboratuvar altyapist ve
deneyimli elemana ihtiya¢ géstermekte; bu  kosullar saglansa bile bazt  bitki
tirlerinde kromozom sayimlarinin ¢ok glc olmast nedeniyle bazen olanaksiz
olabilmektedir. Diger yontemlerin de etkili olarak c¢alismadigt durumlarda flow
sitometri, guvenilir ve gecerli sonuglar sunmaktadir. Flow sitometri (Flow
cytophotometric, FCM), hicrelerin  tek tek flouresans dedektorden  gecerken
emdiklerin 1sinin analizine dayanan bir yontemdir. Bunun i¢in enzimatik olarak
parcalanan  yaprak Orneklerinde hiicre cekirdekleri serbest birakidmakta, H
33258 veya DAPI gibi flouresans boyalarla boyanan hiicre c¢ekirdeklerinde,
cekirdeksel DNA — miktart  belitlenmektedir. Her bitki tiri  i¢in  yontemin
optimize edilme gereksinimi, bu yontemin dezavantajlarindan biri olsa da;
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miksoploid hiicrelerin  varliginin ortaya ¢tkartilmasi, bir kisinin giinde 100’den
fazla  bitkide analiz yapabilme olanagini sunmast gibi avantajlar;, flow
sitometrinin ginimiizde kromozom sayimlarinin yapilmast igin en fazla tercih
edilen yontem haline gelmesine neden olmustur.

Flow sitometti yontemiyle, scker pancart (De Laat ze ark., 1987), bugday
(Lochenberg ve ark., 1990), patates ve portakal (Lucretti ve ark., 1990), karpuz
(Gitsoz ve ark., 1991, Sart ve ark., 1999b) (Sekii 5.21), kavun (Borgel ve ark.,
1990), kivi (Ollitrault-Sammarcelli ze ark., 1994), hiyar (Kubalakova ve ark.,
1996), biber ve patlicanda (Dolcet-Sanjuan ze ark. 2000) ploidi seviyeleti
belirlenmis ve gerekli islem akist ortaya konmustur.
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Sekil 5.21. Karpuzda haploid ve dihaploid bitkilerde flow sitometre sonuglan.

5.5.4. Stomatal incelemeler

Bilindigi gibi stomalar, yaprak epidermisinde gémili olarak bulunan, havadaki
karbondioksitin yapraga girmesini, su ve oksijenin ise yapraktan ¢tkmasini
saglayan acikliklardir. Degisik bitki tirlerinde stomalann iriligi, dolayistyla birim
alanda bulunan s torna sayist ile ploidi diizeyi arasinda givenilir iliskiler
saptanmistir.  Ornegin  kereviz  (Salk, 1979), tiitin (Emiroglu, 1980), briiksel
lahanast (Dore, 1986), havu¢ (Rode ve Dumas de Vaulx, 1987), karpuz (Sar1 ve
ark., 1999b), kavun (Abak ve ark.,, 1996), hiyar (Caglar ve Abak, 1996), kahve
(Mishra, 1997), biber (Abak ze ark., 1998) ve kabak (Kurtar, 1999)’ta haploid
bitkilerin s tornalarinin diploidlerine gére daha kugik oldugu, dolayisiyla birim
alanda daha fazla stoma bulundugu saptanmistir.

Stomalar icerisinde bulunan kloroplasdarin sayist da bazt bitki tirlerinde (seker
pancatt: Doctrinal ve ark., 1989; karpuz: Sati ve ark., 1999b; kavun: Abak ve ark.,
1996; htyar: Caglar ve Abak, 1996; biber: Abak ze ark., 1998; kabak: Kurtar,
1999) ploidi ayirici, glivenilir bir yontem olarak diinya literatiriinde yer
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almaktadir. Buna ragmen, ¢ilek (Quarto we ark, 1991) gibi poliploidi olgusu
yaygin  olan  bitkilerde  kloroplast  saymmlarimn  ploidi  belirlemek  igin  yeterli
olmadigi, mudaka kromozom sayimlariyla desteklenmesi gerektigi
vurgulanmigtir.  $ekil 5.22°de haploid ve dihaploid karpuz bitkilerine ait s torna

ve kloronl astlar gdsterilmigtir

Sekil 5.22. Dihaploid (solda) ve haploid (sagda) karpuz bitkilerine ait stomalar
ve igerisindeki kloroplastlar.
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6.1. Giris

In vipo yetigtirilen bitkiler fungal, bakteriyal ve viral hastaliklar ile bulastk olabilir,
zararlt bocek ve nematodlardan zarar gorebilitler. S6z konusu bu mikroorganiz-
malar (virGs, bakteri ve mantarlar) vegetatif c¢ogal tim yoluyla tasinmaktadir. Bu
nedenle, vegetatif ¢ogaltmada temiz bir baslangic materyalinin kullanimi son derece
onemlidir. Temiz materyallerin elde edilmesi amaciyla da bazt doku kiltiard
tekniklerinden yararlanilmaktadir. Doku kultirt teknikleri hastaliklara  dayanikldig
artirmak, dayanikli bitki genotiplerini korumak, bitki hastaliklarina karsi somaklonal
dayaniklililk meydana getirmek, dayanikli bireyleri se¢mek veya dayanikliiga cevap
veren genlerin aktarlmasini  kolaylastirmak ve  bitkileri hastaliklardan — arindirmak
icin kullanilmaktadir. Genellikle zz wifro ¢ogaltilan bitkiler hastaliklardan ari olarak
kabul edilmektedir fakat mantar ve bakteri enfeksiyonlart bazen kiltire alman
bitkilerde biytk kayiplara- neden olabilmekteditler. Bu durum 7z wvitro  kiltir
laboratuvarlarinda  karstlagilan  6nemli bir problemdir. Kontaminasyon yapan bu
mikroorganizmalart belirlemek, onlart ilk kiltirde ve alt kiltirler boyunca elimine
etmek cok Onemlidir. Bu durum genellikle yiizeysel sterilizasyonla 6nlenmeye
calisilir. Ancak basit bir yiizeysel sterilizasyon bakteri, mantar, maya, viris, viroid
veya mikoplazma kontaminasyonunu her zaman ortadan kaldirmaz. Bitki doku
kiltirlerindeki ~ kontaminasyon — t¢  tirli  olabilir.  Birincisi  etkisiz  yiizeysel
sterilizasyonun neden oldugu akut kontaminasyondur. Ikincisi eksplant icinde gizli
olan mikroorganizmalarin veya alt kiltir sirasinda yerlesen mikroorganizmalarin
neden oldugu kontaminasyondur. Ugiinciisii ise uzun bir steril kiiltiir déneminden
sonra dogal olarak meydana gelen kronik kontaminasyondur. Bahsedilen ikinci ve
tclinci tip kontaminasyondan sorumlu organizmalart saptamak cok giictiir. Bu
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bakimdan farkinda olmadan bir mikroorganizma ile bulastk bitki materyalleri
kiltire alinabilir ve cogaltilabilir. Ancak bu mikroorganizma kiltir sirasinda sorun
olabilir veya duretilen bitkiciklere aktarilabilit. Bu yiizden mikrocogaltilan butin
bitkiler hastaliktan ari degildir (George, 1993). Hastaliksiz bitkileri elde etmek tizere
Ozel in vitro kiltir teknikleri gekstirilmistir ve meristem kiltiird bu amagla kullanilan
bir tekniktir.

Meristematik hiicreleri kullanarak gergeklestirilen doku kiltird 6zellikle virtisten ari
bitkilerin elde edilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir bitkinin hucrelerinde
virils konsantrasyonu hiicreden hicreye farklidir ve &zellikle apikal surglin ve kok
meristemi htcrelerinin virlis icermesi ihtimali cok dusuktir. Bu nedenle meristem
kiltarlerinden virlisten ari bitkilerin elde edilmesi mimkin olmaktadir. Bununla
beraber meristemlerin  her zaman virlsten ari olmadigt da unutulmamalidir.
Gunumiizde meristem kiltiird viris eliminasyonu icin rutin olarak uygulanan bir
yontemdir. Ama farkli bitkilerden farkli virGsleri anndirmaya gére de 6zel
yontemlerle birlikte ele alinmaktadir (Sherwood, 1993). Ayrica, meristem kultird
yoluyla bakteri ve mantarlardan ari bitkilerin elde edilmesi de mimkiin olmaktadir
(George, 1993).

6.2. Meristem Kiiltiirii

Meristem ve sirgiin ucu kiltirlerinin uygulama alanlart gesitli 6rnekler ile Birin ve
Tirkoglu (1996a) tarafindan hazirlanan derlemede verilmigtir. Bunlar agagidaki gibi
Szedenebilir:

Virtsstiz materyal elde etmek

Mikrocogaltim

Germplazm muhafazasi

Genetik transformasyonlar

Bitki materyallerinin uluslararast degisimi (Grout, 1990)

Sk -

Bakteri ve mantarlardan ari bitkilerin Gretilmesi (George, 1993)

Meristem kiltiird alaninda ilk girisim 1933 yilinda White’'m Stellaria  medicmm
sirglin ucunu kiltire almast ile olmustur. Daha sonra 1945 yilinda Loo, Asparagus
ojjicinalii'va 5 mm uzunlugundaki govde uglarini kultire almayr basarmistir. Esas
olarak meristem kulturinun baslangict  Tropaeolum  majus’da.n bagarili bir meristem
ucu kultiri ve sonugta kokli bitkilerin elde edilmesi ile olmustur. Daha sonra
meristem ucu kaltirlerinin  viriisten ari bitkileri tretmedeki potansiyeli buyik ilgi
gormus, 1952 yilinda Morel ve Martin tarafindan Dabliada ve 1955 yilinda da 6
patates ¢esidinde virGsten ari bitkiler elde edilmistir (Dodds ve Roberts, 1980;
Nehra ve Kartha, 1994).
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Sekil 6.1. Meristem ve siirgiin ucu kiiltiirlerinin uygulama alanlar1 (Nehra ve Kartha, 1994).
TT: Termoterapi, KT: Kemoterapi, MK: Meristem ucu kiltarii, BK: Biyolojik kontrol,
NAH: Niikleik asit hibridizasyonu, EK: Enzim kontrolleri, SH: Southern hibridizasyonu

Bitkisel uretimde etkili olan doku kiltirii tekniklerinden meristem ve siirgiin ucu
kiltarleri gintimizde yaygin bir uygulama alam bulmustur. Bu kiltirler 6nce
vegetatif olarak ¢ogaltilan bitkilerin hizli klonal ¢ogaltimi, virlis stz materyal elde
etme ve hem vegetatif hem de tohumla Gretilen bitkilerin germplazmlarinin
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muhafazasi gibi alanlarda kullanilmis, daha sonra bitki islahinda gen transferleri ile
genetik  transformasyonlart  gerceklestirmede kullanidmaya baglanmustir  (Sekil  6.1)
(Nehra ve Kartha, 1994). Ayrica, vegetatif bitki materyallerinin  uluslararast
degisiminde ve patojenlerden arindirmada da kullanidmaktadir (Grout, 1990).

Virtsten ari bitkileri elde etmek ic¢in ¢ogunlukla kullanilan kiltir “meristem
kultird” veya “meristem ucu kiltird” olarak belirtiimektedir. Gerek meristem
kultirt gerekse meristem ucu kiltird ifadeleri mikrogogaltim amact ile degil viriisi
climine etme amact ile baglatilan kaltirleri ifade etmektedir. Kiltirlerde virds
eliminasyonu icin kullanilan eksplandart tanimlamada ise “meristem ucu” terimi
daha dogru olurken biytk cksplandar kullanildiginda (genellikle 1 mm’den biyiik)
“strgiin ucu” seklinde ifade etmek dogru olmaktadir (Sekil 6.2) (George, 1993).

Meristem ucunun kaltir ortamina yerlestirilmesinden sonra canliiklarini  devam
ettirmeleri, farklilagarak yeni surgiinler olusturup koklenmeleri ve tam tesekkilld
bitki meydana getirmelerinde bir takim faktorlerin  etkisi s6z konusudur. Bu
faktorler asagida basliklar altinda verilmistit.

. Meristematik ——s Q
// kubbe

- Meristem ucu » Qﬂ

eksplant

Surgln ucu
eksplanh
(Boyut dedisebilir)

Yaprak taslag !. o

imm

ey Aksillar tomurcuk

yeri

Sekil 6.2. Meristemadk kubbe, meristem ucu ve siirgiin ucu eksplantlan (George,

1993).

6.2.1. Meristem ucu kiiltiirlerinde basgar1y1 etkileyen faktérler

Meristem ucu kiltirlerinde basartyr etkileyen faktdrler bitki materyali ile ilgili baz
ozellikler, kiltir ortaminin bilesimi ve kiltir kogullart olmak tzere ti¢ grup altinda
toplanarak asagidaki gibi ele alinabilir (Biirtin ve Turkoglu 1996b).
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6.2.1.1. Bitki materyali

Eksplantin  biiyiikliigh: Bir ¢ok arastirmada eksplant boyutunun 6nemi tzerinde
durulmus ve biyiik eksplantlarin daha yiiksek canlilik ve rejenerasyon kapasitesine
sahip olmasina karsin, kicik eksplantlarin virls eliminasyonunda daha avantajl
oldugu ortaya konmustur. Bu nedenle eksplant boyutu calismanin amacina ve tire
gore deneysel olarak belirlenmelidir. Eger ama¢ mikrogogalim ise kiltire daha
biiyik eksplantlarla baslama fakat amag viris eliminasyonu ise miumkiin olan en
kiiciik eksplantlars kullanma daha uygun olmaktadir.

Dondr  bitkinin ~ figyolojik  durumn:  Meristem ucu  eksplantlart  bitkide vegetatif
buyimenin aktif oldugu bir dénemde aliursa kiltiirde bagart orani  artmaktadir.
Ornegin, elma siirgiin ucu eksplandarinm olgun meyve bahgesinden alinmast yerine
yeni agtlanmis sirgiinlerden alinmasinin daha basarili sonuc verdigi belirtilmektedir.
Benzer sekilde armutta olgun agaclardan alinan meristemlerin  gelisme oraninin
fidanlardan  alinanlara  gbre disik oldugu ve yavas gelisim  gosterdikleri
gbzlenmistir. Bunlara ilaveten dondér bitkilerin  yetistirildigi ¢evre kosullart ile
eksplantin  bitki iizerindeki pozisyonu da basarida etkili faktorlerdendir. Ornegin,
patateste 7z wvifrdda vyetistirilen bitkilerden alinan eksplantlar, yumru strgiinlerinden
alinanlara gore daha yuksek rejenerasyon gostermistir.

Asma’da apikal ve aksiller (koltuk altr) tomurcuklarindan alman meristemlerin
kultirinde  bazt  ¢esiderde  sadece  aksiller  meristemlerin  basarili  oldugu
belirtilmektedir. Gigli apikal dominansi gOsteren bitkilerde terminal ugtan alinan
meristemler lateral pozisyonlardan alnanlara goére daha iyi iz wifro cevap vermistir.
Opysa, bir cok bitkide u¢ meristemi kadar yan dallarin koltuk aldarindan izole edilen
meristemlerin de iyi sonug verdigi bilinmektedir.

Eksplantin — alindigs - mevsim:  Karanfilde meristem uglarinin  erken  ilkbahar ve
sonbaharda alinmasi yaz ve kis aylarinda alinmasindan daha iyi sonu¢ vermistir.
Papaya (Canca papaya JL/da ise yazin alinan meristem uglari diger mevsimlerde
alinanlara gore daha hizlt gelismistir. Brassica oleracea’dy 21 °Cde yetistirilen donér
bitkilerden alinan meristemlerin  6lmesine karsin 16 °C’de  yetigtirilen donor
bitkilerden alinan eksplantlar daha basarili bulunmustur.

Cegit: Bitki doku kiiltitlerinde iki genotipin aymi kiltir kosullari altinda her zaman
benzer sekilde cevap vermedigi bilinmektedir. Calismalar, zz vitro kiltirde farklt
genotipler arasindaki bu Onemli farkliligi fizyolojik ve epigenetik faktorlerin  de
etkiledigini ortaya koymustur. Ornegin, farkli [77da faba genotiplerinin meristem
kultirlerindeki  rejenerasyon  yetenekleri —arastirilmis  ve distk tannin  iceren
genotiplerin iz vitro cevabinin daha yiiksek oldugu bulunmustur.
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6.2.1.2. Kiultiir ortami1

Meristem kiltirintn ilk uygulandigi yillarda White (1943) ortami kullanilmis sonra
Murashige ve Skoog (1962) ortaminin (MS) daha uygun oldugu bulunmustur. MS
ortamt ve bazi modifikasyonlart halen en fazla kullanidan ve en basarii sonu¢ veren
ortamdir. Meristem ucu kiltirlerinde her zaman MS ortamu kullandmakla beraber
bazt tiirlerde diger ortamlar daha basarili olabilmektedir. Ornegin, FEricaceae
familyast ve ¢ogu odunsu bitki tirleri icin alternatif ortamlar (odunsu bitkiler
ortamt veya Lepoivre ortami) 6nerilmektedir.

Mineral tuglar: Eksplantlar gen¢ fidanlardan alindigt zaman MS ortamunin uygun
oldugu ancak olgun agaclardan alinan eksplandar icin bu ortamin toksik oldugu ve
bu eksplandar icin digik tuz oranina sahip ortamlarin (Heller, 1953 gibi) daha
elverisli ~ oldugu  belirtilmektedir. ~ Kdaltir  ortamindaki azot orani  meristem
kiiltiiriiniin basarisinda kritik bir etkiye sahiptir. Ornegin, alti bégiirden genotipinin
meristem  kialtirinde MS  ortamimnda NH4NO3 ve KNO3 konsantrasyonlarinin
yariya indirilmesinin kiltird iyilestirdigi rapor edilmistir.

Sekerler: Karbon kaynagi, meristem ucu kultird icin kullamlan kiltir ortaminin
onemli bir unsurudur. Genel olarak tim ortamlar bir karbon kaynagi olarak %l-3
sakkaroz icerir. Bununla beraber alternatif enerji kaynaklarmin da kullanilmasi séz
konusudur.

Agdar:  Cogunlukla eksplandar yari-katt  ortamda kiltiire alinmakta ve kultir
ortaminda ortami katilastirmak icin de agar kullanilmaktadir. Fakat bazi  Dbitki
tirlerinde stvi  ortam daha basarili  bulunmustur. Ornegin, patates meristem
kultirinde stvi ortamin kati ortama Ustiin oldugu, ayrica, agarin koklenme oranina
etkili olmadigi da belirtilmektedit.

Biiyiime  diizenleyicileri:  Metistem  ucu  kultitleri  icin  gerekli bitki  buyume
diizenleyicileri bitki tirine ve kultir safhasina baghdir. Yjeouminosea ve Solanaceae
familyasina ait bitki tirleri Brassicaceae ve Compositeae familyasina ait tirlerden daha
disik  konsantrasyonlarda  eksojen  bitki  biyiime  duzenleyicilerine  ihtiyag
duymaktadir. Besin ortamindaki biylme dizenleyicileri ile materyalin tasidig
hormon dengesi 6nemli olmaktadir.

Meristem  ucu  kiltirlerinin -~ degisik  safthalarinda  kullandan  bitki ~ biytime
duzenleyicileri  incelenmistir. Bazt  tirlerin - kalttirh  hic  biyime  diizenleyicisi
kullanilmadan baglatilabilmektedir. Ancak c¢ogu tirlerde biylimeyi ve meristemin
gelisimini  destekleyen dustik bir sitokinin duzeyi genellikle uygun olmaktadir.
Oksinler kaltirt  baglatmak icin  mutlaka gerekli olmamasmna karsin, dusik
konsantrasyonlarda ilave edilmesi faydali bulunmustur. Bununla beraber yiiksek
oksin konsantrasyonlart kallus olusumuna sebep olabilmektedir. Bu durum genetik
s tabili teyi siirdirebilmek icin istenmez. Giberelinler strgiin gelisimini ve coklu
stirgiin olusumunu tegvik etmesi nedeniyle kiltiir ortamina ilave edilebilir.
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Bitki tir ve cesitlerinin buyime dizenleyicilerine ¢ok farkli tepki gdstermeleri,
kiltar icin gerekli buyime dizenleyicileri miktarlarimin  Uzerinde ¢alisilan  geside
gore belirlenmesi gerektigi sonucunu ortaya koymaktadir.

6.2.1.3. Kiiltiir gartlan (gevresel faktorler)

Isik, sicaklik ve fotopetiyot gibi cevre sardatinin 7z witri dg. farklilasmayr etkiledigi
bilinmektedir. Meristem wucu kultitlerinin  ¢esitli donemleri icin  kiltir cevresi
kosullar1 arastirmalarla  beliflenmeye calisiimaktadir.  Ornegin, Cambridge Favorite
gilek ¢esidinin 7z vitro Uretiminde 28 °C’nin optimum sicaklik oldugu ve 1sik
yogunlugu ihtiyactnin  farklt meristem kualtira safhalarinda  degistigi  belirtilerek
meristem ucunu kiltire almada 4000 luks, surgiin ¢ogal timi igin 6000 liks,

koklenmede 7000 luks 151k uygun bulunmustur.

Patates meristem uglarinin 7z vitro  kiltirinde 1sik spektrumu ve yogunlugunun
koklenme ve bitki canlihigt bakimindan biyik 6nem tasidigi sonucuna variarak
floresan lambalar ile 4000 liks 1tk uygun bulunmustur. Bu nedenle optimal
kosullart her genotip icin beliflemek gerekmektedir. Ayrica, kiltir cevresi kosullart
ile beraber kultir ortami, bitki biyime dizenleyicilerinin kompozisyonu gibi farkl
unsurlari da bir arada incelemek gerekir.

6.2.2. Meristem ucu kiiltiirii uygulamasi

Cogu meristem ucu kiltird uygulamalarinda  kullantlan  kiltir ortami  bilegimi,
yuzeysel sterilizasyon yontemi ve kiltir odast kogullari agagida verilmigtir (Grout,

1990):

Ortam: ~ Meristem  kultirt  calismalarinda  en  yaygin  olarak  kullanilan  ortam
Murashige ve Skoog (1962) ortamudir. Ortamda biyime dizenleyicileri ¢esit ve
konsantrasyonlar1 tirlere goére degismektedir. Ayrica organik ve inorganik maddeler
de titlere 6zel olabilir. Ture goéte uygun blyime ortaminin secimi genis referans
kaynaklarina dayanarak belirlenmelidir.

Meristem  kiltiri icin agarli ortam veya stvt ortamlar kullanilmaktadir. Yari-katt
ortamlar genellikle %0.8-1.0 (a/h) agar icermektedir. Stvi ortamlar kultir kaplarinda
kagit kopriler veya lif destekler ile birlikte kullandmaktadir. Ortamda enetji kaynagt
genellikle %I-3 (a/h) dizeyinde sakkarozdur. Genel olarak ortam pH’st 5.5-5.8%
ayarlanmaktadur.

Yiizeysel  sterilizasyon: Bitki materyalinin  sterilizasyonu i¢in uygun olan bircok
sterilant madde vardir. On  sterilizasyon genellikle %70-90lk  etil alkol ile
yaptlmaktadir. Bunu sodyum hipoklorit ile = sterilizasyon izlemektedir. Burada
islatma  ajani olarak  deterjan  [Ornek:  Tween-80 %1 (h/h)] kullaniimaktadur.
Genellikle sterilizasyon %90’lik etil alkole batirma (10-30 saniye) sonra %00.5-10
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sodyum hipoklorit solisyonunda 15 dakika bekletme ile yapimakta ve bunu steril
distile su ile birka¢ kez ¢alkalama izlemektedir.

Kiiltiir odast  fkogullar:: Buyume odasinin sicakligs genellikle 25+1 °Clye, aydinlatma
4000 liks’e ayarlanir. Fakat kosullar tirlere goére degismektedir. Bu nedenle sicaklik
ve stk yogunlugu tirlere ve kaltir safhasina gbre arastirma sonuglart ile
belirlenmelidir.

6.2.2.1. Metodun uygulanmasi

Genel olarak meristem ucu kiltiri metodunun uygulanmasi  asagidaki  gibidir
(Grout, 1990):

1. Oncelikle meristem eksplandarmm alinacagi uygun bir bitki (donér) segilir.
Bu bitkiden en az bir bogum (nod) igeren sap pargalart kesilir.

2. Donér bitkiye uygun olarak belitlenen sterilizasyon yontemi kesilen sap
parcalarina  uygulanir. Sterilizasyon da deneysel olarak belitlenen konsan-
trasyon ve streler kullanidir. Doku yiizeyleri mumsu tabaka ile veya
epidermal tiyler ile kaphi ise Tween-80 gibi bir deterjanin hipoklorit
solisyonuna ilave edilmesi faydalt olmaktadir.

3. Meristem ucu cikarilacak bitki materyali binokiler stereomikroskop tablasina
yerlestirilir. En az 15x biyitmede tomurcugun apikal meristemini gérmek
icin Oncelikle yapraklar temizlenir sonra gen¢ yaprak taslaklart ile apikal
kubbe kesilir (Sekil 6.2).

4. Ayrlan eksplant (meristem ucu) kiltir ortamma yetlestirilir ve ortamin su
kaybini 6nlemek icin kiltir kaplart parafilm ile kapatilir.

5. Kaultir kaplart kiltir odasmna yetlestirilit ve genellikle 25 °C’de 4000 liks
isikta 12-16 saat fotoperiyotta birakilir. Optimal kosullar bitki tiriine gore
ayarlanmalidir.

6. Eger cksplant canliligini devam ettirirse 7-14 giin icerisinde eksplantta bir
uzama ve bitkicik gelisimi gorilir.

7. Gelisen bitkicikler c¢ogalum icin bogumlarinin  ayrilabilecegi  buytklige
ulasincaya kadar 7z vitrdda gelismeye birakilir.

8. In witrdda gelisen bitkicikler steril kosullar altinda kultur kaplarindan cikatilir
ve bogumlarina (aksiller tomurcugun bulundugu her bir parca) ayrilir. Her
bir parca, aksiller tomurcugun biyimesini saglayacak taze ortama aktarilir.
Boylece orijinal bitki virtisten ari olarak cogaltilabilir (¢ogaltma 6ncesi
bitkicigin virsten ari olup olmadig: virls tesderi ile belitlenir).
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6.2.2.2.

1.

6.2.3.

Meristem ucu kiltiirii caligmalarinda dikkat edilecek noktalar

Donér  dokular gen¢ kistmlardan ve bitkinin  aktif olarak  biylyen
bolgelerinden  alinmalidir. Dormant durumdaki  bitkilerden — sakinilmalidir.
Ornegin, patates  tohumluk  yumrulart  yaklaslk 1 yil 4 °Cde
depolanabilmektedir. Cogu patates kiltivarlari hasattan sonra belirli bir stre
dormanttir ve bu nedenle en az 2 ay depolanmalidir. Ayrica, yumrular 7z witro
calismada kullanilmadan o6nce 2 ay boyunca oda sicakliginda tutulmalidir
(Slack ve Tufford, 1995).

Donor  bitkilerin - damlama  sulama ile sulanmasi enfeksiyon problemlerini
azaltmada yardimci olabilir (Grout, 1993).

Meristem bolgesi etil alkol ile silinmis binokiler stereomikroskobu altinda
yatay hava akisli kabinde calisarak meristem bolgesi izole edilmelidir.
Meristemi  ayirmak icin  kullandan  kesicilerin  keskin  olmasint  saglamak
bakimindan stk sik  degistirilmesi ve sterilize edildikten sonra kullanilmast
uygun olmaktadir. Oncelikle dis yapraklar ve yaprak taslaklari temizlenir ve
sonra meristematik boélge alinir.  Meristematik boélge ¢abuk kuruyabilir  ve
zarar gOrebilir. Kurumayr o6nlemek icin  sterilize edilen alederin = sicak
olmamasina dikkat edilmeli ve calisma bodlgesinin aydinlatilmasinda 1sinmaya
meydan verilmemelidir (Sherwood, 1993).

Cok kiuctk bir eksplantin (sadece meristematik kubbenin) kiltire alinmast
durumunda gelisme sanst digiik olmaktadir ve kiltirde bagariyr sinirlayabilir.
Bu nedenle, meristemin yaprak taslaklari ile birlikte kiltiire alinmast bagarilt
bir kaltar icin gerekli olmaktadir ve bu “meristem wucu kaltird” olarak
tanumlanmaktadir (Grout, 1993).

Kesmenin bir sonucu olarak ortaya c¢tkan fenolik oksidasyon toksik etki
yapabilit. Bu duruma odunsu tirlerin kultirinde daha sik rasBanmaktadir.
Toksik etki nedeniyle ortamin kararmasi séz konusu olursa meristemin
derhal taze ortama aktarilmast ile bu durum o6nlenebilir. Ayrica, disik 1stk
yogunlugu uygulamast veya kiltir ortamma andoksidanlarin (askorbik asit,
dithiothereital ve polyvinyl pyrrolidone) ilavesi ile bu fenolik bilesiklerin
oksidasyonunun azaltilabilecegi de bildirilmistir (Grout,1993).

Meristem ucu kiltiiriiniin yararlari

Meristem ucu kultiraniin yararlart asagidaki gibi 6zetlenebilir (Grout, 1990):

1.

2.

En yiksek genetik kararliik zzz vitro klonal cogaltimda elde edilmektedir.

Meristem ucu kultirii ile bulasik olan bir dondr bitkiden viral, bakteriyal ve
fungal patojenler uzaklagtirilabilmektedir.
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3.

4.

5.

6.2.4.

Hastaliksiz Bitki Uretimi
Meristem ucu, sogukta muhafaza ve diger kiltir muhafaza teknikleri igin
homojen bir doku tipi olmast ve kiiciik olmast bakimindan ¢ok uygundur.

Kimera olan bir materyalin aynen cogal timi icin meristem ucu kuiltird ¢ok
uygun bir tekniktir.

Meristem ucu kiltirleri, karantina uygulamalarina gére uluslararast tasimada
cogunlukla kabul edilen kiltirlerdendir.

Meristem ucu kiltiirii tekniginin sinirlamalar:

Deberg ve ark (1990) tarafindan meristem ucu kiltird tekniginin bazt smnirlamalar

da vurgulanmistir. Bunlat:

1.

Virtsden arindirmada eksplant boyutu ile kontaminasyon derecesi arasinda
negatif bir iliski vardir. Penazzro ve Redolfi (1973,) Cymbidin/rfda bunu
gozlemistir. 600 pm’lik eksplant ile ¢ogaltlan tim  bitkiler bulasik
bulunurken, eksplant boyutu 270 |Um oldugunda bulagik bitkilerin oran
%87ye, boyut 120 |Llm oldugunda %52%yve dismustir. Eksplant boyutunun
kiiciilmesi ile virds eliminasyonu orani artmakta ancak 7z wvifro gelisme ve
basart sanst azalmaktadir.

Virtsten ari bitkilerin elde edilmesinde stok bitkinin fizyolojik durumu etkili
olmaktadir. Bu nedenle virlisten arindirma sezon ile degismektedir ve her
mevsim virlisten ari bitkileri elde etme sanst miimkiin olmamaktadir.

Meristem  kiltirinin  viris  eliminasyonunda etkili bir yontem olarak
tanimlanmast meristemin virtsleri icermedigi tezine dayanmaktadir. Oysa
virtsleri iceren meristemlerden de s6z edilmektedir (karanfilde Carnation
Motde Virusu, krizantemde Chrysanthemum Stunt Virust, Cymbidiurr?da
Oduntoglossum Ringspot Viriisii). Bu nedenle meristemlerin  her zaman
virtisten ari olmadigi da unutulmamalidir.

Yukarida belirtilen nedenlerden dolayl, meristem ucu kdltird  virlis probleminin

tstesinden gelebilen tek yontem degildir. Meristem ucu kiltirinin tek bagina
basartsiz oldugu durumlarda, termoterapi (sicaklikla tedavi), kemoterapi (kimyasal
yolla tedavi) ve krayoterapi (sogukla tedavi) yontemleri ile birlikte uygulanmasinin

daha elverisli oldugu calismalarla ortaya konmustur.

6.3. Viriisten Ari Bitkilerin Uretilmesi

Virtisten ari bitkilerin elde edilmesinde ¢esitli yontemler kullanilmaktadir (Debergh
ve ark., 1990; George, 1993; Sherwood, 1993; Nehra ve Kartha, 1994):

1. Meristem ucu kulturu
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2. Sicaklik uygulamasi (termoterapi)

3. Meristem kaltird ile birlikte sicaklik uygulamasi

4. Kimyasal madde kullanimi (kemoterapi)

5. Soguk uygulamast (krayoterapi)

6. Mikroastlama

7. Virtisten ari bitkilerin kallus ve protoplasttan elde edilmesi
8

. Virtisten ari diger eksplandarin kullanilmasi

6.3.1. Meristem ucu kiltira

Birka¢ yaprak taslagi ile beraber 1 mm’den kiicik eksplandarin kiltiri “meristem
ucu kaltird” olarak ifade edilmektedir (Sekil 6.2) (George, 1993). Sadece
meristemadk kubbeden meristem kiltiri baslatilabilmektedir. Ancak bu islem son
derece zordur ve izole edilen apikal meristemin biylimesi baglangicta ¢ok yavas
olmaktadir. Bu nedenle genellikle yapilan uygulama birka¢ gelismemis yaprak
taslagt ile beraber apikal meristemadk kubbenin kiltire alinmasidir. Bazt
kaynaklarda meristem ucu 0.1-0.5 mm olarak belirtilmekte ve u¢ 0.5 mm’den biyik
oldugunda stirgin ucu (0.5-5.0 mm) olarak tanimlanmaktadir (Nehra ve Kartha,
1994). Ancak genellikle 1 mm’den kiclik eksplandar virlisten ari bitkileri elde
etmek amact ile kullandmaktadir ve meristem ucu eksplandarinin - optimal
buytikliga 0.2-1.0 mm arasindadir (George, 1993).

Genellikle viriisten arindirma amactyla 0.5+0.2 mm’lik bir ucun yaygin olarak
kullanildigi  belirtilmektedir  (Sherwood, 1993). Ornegin, cayir {icgiiliinde 0.1-0.4
mm (Phillips ve Collins, 1979), c¢ilekte 0.2-0.4 mm (Gonilsen ve ark., 1992),
serbetciotunda 0.1-0.3 mm (Eppler, 1990) boyutundaki eksplandar bazi viriislerin
eliminasyonunda basatili bulunmustur.

6.3.2. Sicaklik uygulamasi (termoterapi)

Artan  sicakliklarin  viris  inakdvasyonundaki  etkisi ortaya konmustur.  Sicak
uygulamasi aktif olarak buiyluyen vegetatif materyal Uzerinde etkili olmaktadir.
Sicaklik uygulamast ile cogu virlslerin ve bazt sistemik bakteriyal hastaliklarin
eliminasyonu gozlenmistir. TFakat bazi bitki viroidlerinin  uzaklastirlmasinda  bu
uygulama etkisiz olmustur. Sicaklik uygulamasinda biyime icin gerekli optimum
sicakhigin Uzerinde bir sicakltk se¢cmek gereklidir. Fakat ayni zamanda bu sicakligin
bitki yada bitki materyali icin Oldiriici olmayan bir sicaklik uygulamast olmast da
gerekir. Sicaklik uygulamasinda bitki kisimlart (celikler veya soganlar, yumrular)
sicak suda veya sicak havada (50-52 °C) belitli sirelerde (10-30 dakika)
birakilmaktadir. Eger tim bitki sicak uygulamasina tabi tutulursa bu belirtilen
sicakliklardan daha dusiik sicakliklar dikkate alinmalidir (tiitlere gbre uzun
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araliklatla 4-30 hafta, 32-40 °C gibi). Gunlik sicaklik rejimi (36 °C gundiz / 32 °C
gece) de stk stk kullamilmaktadir. Sicaga toleransli olmayan tirler s6z konusu
oldugunda bunlar optimal sicakliklarda daha uzun siire tutulmaktadir (6rnegin, 6
hafta icin gunlitk 40 °C’de 4 saat, 16-20 °C’de 20 saat gibi) (George, 1993).

Vegetatif olarak cogalulan bitki tarlerine bulastigt  bilinen viriislerin  yaklagik
yartistnin - sicaklik  uygulamast ile elimine edildigi belirtilmektedir (George, 1993).
Sicaklik uygulamast gliniimiizde meristem ucu kiltird ile birlikte yaygin olarak
kullanilmaktadir (Seki 6.3).

6.3.3. Meristem kiltiirii ile birlikte sicaklik uygulamasi

Sicaklik uygulamasi, cogunlukla sadece meristem ucu kiltird ile uzaklastirilmast zor
olan viriislerin eliminasyonu icin kullanidmaktadir.  Sicakltk uygulamasi 3 farkl
sckilde yapilabilmektedir (George, 1993):

1. Bulasik olan bitkiler 6nce artan sicakliklara maruz birakilmakta sonra
meristem ugclart kultiire alinmaktadir.

2. Meristemlerin kiltire alinmasindan 6nce z vitro sirgiinlere yitksek sicaklik
uygulamast yaptlmaktadir.

3. Kiiltire alman meristemlere sicaklik uygulamasi yapilmaktadir.

Sicakltk uygulamasi ile birlikte uygulanan meristem ucu kiltirinin  buytk bir
avantaji, virds sz materyal elde etmede kullanilmasi gerekli ¢ok kiicik eksplant
boyutuna gbére bu durumda daha buyik eksplandarin  da  ayni amag¢ icin
kullanilabilmesidir. Sicak uygulamak bitkilerden, uygulamasiz bitkilere gére daha
buyik eksplandar giivenilir olarak kiltiire alnabilir ve béylece kiiciik eksplanta
gote bu eksplantin 7z vitro'dii geksme sanst da arttirtlmis olur.

Sicaklik uygulamast (gindiz 38 °C ve gece 25-30 °C) ile bithkte meristem ucu
kiltirinde elma klonlarmdan apple chlorotic leaf viris (ACLSV), apple s tem
grooving capillovirus ve kiraz klonlarmdan prunus nectotic ringspotilar  viris
(PNRV) elimine edilmigtit. Ancak PNVR’nt elimine etmek icin 4 hafta sicakkk
uygulamasi yeterk olurken ACLSV icin uygulamanin en az 6 hafta olmast gerektigi
belirtilmistir (Hanke ve ark. 1988).

Cilekte mild yekow edge virlisii eliminasyonunda 38 °C’de 15 giin uygulama yapilan
bitkilerden aknan meristemlerden elde edilen bitkilerin %50’sinde, ayni sicaklikta 48
gin birakilan Dbitkilerden aknan meristemlerden elde edilen bitkilerin  %100’tinde
virts elimine edilmistir (Nehra ve Kartha, 1994).

Serbetci otunda American hop latent viris (AHLV)und elimine etmede 30 °C
sicaklik uygulamasinin 20 °C’ye gbre Onemk Olgiide daha iyi sonu¢ verdigi
saptanmustir  (Eppler, 1990). Uygulanan sicakkk derecesi ve uygulama siiresinin her
bir genotip ve viriis icin deneysel olarak belirflenmesi gerekmektedir.
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Sekil 6.3. Meristem ucu kiiltiirii ile viriisten ari bitkilerin elde dilmesi (George, 1993).

6.3.4. Kimyasal madde kullanim1 (kemoterapi)

Eger virtisin replikasyonunu engelleyen veya virlis hateketini 6nleyen bir bilesik
(antiviral ~ bilesik) uygulanabilirse, kiltire alman doku ve organlardan virisi
arindirma cok basit olacaktir. Boylece ana bitkiye sicak uygulamasi igin harcanan
zaman ve meristem kiltirinin zorlugu da asdmus olacaktir. Ancak bu konuda
sadece birkac bilesik bulunmustur. Kemoterapinin meristem ucu kiltird ile
kombinasyonunun viriis eliminasyonuna etkisi tzerindeki arastirmalar halen devam
etmektedir.

En yaygin ve Dbasarih bir sekilde ribavirin (virazole-l.p-D-ribofuranosyl-1,2,4-
triazole-3-catboxamide) kullanilmaktadir. Bu madde su ana kadar uygulanan en
basarilt antiviral ajandir. Fakat, viriis eliminasyonu icin tek basina diger tekniklerin
yerine kullanilmast yeterli etkinlikte degildir (George, 1993).

Patates M virisi (PVM)’inin eliminasyonunda 1-2 yaprak taslagt bulunan
meristem ucu kiltirinden elde edilen soylar %59 oraninda viristen ari bulunurken
205 |LIM konsantrasyonda ribavirin (virazole) varhginda bunun %100°e ulastigt
belirtilmistir (Cassells ve Long,1981).

Ribavirin disinda diger bazt antiviral bilesiklerin de yararli etkilerinden s6z
edilmektedir. Diger bir ajan 2-thiouraciTin kiltir ortamma eklenmesinin titin
kalkislarindan patates virtisind elimine etmeye yardim ettigi, malachite green
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(diaminotriphenylmethane)’nin  ise  digiik  konsantrasyonlar da  patates  sirgin
uglarindan  virlsti  elimine etmede etkili oldugu belirtilmektedir. Ancak ne 2-
thiouracil, ne de malachite green 7 vitre?da glivenilir ajanlar degildir (George, 1993).

Meristem  kaltird ile virsten ari patates tohumlugu Uretiminde  bulasik
yumrulardan meristem ucunu (0.5 mm’lik) almadan 4 hafta 6nce yumrularin 36
°C’de birakilmasinin ve besin ortaminda Ter mg/1 24 D ve 2-thiouraciTin bitlikte
bulunmasinin  virGsten ari bitkicik oranini arttirdigt  belirtilmistir  (Allam  ze  ark.
1984). Antiviral ajan vidarabine (adenine arabinoside)’nin de virlisten ari bitkicikleri
elde etme sansit arttrdigr  belirtilmektedir. Kemoterapi ile meristem kiltirinin
kombine edilmesi konusunda yapilan calismada patates X ve S virtsleri (PVX ve
PVS) ile %100 bulasitk Rosa patates cesidinde 5 antifitoviral bilesigin etkisi
arastirtlmistir.  Virtis tesderinde kontrol bitkilerinin tamami bulastk bulunutken, 2,4-
dioxohexahydro-1,3,5-triazine (DHT) ile bitkiletin %72’si, 2-thioutracil ile %46.6%s1,
eyanoguanidin ile %28.8’%, imanin ile %43’4, novoimanin ile %21.6’s1 virlisten ari
bulunmustur (Borissenko ve ark., 1985).

Genellikle ribavirin konsantrasyonunun ve kiltirde uygulama zamaninin artmast ile
virlis eliminasyonu oraninin artudl belirtilmekle beraber, 20-50 mg/Tnin Uzerindeki
konsantrasyonlarin  bitki  biyime oranini azaltug ve fitotoksik oldugu da
belirtilmektedir  (Sherwood,  1993).  Sézkonusu  antiviral  bilesiklere,  tiitlerin
reaksiyonu ve bilesiklerin virGsten ari Dbitkilerin elde edilmesindeki etkisi ayni
degildit. Bu nedenle uygulanacak konsantrasyon ve kiltirde uygulama siresi
arastirtlmalidir.  Ayrica, antiviral ajanlarin  fitotoksik etkileri de dikkate alinarak
ayrintili olarak incelenmesi gereklidir.

6.3.5. Soguk uygulama (krayoterapi)

Yiksek sicaklik uygulamalart ile meristem ucu kiltirinin kombinasyonuna benzer
sekilde meristem ucu kiltird ile birlikte distk sicaklik uygulamalarinin da virds
eliminasyonu konusunda sus bitkilerinde bagarth &rnekleri  vardir.  Chrysanthenum
morifolinm’un - kiltire  alnan  meristem  dokulatindan  CSV ~ ve  CCMV
(Chrysanthemum chlorotic motde viriis) virlslerini elimine etmek i¢in soguk
uygulamast elverisli bir yontem olarak ispadanmustir. 5 °Cde 4 ay birakilan
Chrysanthemum morifo Hum' diin alman meristem uglarinin 7z vitro kiltirt ile CSV %067,
CCMV ise %22 oraninda elimine edilmistir. Sire 7.5 aya cikartldiginda ise
elimmasyon orant CSV’de %73’¢, CCMV’de ise %49’a yikselmistir (Debergh e
ark., 1990).

6.3.6. Mikroagilama

Mikroagtlama, virlisten ari anaglarin  (¢6glr) Uzerine meristemlerin  astlanmast
teknigidir. Virtisle bulasik olmayan tohumlar kék stoklart olarak kullanilmaktadir.
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Eger meristem iz pitrdda  gelismiyorsa veya meristemden gelisen  strgiinler
koklenmiyorsa  bunlatin = 7z witro'da.  cogaltilmis  anaglar  lzerine  agilanmast
yapilmaktadir. Ya virtsle bulagtk ana bitkiden direkt olarak aseptik 6n islemler ile
ayrilan meristem ucu ya da meristem ucunun zz vitro kiltirinden sonuclanan kicik
bir stirgiin ucu virlisten ari anaca astlanmaktadir. Bu tiir mikroagilama meristem ucu
kiltirinin  basarisiz  oldugu  tirlerde  virdsten  ari  stoklart  dretmek  igin
kullanilmaktadir.

Meyve agaclarindan viris eliminasyonu genellikle termoterapi ile meristem ucu
kiltirlerinden  gelisen kokld  siirgiinlere mikroagilama ile basardmustir  (Zimmerman
ve Swartz, 1994). In wvitro sirgin ucu agtlama teknigi Citrus tutlerinde %060-70
oranindaki ast basarist ve %90 topraga sasirtmadaki basarist ile ticari Uretimde
o6nemli bir uygulama alani bulmustur (Grosser, 1994). Bu sckilde siirgiin ucu
agtlama metotlart virsten ari klonlar elde etmek i¢in basartyla kullanilmaktadir.

6.3.7. Viriisten ari bitkilerin kallus ve protoplasttan elde edilmesi

Virtisten ari bitki rejenerasyonunun kallus tan ve pro toplas dardan baslatilan
kiltirlerle de elde edilebilecegini belirten raporlar bulunmaktadir. Ancak, kallus
kaynakli bitkiler kesin olarak virtisten ari olmayip orijinal bitkiye genetik olarak
benzemeyebilir. Bu da kallus kiltiitlerinin  virlis eliminasyonunda kullaniminin  ¢ok
uygun olmadigini ortaya koymaktadir (George, 1993). Adventif tomurcuk veya
somatik embriyogenesis yoluyla nusellustan kaynaklanan kalkistan rejenere olan
bitkicikler ylksek derecede virlisten aridir. Fakat, somatik embriyogenesis virlisten
ari klonlan elde etmenin pratik bir yolu olarak gérilmemektedir (George, 1993).

6.3.8. Viriisten ari diger eksplantlar

Virtsle bulastk olan bitkilerin yapraklart patojenin penetrasyon yapamadigt yerlerde
koyu yesil alanlara sahiptir. Béyle bolgelerden aknan eksplantlardan elde edilen
rejenerandarin ¢ogu viriisten ari bulunmustur (George, 1993).

6.3.9. Viriislerin tanimlanmasi

Virtsten ari  (virus-free) sozcigi, teshis edilebilen viriislerden — arindirilmis
anlaminda kullanilit ve bu virlsler viris anakzleri ile teshis edilir. Gunumizde
virisleri tanimlamada kullandlan  teknikler asagidaki bagkklar altinda toplanabilir
(George, 1993):

1. Indikator bitkiler kullanarak yapilan testler

2. Elektron mikroskobu ile viriis partikiillerinin varkgint arastirma
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3. Serolojik testler: Cesitli metotlar gehstirilmistir. En yaygin kullanilan
ELISA (Enzyme Liked Immunosorbent Assay) testidir.
4. Nikleik asit analizleri.

6.4. Bakteri ve Mantarlardan Ari Bitkilerin Uretilmesi

Bitki doku kiltirlerinde gorilen t¢ cesit kontaminasyondan biri  olan akut
kontaminasyonun  giderilmesinde  ylzeysel  sterilizasyonun  6nemi  bilinmektedit.
Eksplant igerisinde gizli bulunan (endojen) mikroorganizmalarin sebep oldugu
diger kontaminasyonlarda ise mikroorganizmalarin beliflenmesi ve giderilmesinin
de glic oldugu bilinmektedir. iste meristem kuiltirid teknigi virtisten ari bitkilerin
elde edilmesi amacinin yam sira dondr bitkinin bakteriyal ve fimngal patojenler ile
enfekte oldugu durumlarda da avantaj saglamaktadir. Cinkd bitkide terminal
bélgenin  vaskiler farklilasma bolgesinin - tGst  kismi  patojenik  partikilleri  pek
icermez. Bu nedenle, eger bulasik olan bir bitkiden, séz konusu bu bdlgeden ki¢tik
bir eksplant alinip 7z witre?ag basarili olarak gelistirilirse patojensiz bitki elde edilmesi
miimkiin olmaktadir (George, 1993). Ornegin Pelargoninrr’da ve diger bazi bitkilerde
i¢ kontaminandar sapin alt kisimlarinda yogunlagsma egilimindedir. 1 mm’lik apikal
surgin ~ uclant  (yalniz  lateral  tomurcuklardan  degil)  hemen  hemen
kontaminandardan tamamen aridir. Bu nedenle bir veya birden fazla meristem ucu
veya strgin ucu kiltird uygulamasindan sonra sirgiinler mikroorganizmalardan
arindirilmis  olmaktadir  (George, 1993). Ornek olarak, Pelargoninmu  Xanthomonos
pelargonizden arindirmada meristem ucu kaltird etkili olmustur (Sekil 6.4).
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Sekil 6.4. Xanthomonaspelargonicdan ari Pelargoniim'n cogaltma metodu (George, 1993).
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6.5. Sonug

Meristem ucu kultird gerek mikrocogaltim amact ile gerekse virlisten ari bitkileri
elde etme amact ile yaygin olarak kullanilmaktadir. Genellikle meristem ucu
kultirleri sis  bitkilerinden krizantem, karanfil, tarla bitkilerinden patates, bahge
bitkilerinden ¢ilek ve narenciyede rutin olarak uygulanmaktadir.  Ozellikle
narenciyede mikroagtlama teknigi ile virds eliminasyonu basariyla kullanilmaktadir.
Meristem ucu kaltirt ile wvirGs hastaliklarindan  anndirdan  bitkilerin - bazilarinin
listesi Tablo 6.Tde verilmistir.

Tablo 6.1. Meristem wucu kiltirii ile termoterapi (ITT), kemoterapi (KT), soguk

uygulamalan ve mikroagilama ile viriis eliminasyonu konusunda yapilan baz1 ¢alismalar.

Basan
Oran1
Bitki Tiiri Viriis/Viroid (%) TT/KT Kaynaklar
Aeschynanthus Tobacco mosaic viriis - TT+KT Paludan, 1985a
bildebrandii
Allinm sativum L. Onion yellow dwarf 85 TT Walkey ve ark., 1987*
Allinm sativum L. Onion yellow dwarf potyvirus 90-100 TT Ugman ve ark., 1998
Allium sativum L. Garlic common latent carlavirus 62 Verbeek ve ark., 1995
(GCLYV)
Leek yellow stripe potyvirus 100
(LYSV-G)
Onion yellow dwarf potyvirus 92
(OYDV-G)
Onion mite-bome latent rymovirus <54
(OmbLV-G)
Citrus sp. Citrus tristeza - KT Greno ve ark., 1990%
Citrus infectious variegation
Exocortis viroid
Chrysanthemum sp. Chrysanthemum stunt viroid 18-80 Diugiikk  Cichal ve Kryczyhski, 1987%
Chrysanthemum chloratic mottle sicaklik
viroid
Cucumber pale fruit viroid
Cymbidinm Odontoglossum ringspot 8.3-100 KT Astua ve Rezende, 1998
bamovirus
Fragaria sp. Raspberry ring spot viriis (RRV) 100 Yok Gonulgen w ark., 1992
Tornato black ring viriis (TBRV)
Arabis mosaic viriis (AMYV)
Strawberry latent ring spot viriis 91 Yok Matsumoto ve ark., 1989
(SLRYV)
Strawberry vein banding caulimo
viriis (SVBV)
Fragaria x ananassa Strawberry mild yellow edge 100 TT Converse ve Tanne, 1984*
June yellow complex 0 TT Watkins ve ark., 1990%*
Strawberry mottle 74 KT Kondakova ve Schuste, 1991%
Strawberry eringle
Freesia sp. Freesia mosaic 100 Yok Bertaccini ve ark., 1989
Bean yellow mosaic potyviruses 100
Cucumber mosaic cucumovirus 70

*Nehra ve Kartha, 1994
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Bagan
Oram
Bitki Tirii Viriis / Viroid (%> TT/KT Kaynaklar
Ipomoea batatas L. Sweet potato yellow chvarf 100 TT Green ve Lo, 1989*
Kalanchoe sp. Kalanchoe Latent Viriis (KLV-1) - TT Paludan, 1985b
Malus sp. Apple stem grooving capillovirus - TT+KT Yamaga ve Munakata, 1991%
Manihot esculenta Cassava latent 100 TT Adejare ve Coutts, 1981*
Cassava mosaic 100 TT Kartha ve Gamborg, 1975*
Medicago sp. Alfalfa mosaic viriis 34.4 Yok Konecna ve ark., 1985
Musa sp. Cucumber mosaic cucumovims 100 KT Bondok ve ark., 1987
Nicotiana tabucum L. Tobacco mosaic 0 TT Saldana ve Dawson, 1982%
Pisum sativum L. Pea seedborne mosaic 90-100 Yok Kartha ve Gamborg, 1978%
Pogostemon cablin 1.. Patchouli mosaic 100 Yok Kukreja ve ark., 1990%
Prunus cerasus L. Prunus chvarf 29 Yok Baumann ve ark., 1984%
Ribes rubrum 1. Raspberryn ring spot 100 Yok Krogstrup ve Thomsen, 1985%
Rubus ideans L. Nine sap transmissible - TT Janeckova, 1988*
Apple mosaic 85-100 Yok Hedtrich ve Baumann, 1989*
Raspberry bushy dwarf 100 KT Kudell ve Buchenaur, 1989%
S olan um tuberosum L. Potato viriis X (PVX) 32 TT Saldana ve Lara, 1984%
PVX 15-40 TT Saldana ve Vargas, 1985*
Potato leaf roll viriis (PLRYV) 100 Yok Kayim ve Kog, 1992
Potato S carlavirus (PSV) 90 Yok Matsumoto ve ark., 1989
Potato Y potyvirus (PYV-T) 96 Yok
Potato latent carlavirus (PSLV) 94 Yok
Potato vims M 58 KT Cassells ve Long, 1981
Potato viruses X ve S (PVX, PVS) 21.6-72 KT Borissenko ve ark., 1985
Solanum tuberosum 1.>  Potato X potexvirus (PXV) 54 rr Lazic, 1997
Potato Y potyvirus (PYV) 100 TT
Potato M carlavirus (PMV) 94 iT
Potato A potyvirus (PAV) 97 TT
Potato S carlavirus (PSV) 59 TT
Potato leaf roll luteovims (PLRV) 100 TT
Seker kamist Ratoon stunting (RSD) KT Delgado ve ark., 1992
(Clavibacter xyli subsp-xyli) ve/veya
TT
Serbetgi otu Apple mosaic ilarvirus TT Hesse ve Maier, 1994
Arabis mosaic nepovirus
Hop mosaic carlavirus
Prunus necrotic ringspot ilarvims
Hop latent carlavirus
American hop latent viriis
Trifolium pratense 1. Alfalfa mozaic viriisit (AMYV) 50.6 Yok Setritova ve Pokomy, 1987
Bean yelow mozaic viriis (BYMYV) 76.3 Yok
Viitis vinifera L. Grapevine fan leaf - TT Monette, 1986*

*Nehra ve Kartha, 1994
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Sekonder Metabolit Uretimi
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7.1. Girig

insanoglu yasamini strdirebilmesi icin gereksindigi besinleri bitkilerden kargilar.
Cunktd bitkiler, temel besin gereksinimlerini gidermek igin gereken karbohidrat,
protein ve vyaglarin, yani primer metabolitlerin kaynagini olusturmaktadir. Besinsel
o6nemi cok biyik olan bu bilesiklerden baska odun, seliloz, zamk ve lastik gibi
diger yararli maddeler de bitkilerden saglanmaktadir. Besin ve enerji saglama gibi
yasamsal deger tastmamakla beraber, basta ila¢ sanayi olmak uzere; kimya, besin,
kozmetik ve zirai miicadele sektérlerinde ekonomik acidan ¢ok 6nemli ve yeri
doldurulamaz  bazt kimyasallar da yine bitkilerden elde edilmektedir. Bu
kimyasallara genel olarak “sekonder (ikincil) metabolider” adi verilmekte ve genel
anlamda bitkisel driinler bu baslik altinda degerlendirilmektedir.

Sekonder metaboliderin, diger bir deyisle dogal triinlerin, sayt ve yapi itibart ile ¢ok
biiyik gesitlilikte tretilmeleri yiiksek bitkilere has 6zelliklerden birisidir. Onceleri
bu drlnler, bitkiler tarafindan olusturulan ve hi¢ bir islevi olmayan atik maddeler
olarak kabul edilmekteydi. Ancak daha sonra bu metabolitlerin; savunma, korunma,
ortama uyum, hayatta kalma ve nesillerini sirdirmek icin Dbitkiler tarafindan
gelistirilmis olduke¢a karmagsik mekanizmalarin triinleri oldugu anlagilmigtir.

Sekonder metaboliderin bitkilerdeki 6nemli islevleri su sekilde 6zetlenebilir:

* Kuraklik, tuzluluk, UV sinlari vs. gibi degisik ¢evresel etkenlerin olusturdugu
stres ortamina karst koyma,

Babaoglu M, Giirel E, Ozcan S (2001) Bitki Biyoteknolojisi 1 -
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* Herbivorlara (bocekler, siiriingenler vb.) karst savunma,
* Mikroorganizmalara (bakteriler, viruslar, mantarlar vb.) karst savunma,

* Bazi metabolik ve daha gelismis ekolojik islevler (polinasyonu ve tohum
dagilimini saglamak icin hayvanlart ve diger tastyicilart cezbettirme gibi).

Bitin bu mekanizmalarin  yani sira  bitkiler, fiziksel etkenlerin veya mikrobiyal
enfeksiyonlarin sonucunda olusan hasar ve yaralanmalar esnasinda, aktif savunma
mekanizmalarini  devreye sokarak fitoaleksinler adi verilen disik molektl agirlikl
antimikrobiyal  kimyasallar  UGretirler.  Fitoaleksinlerin ~ bitki doku  kiltiitlerinde
sekonder metabolidetin  olusturulmasindaki ~ roli, bu bolimde daha sonra
tartisilacaktir.

7.2. Sekonder Metaboliderin Ekonomik Onemi

Enerjinin, giines 1sinlarindan fotosentez yoluyla bitkilere akisinin diinya ekonomisi
Uzerindeki O6nemi buradaki tartisma konusunun cok o6tesindedir. Bu bolimtn asil
konusu olan bitkisel dogal driinler; bir¢ok ila¢ ham maddesi gibi saf Grinlerden,
besin  katki maddeleri ve kozmetikler gibi karmsimlara kadar  degiskenlik
gostermektedir.  Bitkisel —drtnlerin  yapilarnin  boylesine  karmagik  olusu, bu
metaboliderin  kimya  sanayinde ham madde kaynag olarak  kullandmasint
saglamustir. Sonu¢ olarak bir cok bitkisel Griin kimya endistrisinde kullanilmaktadir.
Kullanim amact bakimindan bu triinler, asagidaki bagliklar altinda toplanmistir.

7.2.1. ilag olarak kullanilan sekonder metabolitler

Tarihle ilgili erisilebilen yazili kaynaklarda, ilk insanlarin cesitli hastaliklatin tedavisi
icin bitkilerden yararlandiklar1 belirtilmektedir. Elbette bu kullanim bicimi etken
madde olan sekonder uriinden cok, bitkinin kendisine veya degisik yollatla elde
edilen Oziiderine dayanmaktadir. Bugin bile dinya nifusunun c¢ogunlugu icin
bitkiler ilaglarin ham maddesi olarak kullamlmaktadir. Ozellikle gelismekte olan
tlkelerde nifusun %807t saghk gereksinimlerini ilk etapta geleneksel tibbi
bitkilerden saglamaktadir. Diinya niifusunun %80inin  gelismekte olan tlkelerde
yasadigi  disintlirse, toplam dinya nufusunun %0644 bitkileri tedavi amagh
kullanmaktadir (Farnsworth, 1985). Gelismis Ulkelerde ise recete ile satilan ilaglarin
yaklastk 925’1 bitkisel koékenli kimyasallardir (Principe, 1989). Stphesiz, bu ilaglarin
kesfedilmesinde halk arasinda degisik hastaliklarin  tedavisinde kullanilan  bitkilerin,
yani kocakari ilaglarinin, arastirlmast ve degerlendirilmesi biyik katki saglamigtir.
Vinkristin, vinblastin, rezerpin, kinin ve hatta aspirin buginki ekonomik ve saglik
acisindan  O6nemlerini bu arastirmalara borgludurlar  (Cox, 1990). Saglik acisindan
¢ok Onemli bazi bitkisel kaynakli ila¢ etken maddeleri, elde edildigi bitkiler ve tedavi
islevleri ile birlikte bitkisel kokenli ilaclar sinifina dahil edilebilir. Ancak bu
maddeler  kontrolli ve yasal sinirlar  dahilinde  kullanildiginda  ilag¢  olarak
adlandirilabilir. Ornegin, ELrytroxylum cocef dan elde edilen kokain, lokal anasteziler
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icin kullanilmakla beraber ayni zamanda yasa dist olarak uyusturucu ticaretinde de
o6nemli yer tutmaktadir. Ayni durum yiksek derisimleri aliskanlik yapict ve sonunda
olduriicti olan morfin ve eroin i¢in de gegerlidir. Uyaricilar ise uyusturucular kadar
zaratlt etki yapmasa bile asir1 kullanimlari saglik acisindan zararli olabilir. Tutinden
(Nicotiana tabacum) elde edilen ve insektisit (bocek 6lduriici) olarak da kullanilan
nikotin ile kahve (Cajfea arabica) veya caydan (Camellia sirensis) elde edilen ve
merkezi sinir sistemini uyarict olarak kullanilan kafein bu gruba 6rnek olarak
verilebilir. Gunimiizde ila¢ sanayinde kullanilan bazt 6nemli Dbitkisel kdkenli
maddeler (droglar), elde edildigi kaynaklar ve islevleri Tablo 7.1°de verilmektedir.

Tablo 7.1. Tlac sanayisinde kullanilan bazt 6nemli bitkisel kokenli maddeler
(Fowler, 1982).

ilag¢ Etken Maddesi Elde Edildigi Tedavi iglevi
Bitki
Atropin Atropa belladona Antikolinerjik
Digoksin Digitalis Ianata Kardiatonik
Digitoksin Digitalis putpurea Kardiovaskiiler
Emetin Cephaclis spp. Amipli dizanteri tedavisi
Efedrin Ephedra sinica Brons agic1
Filokarpin Piocatpusjaborand Kolinerjik
Hiyosiyamin Hyoscyanjus niger Antikolinerjik
Kinin, Kinidin Cinchona ledgeriana Sitma tedavisi
Kodein Papaver somniferum Oksiiriik kesici, analjezik
Reserpin Pummifia serpentina Antihipertensif
Vinkristin, Vinblastin, Aymalisin Catharanthus roseus Kanser tedavisi

1920°’i yillarda baslayan ve 1950’i yillarda doruk noktasina ulasan sentetik ilaclarin
gelistirilmesi ~ ve ~ mikroorganizmalar  kullanilarak Ozellikle  antibiyotiklerin
fermantasyon yoluyla Uretimi, tibbi bitkilerin dinya ticaret hacmindeki payimt
onemli olciide azaltmustir. Bununla beraber, 1980 verilerine gére tibbi bitkilerin
dinya ticaret hacmi 551 milyon dolart agmaktadir. Bu rakamin sadece 20 000 bitki
tird icin gecerli oldugu dustntldiginde, gerek saglik ve gerekse ekonomik acidan
bitkiler aleminin ne derece 6nemli kaynak oldugu aciga cikacaktir.

7.2.2. Besin katki maddeleri olarak kullanilan sekonder metabolitler

insanoglu icin yasamsal degeri tartisglmaz olan bitki primer metabolitlerinin yani
sira, tat ve koku verici maddeler de besin endUstrisinde 6nemli yer tutmaktadir.
Sentetik katki maddelerinin  mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkilerinin ortaya
ctkist ile birlikte; et, stit, meyve, sebze, deniz urtinleri ve mesrubat sektorlerinde
dogal Urunlere duyulan talep giderek artirmaktadir. Tat ve koku vericiler tek bir
kimyasal olabildigi gibi, bir cok kimyasalin karisimt da olabilmektedir. Ornegin,
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Thanmatococcus  danzelli’@ttn  elde edilen tadandirict, thaumatin, bir tek kimyasaldan
ibarettit.  Zingiber officinale*den elde edilen zencefilde ise gingeroller adi verilen
aromadk bilesikler ve geranial ve neral gibi ugucu bilesikler isin icine girmektedir.
Thaumatin’in hem disik kalorili olmast hem de sakkarozdan 2000 kat daha tath
olmast nedeniyle, bu tatlandirictya olan ilgi giderek artmaktadir. Bitkisel kokenli tat
ve koku verici maddelere 6rnekler Tablo 7.2’de sunulmaktadir.

7.2.3. Parfiimeri ve zirai miicadelede kullanilan sekonder metabolitler

Bitkisel kokenli driinlerden 6zellikle parfum olarak yararlanlmasi da ¢ok eski
tarihlere kadar dayanmaktadir. Ornegin, Koga (giil) bitkisi tirlerinden gil yag1,
Kavandnla bitkisinden lavanta ve fasminum titletinden yasemin ilk c¢aglardan beri
bilinen ve bugin bile parfim ve kozmetik sanayinde Gnemli yeri olan bitkisel
urtnlerdir. Son yillarda bitkisel kokenli dogal uriinler zirai miicadele amaciyla da
kullanilmaktadir. Bunlarin en ilgi ¢ekici olanlatt  Chrysanthemum  cineranaefolinm
cigeklerinden elde edilen ve insektisit olarak kullanilan piretrinlerdir (Tablo 7.2).

Tablo 7.2. Endiistride kullanilan bitkisel kokenli diger dogal iiriinler
(Stafford, 1991).

Uriin islevi Elde Edildigi Bitki
Besin

Kinin Acilagtinct Ginchona ledgetiana
Monellin Tatlandinct Dioscorephyllum cumminsi
Mirakulin Tatlandurict Spnsepalhun dulcifihum
Glisirrizin (Meyan) Tatlandinct Glycyrrhi”a ghibra
Krosetin Renklendirici Grocus sativa

Betalain Reklendirici Beta vulgaris

Likopein Renklendirici Lycopersicum esculentum
Humulon, Lupulon Ac1ve koku verici  Humnulus lppulus

Vanillin Koku verici Vaniila plenifolia

Patfiim ve kozmetik

Yasemin yag1 Parfim Jasinum spp.

Giil yag: Parfim Kosa damascena

Lavanta yag1 Parfim ve kozmetik Kavandula officinalis

Zirai Miicadele

Piretrin, Sinerin, Yasmolin insektisit Chrysanthemnum cineratiaefoliam
Nikotin Insektisit Nzcotiana tabacum
Anakardik asit Molluskusit Anacatdicum occidentale

Sentetik piretrinlere karst boceklerde artan direnglilik ve toksik etkileri nedeniyle
dogal piretrinlerin  kullanimi  artmaktadir. Stphesiz gerek parfim ve kozmetik ve
gerekse zirai miicadele amactyla kullanilan bitkisel kékenli kimyasallarin sentetik
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olanlara gore, daha o6nce de belirtildigi gibi, bazi avantajlart  vardir. Sentedk
trinlerin  kullaniminda ¢ok stk karsilasilan yan etkiler, bozunma veya parcalanma
strelerinin uzun olmasi, ortaya cikan bozunma irinlerinin de cevre kirleticisi veya
halk  saghgt acisindan  potansiyel  tehlike  olusturmast,  detoksifikasyonlarinda
karsilagtlan  glgclitkler bu alanda da bitkisel kokenli drtinlerin  tercih  edilmesini
saglamaktadir.

7.3. Sekonder Metaboliderin Uretimi

Bu yuzyilin baginda, Haberlandt (1902) adli arastirictnin deneyleri ile birlikte bitki
doku ve hiicre kaltirii tekniginin baslangict olarak kabul edilir. Gerek saghk ve
gerckse ckonomik agidan ¢ok degerli bitkisel dogal drinlerin  bu teknikten
yararlanidarak dretilmesi fikri ancak 1950°li yillarda gergeklesmistir. Dogal trtnlerin
sentezi konusunda bitki hiicre kiltirlerinin  alternatif bir yol olarak gosterilmesi,
1956’da  Routier ve NickelTin ABD’de patent bagvurusu ile baslamustir. Sonraki
yillarda, bu triinlerin bitki htcre kiltirleri ile Gretimine dair cabalar ¢ogu kez hayal
kirtkligr ile sonuclanmistir. Bircok durumda, istisnalar harig, bitki hiicre kultirleri
tarafindan tretilmesi istenen drtinler ya hi¢ tUretilmemis ya da tretim olsa bile ¢ok
dugiik dizeyde kalmstir. Ancak, 1970°li yillardan itibaren bitki doku ve hiicre
kiltirleri ile sekonder metaboliderin  biyosentezi aragtirmalart dinya ¢apinda hiz
kazanmistir. Bunun iki 6nemli nedeni vardir: Birincisi, son yillara kadar 2000’den
fazla bitki tirinin organ, doku ve hicre kiltirlerinin gerceklestigi rapor edilmistir.
Bu kiltirlerin her biri igin uygun besi ortamlarinin secilerek veya besi ortami
bilesenleri diizenlenerek arzu edilen kimyasalin dretilebilecegi dustntlmektedir,
ikinci ve ¢ok daha Onemli olan bir gelisme ise, bitki hicre kiltirlerinin cesitli
kimyasallart tretebilecegine dair ¢ok sayida calismanin ortaya cikmasidir (Tablo
7.3).

Tablo 7.3. Bitki hiicre kiiltiirleri tarafindan iiretilen bazi dogal bilegikler.

Alkaloidler Flavonoidler  Lignin Steroidler ve tiirevleri
Antrakinonlar Kalkonlar Naftokinonlar Taninler
Benzokinonlar Kinonlar Niikleik asitler Terpenler
Diantronlar Ksantonlar Organik asitler Terpenoidler
Fenoller Lateks Peptidler Vitaminler

Bu rtnler arasinda, Ozellikle ilag yapiminda kullanilan kimyasallarin  bulunmast,
bazt droglarin ana bitkiden ziyade bu bitkinin hiicre kiltirleri tarafindan tretimini
ekonomik agidan cazip kilmaktadir. Dogal bilesiklerin  bu alternatif yontem ile
tretimi bazi biiylik avantajlar saglamaktadir. Bunlar su sekilde 6zetlenebilir:
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*Ana bitkinin kultiri veya toplanmasi esnasinda karsilagilan cevresel etkenlerin
(iklim, cografi zorluklar, ulagim giiclikleri, mevsimsel kisitlamalar vs.) ortadan
kaldirilmast,

e Arz-talep dengeleri g6z Onine alinarak gerektigi zaman, yeterli Uretimin
saglanabilmesi ve boylece piyasanin diizenli bir sekilde kontrol,

* Daha sabit kalitede ve verimlilikte Gretim,

* Kiltird yapilan bitkiler icin daha az arazi kullanimi,

* Polidk baskilardan uzak, daha serbest bir Giretim.

Bitki hiicre kaltirleri tarafindan dretildigi bildirilen ve ekonomik degeri olan baz
sekonder metabolitler Tablo 7.4’de verilmektedir. Bitki hucre kulturleri elbette
sekonder  Urunlerin konusunda  bir sunmakla

dogrudan  dretimi secenck

kalmamakta, ayni zamanda bu urunlerin biyosentez mekanizmalarinin
anlasiimasinda  da  model olarak yararlanilmaktadir. Ornegin, Biber (Capsicum

Srutencens) hiicre kiltiitlerinde kapsaisinin ve tzetlik otu {Pegarum harmald) hiicre
kulturlerinde (3-karbolin alkaloitlerinin ve anason (Vmpinella anisum) bitkisinin doku
kultirlerinde  pseudoisoeugenollerin - biyosentez mekanizmalarina  dair  arastirmalar
diger sekonder metabolider i¢in model tegkil etmektedir.

Tablo 7.4. Bitki hiicre kiltirleri tarafindan iiretilen ve ekonomik degen yiiksek bazi
sekonder metabolitler (Fowler, 1982).

Kimyasal Sinifi Metabolitin Ad1 Elde Edildigi Bitki
Trop an alkaloidleri Atropin Atropa belladona
Hyosiyamin, Skopolamin  Datura spp., Hyoscyamus spp., A. beladona
Nikotin Nicotiana tabacum
indol alkaloidleti Aymalisin, Vinblastin Catharanthus roseus
Kinolin alkaloidleri Kinin, Kinidin, Kinkonidin  Cinchona ledgetiana
izokinolin alkaloidleri Tebain Pupaver bracteatum
Kodein, Morfin Pgpaver somniferum
Emerin Cephaclis jpecacuanha
Fenilpropanoidler Antosiyaninler Daucus carota
Antrakinonlar Gallin mullago
Kapsaisin Capsicumn amuum
Izopirenoidler Piretrin, Yasmolin Cheysanthermum dnetatizefoliom
Steroidler Digoksin, Digitoksin Digitalis lanatave D, putpurea
Kolesterol, Diosgenin Dioscorea deltoidea
Terpenoidler Saponinler Ginseng panax

Hicre hadarinm (vary an darinin), arzu edilen kimyasali yitksek oranda ireten
kiltirlerden secimi ve bu hatlardan, 6zellikle tek hiicre kiltirleri yapilarak bitkilerin
re jenerasyonu, bitki hiicre kiltiirti tekniklerinin sundugu bir bagka uygulama
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alanidir. Genotip ve fenotip olarak ana bitkiden farkli bir varyant bitki olusturma
mekanizmasi Sekil 7.1°de gosterilmektedir.

heps...

Z

Kallus kiiltiiri ————  Hiicre siispansiyon
kiiltiirii

Ana bitki )
Q

Kendiliginden olusan veya OOOO O
tesvik edilen varyasyon OO&

Varyant Q0o S0
hiicre Oogo

secilmesi ®o

-

L)
[ ...
@ ‘. Varyant
cogaltiln

ryant bitki

Rejenerasyon

Sekil 7.1. Hedeflenen kimyasal maddeyi yiiksek diizeyde iiretecek olan varyant
bir bitkinin hiicre kiltiirleriyle elde edilmesi (Creswell, 1991).

7.4. Bitki Hucre Kiiltirleri ve Sekonder Metabolitler

Kultir ortami ana bitkiden alinan doku, hiicre veya hiicre gruplart icin tamamen
yeni bir ¢evre olusturmaktadir. Bir bitkinin hiicre kiltiirt o bitkide normal sar dar da
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bulunmayan yeni kimyasallart tretebilir. Bunu baglica iki nedeni olabilir. Birincisi,
bitki hiicreleri normal islevleri icin gereken DNA miktarindan ¢ok daha fazlasini
genetik materyal olarak yapisinda tagimaktadir. Bu fazla DNA igerisinde dogada
sadece “y?P"aF islev gbren gen ve gen gruplart bulunabilir ve bu genler normalde
ana Dbitkide bulunmayan enzimleri kodlayabilitler. Bu enzimlerin katalizleyecegi
biyosentetik yollar da yeni metaboliderin sentezlenmesine yol acabilit (Fowler,
1982). Tkincisi, ana bitkideki hiicrelerle ayni genodpe sahip olmakla beraber, kiiltir
ortamda bulunan farklilasmamis veya organize olmamis bazt hicrelerin  farkls
fenotipe sahip olmast genedk olarak beklenen bir durumdur. Cinkd kaltir icin
kullanilan besi ortaminin herhangi bir bileseni herhangi bir sekonder metabolidn
biyosentez mekanizmasini baskilama yoluyla 6nciil maddenin bir baska metabolik
yola kaymasina yol acabilir. Bu mekanizma dogal olarak yeni biyosentetik triinlerin
ortaya c¢tkmast anlamina gelmektedir. Sekil 7.1, bilinen bir sekonder metaboliti ana
bitkiye nazaran yiksek oranda ireten hiicre hadarindan  varyant  bitkiler
olusturulmast icin verilse de, aymt sekil kismen yeni kimyasallar icin de
distnilebilir. Buradaki tek fark varyant bitki olusturmadaki problemdir. Cinki
farklt cevre kosullart ortadan kalktugl, diger bir deyisle htcreler orijinal ortamina
dondigi andan itibaren eski fenotiplerine geri kavusacaklardir. Dolayist ile yeni
sckonder metaboliderin tretimi hiicre kultlrleri ile sadece 7z witro kosullarda sinitlt
kalacaktir.

Bitki hiicre kiltirleri ile yeni kimyasallarin dretimi ve bu drinlerin biyolojik aktivite
gostermeleri, farmakolojik agidan biyilk 6nem tagimaktadir. Ozellikle son yillarda
biyolojik test sistemlerinde gozlenen pratik, daha gtvenilir ve ¢abuk sonu¢ almaya
yonelik iyilesmeler, htcre kiltirleri tarafindan cok dusik duzeylerde Uretilen
biyolojik aktivite gdOsteren kimyasallarin saptanmasina olanak saglamaktadir. Hiicre
kiltirlerinde  varligi  saptanmis  ve kaynak bitki tarafindan  dretilmeyen bazi
metabolidere &rnek olarak Unwm flavum hicre kiltirlerinden  sitotoksik lignan, (3-
peltatin, Vieralima nitida dan merkezi sinir sistemi aktivatért petisin ve Morinda
citrifoliddan lusidin verilebilir.

7.5. Bitki Doku ve Hiicre Kiiltiirii ile Sekonder Uriinlerin Uretimi

Bitki doku ve hucre kultiri kabaca, aseptik kosullar altinda ve uygun besi
yetlerinde bitki hiicre, doku veya organlarinin buyttilmesi teknigidir. Dolayist ile
sekonder metaboliderin tretiminde her teknigin kendine has &zellikleri ve uretimde
sorunlart  vardir. Genel olarak tim tekniklerde karsilasilan sorun, bazi  Szgin
sekonder metaboliderin uretimindeki diisik verimliliktit. Bu durum hucre kulttrleri
ile dogal drinlerin Uretimini ekonomik olmaktan uzak sadece akademik bir ilgi
kaynagi gibi gOstermekle beraber, son yillarda yapilan ilerlemeler bu teknikle arzu
edilen kimyasallarin dretimini yeniden ¢ekici hale getirmektedir. Kaynak bitkiye
nazaran ¢ok disik dizeyde metabolit iretimi sorunuyla en stk farklilasmamis ve
organize olmamus kiltirlerde, 6zellikle hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde
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ras banmaktadir. Hucre sispansiyon kiltird ile verim artiict yontemler ayrintili
olarak daha sonra verilecektir.

7.5.1. Farklilagsmis ve organize olmus kiiltiirler ile metabolit Giretimi

Bitkilerde sekonder metabolizmanin biylimenin belitli safhalarinda 6zgin doku ve
hiicrelerde ifade edildigi bilinen bir olgudur. Bu durum ayni zamanda hitcrelerdeki
biyime ve morfolojik farklilasma ile sekonder metabolizma arasindaki yakin iligkiyi
ifade etmektedir. Ayni durum kaltird yapilan hicre, doku ve organ kiltitleri igin
de gecerlidir. Morfolojik  olarak  farklilasma  egilimindeki hiicre veya hicre
gruplarinda  potansiyel olarak sekonder metabolit dretim olanag daha fazla
olmaktadur.

7.5.1.1. Kok kaltiirleri

Bitki  tarafindan  Uretilen  metabolitin  sentez  yerinin  koéklerde  bulundugu
durumlarda, bu organdan alinan pargalarin, teorik olarak, ana bitkideki kok
hiicreleri kadar veya daha yiksek dizeyde olmast beklenir. Ancak c¢ok az bitki
hicre kiltirinde siursiz biytime ile Dbirlikte metabolit Uretiminin = saglandigi
bildirilmistit. Son yillarda, bir bitki patojeni olan Agrobacterium rhi*ogenes ile yapilan
caligmalar bu kultirlerinde kokli degisiklik saglamistir. Toprak grubu bakterisi olan
bu patojen RI-DNA adi verilen kiigik DNA parcasini bitki genomuna aktararak
“tuyld” kok fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Solanaceae familyast
tyelerinde ve ozellikle Datura ve Nicotiana turlerinde tiyli kok kiltirleri ile piridin
(nikotin, anatabin) ve tropan (atropin, skopolamin, hiyosiyamin) alkaloidlerinin
yuksek oranda Uretimi saglanmistir (Yamada ve ark., 1990). Tropan alkaloidlerinin
asl sentez yerlerinin kokler oldugu ve sadece Solanaceae titlerinde (Atropa, Datura,
Hpyoscyamus) bulundugu da hatirda  tutulmahidir.  Transformasyonla elde edilen
“tiyld” kok kdiltutleri ile metabolitlerin, 6zellikle de alkaloidlerin, tretimi sadece
Solanaceae tutleri ile sl kalmamaktadir. Veganum harmala (Gzetlik otu) bitkisinin
doku, transforme olmamis kok ve hiicre stspansiyon kiltitlerinde (3-karbolin
alkaloidlerinin (harmin, harmol, harmaline ve harmalol) dretimi ¢ok distk dizeyde
kalirken, transforme olmus kok hiicrelerinde bu metabolitlerin  miktart  yitksek
bulunmustur (Betlin ve ark., 1991). Scker pancarindan (Befa wvulgaris) betalainler,
S ene cio tirlerinden pirolizidin alkaloidleri, Cinchona ledgeriana’@zn kinin ve kinidin,
transforme olmus kok hucresi kultitleri ile uretilen sekonder metabolidere 6rnek
olarak  verilebilir. Transforme olmus koék hiicre  kiltirlerinin - genetik  ve
biyokimyasal =~ karathlig, hizli blytmesi, bitkiye esit oranda metabolit tretim
potansiyeli, genetik manuplasyonlara actkligi gibi bazt 6zellikleri sayesinde sekonder
metabolit Gretimi konusunda diger kultir sistemlerine gére daha avantajli konuma
gelmektedir.
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Normal (transforme olmamus) koék  kiltirlerinden  metabolit  dretimine — dair
calismalar da mevcuttur. Ornegin, Catharanthus roseus kok parcalari, karanlkta ve
yiksek konsantrasyonda indolbutirik asit (IBA) iceren ortamda kiltirid yapildiginda
katharantin ve aymalisin gibi indol alkaloidlerini ana bitkidekine esit miktarda
Uretmistit (Miura ve ark,., 1987). Yine Senecio titlerinin kok kiltlirlerinin  pirolizidin
alkaloidleri igin yiksek Dbiyosentetik kapasiteye sahip olduklart = gbzlenmistir
(Hartmann ve ‘Toppel, 1987). Bunun disinda Panax  ginsengttn  ginsenozid
steroidleri, Zingiber officinale’den terpenoidler, Anethum graveolens* ten fenolik bilegikler
normal kok kiltirleri ile dretilen metabolitlerdir. Ancak bu metabolitlerin Giretim
orant ana bitkilere gére daha digiik diizeyde kalmaktadir.

7.5.1.2. Surgiin kiltiirleri

Bitkilerde sekonder metabolit birikimi ile strgin primordiumlarinin  olusumu
arasindaki iliskiden yola cikarak, strgin kiltitleri ile madde tretimi ayrintli olarak
irdelenmistir (Lindsey ve Yeoman, 1985). Bu tip kiltiirler koltuk alti veya slrgin
ucundaki  meristem  dokusundan alman  parcalarin  uygun besi  ortaminda
buyitilmeleri  ile  gerceklesmektedir.  Sirgin  ucu  kiltirleri,  farklilasmamus
kiltirlere, yani kallus ve hiicre stispansiyon kiltirlerine, nazaran daha yiksek
dizeyde metabolit uretmektedir. Hatta bazen dretilen madde miktart ana
bitkidekinden de yiiksek olabilmektedir. Ornegin, Catharanthus rosens bitkisinden
elde edilen coklu siirgin kiltirleri indol alkaloidlerini (katharantin ve vindolin) ana
bitkidekinden daha yiiksek oranda tiretmektedir (Hirata ve ark. 1987).

Atropa  belladona'nin  koltuk altt tomurcuklarindan, sirgiin ucundan veya yaprak
disklerinden baglatilan multiple (¢oklu) strglin kiltitlerinde tropan alkaloidlerinin
sentezlendigi gozlenmistir. Ancak bu maddelerin strgiin ucundan elde edilen verim
orant ana bitkidekinin %7°si kadar olmustur (Benjamin se ark., 1987). Sirgin ucu
kiltarleri ile uretilen sekonder metabolitlere 6rnek olarak Digitalis tirlerinden elde
edilen steroidler- de verilebilir. Bu maddelerin dretim potansiyeli ana bitkiye nazaran
¢ok dusuktir. Ancak burada olgun bitkide saptanmayan ve hiicre kiltirleri
tarafindan  olusturulan odorosit H, stropesit gibi metabolitlerin varligi tespit
edilmistir (Seidel ve Reinhard, 1987). Siirglin ucu kiltirleri bir baska yolla, kallus
kultirlerinde  organogenezin  tesvik  edilmesiyle de olusabilmektedir. Bu tip
kultirlerle sekonder metabolit tUretimi kallus kiltiirleri kisminda tartistlacaktir.

7.5.1.3. Embriyo kiiltiirleri

Sayet bir metabolit embriyoda dUretiliyor veya birikiyorsa, bu metabolitin iretimi
embriyo kiltirleri ile gerceklesebilir. Ancak burada kastedilen kaynak bitkiden
cikartlip  kiltirdh  yapilan embriyodan ziyade, somatik embriyo kiltirleridir. Bu
kiltirler ya dogrudan somatik embriyogenezle yani kaynak bitki dokularindan
(zigotik embriyo, kotiledon, yaprak ve hatta gévde dokulari) aseksiiel embriyolarin
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olusturulmasiyla ya da dolayli somatik embriyogenezle yani kallus veya hiicre
suspansiyon kiltirlerinde farklilasma tesvik edilerek embriyolarin  olusturulmasiyla
elde edilir.

Somatik embriyo kulttrleri &zellikle™ lipidler gibi depo maddelerinin Gretimi veya
arastirlmasinda faydali kaynaklardir. Papaver sommniferum (hashag) bitkisinin embtiyo
kiltirlerinde 45 gin sonra depo lipidi, triacil gliserol birikimi oldugu gézlenmistir
(Stafford, 1991). Doymamis yag asidi y-linoleik asidin bazt tedavi edici islevlerinden
dolayt (migren, yiksek tansiyon gibi) Ozellikle Boraginaceae familyast uyelerinin
somatik embriyo kiltiitleri ile bu maddenin tretimi hedeflenmektedir. Aynt sekilde
Theobroma cacao (kakao) bitkisinin embriyo kiltirlerinden kakao yaginin tretimi de
bu kiltirlerle yapilan ve ekonomik acidan yitksek degeri olan aragtirmalardir (Janik
ve ark., 1982).

7.5.2. Farklilagmamus ve organize olmamusg kiiltiirler ile metabolit iiretimi

Kallus ve hiicre siispansiyon kiltirleri bu grupta verilecek bitki doku ve hiicre
kultird teknikleridir. Tek hiicre kiltirleri de bu gruba dahil edilebilit. Ancak bu
kultirler dogrudan sekonder metabolitlerin  Gretiminden ziyade, yuksek verimli
bitki varyandarinin rej enere edilmesinde yararlanilmaktadir.

7.5.2.1. Kallus kiiltiirleri

Kallus kaltirleri ana bitkiden kesilip c¢ikartilan ve bolinme Ozelligini  yitirmemis
organ veya doku parcalarinin karbon kaynagi (genellikle sakkaroz) ve bitki biytime
dizenleyicileri (genellikle bir oksin ve bir sitokinin) iceren yari katt besi ortaminda
buyiitilmesi sonucu olusan morfolojik diizensizlige sahip kideler olarak tarif
edilebilir. Dolaysi ile kallus kaltirinin baglatildigt doku pargasinin orijini sekonder
metaboliderin ~ {iretiminde 6nem  kazanmaktadir. Ornegin, tropan alkaloidlerinin
tretimi  hedefleniyorsa,  Solanaceae  familyast iyelerinin  kék  dokularinda  bu
maddelerin biriktigi bolgeler secilmelidir.

Daha sonra bir model olarak incelenecek olan hiicre sispansiyon kiltirleri gibi
kallus kultirleri de motfolojik olarak farklilasmamis diizensiz hiicre kudelerinden
ibaret olmast tercih edilir. Kallus ve hiicre stspansiyon kiltirlerinin uzun = siire
surdirilebilmesi alt kiltirlerini yapma potansiyeline baghdir. Kiltirler morfolojik
olarak ne kadar uniform hicreler igeriyorsa, o kiltirlerin alt kiltirleri de o denli
stabil olacaktir. Bu stabilite ile baglangic kiltirinden farkli alt kiltirler ortaya
ctkmast Onlenebilir. Ancak gerek kallus kultirleri arasinda gerekse kallus icinde
homojenite saglamak c¢ok giictiir. Dolayist ile alt kiltir sayisindaki artisa  paralel
olarak heterojenite ve buna bagl olarak varyasyonda artis gérilebilmektedir.

Farklilasgma ve organizayon, biyime ortami bilesenlerinde 6zellikle oksin/sitokinin
oraninda degisiklik yapilarak da gerceklestirilebilir. Kiltirde bazt hiicrelerin  veya
hiicre gruplarinin farklilagsmasi, kék veya stirgiin olusumu ile sonuclanmaktadir. In
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vitro kiltird yapilan hiicrelerden bazilarnin 6zgiin bir islevi yerine getirmek veya bir
doku ya da organt olusturmak Ulzere farklilagmalari genelde sekonder metabolitlerin
birikiminde bir artiy meydana getirmektedir. Ozellikle, belli bir organ (kok, siirgiin
veya embriyo benzeri vyapilar) olusturmak dzere farklilasan kallus kiltirlerinde
sekonder metabolit birikiminin daha fazla oldugu gozlenmektedir. Bu olguyu
destekleyen cok sayida calisma yaymlanmustir (Tablo 7.5). Buna verilebilecek ilk
dpik  6rnek, kok olusturmak tzere farklilasmis  Scopolia  parviplordnin  kallus
kultirleridir. Bu  kiltirlerde kok farklilasmast ile beraber tropan alkaloidlerinin
birikiminde 12 katlik bir artis olmustur (Tabata ve ark., 1972). Ayt sekilde Duboisia
tirlerinin faklilasmamus kallus ve siirgin kiltirlerinde tropan alkaloidleri ¢ok dugik
oranda bulunurken, kok olusturmak tUzere farklilasmis kallus kiltirlerinde bu
maddelerin yiiksek oranda biriktigi saptanmistir (Deno we ark., 1987). Datura ve
Atrgpa  tirleri  gibi  diger Solanaceae  familyasi iyelerinde kék olusturmak tzere
farklilagsmis kallus kdltiirlerindeki alkaloid birikiminde gézlenen artis ayrintidart ile
verilmektedir (Yamada ve ark., 1990).

Strgin  olusturmak Uzere farkhilasmis kallus kiltirlerinde  sekonder metabolit
birikimi ile ilgili bir ¢ok Ornek literatirde mevcuttur (Tablo 7.5). Ancak bu
orneklerdeki sekonder metabolit birikimi kék olusturan kallus kiltirlerindeki kadar
yiksek degildir. Indol alkaloidlerinin Rawmlfia serpentina sirgiin olusturmak iizere
farklilasmis  kiltirlerinden elde edilmesi bir istisna olarak degerlendirilebilir. Bu
kultirlerde indol alkaloidlerinin seviyesi gen¢ stirginlerden biraz daha yiksektir.
Ancak aynt bitkinin koklerinde rezerpin gibi biyolojik aktivite gOsteren alkaloidler
saptanirken, strglin kiltarlerinde aymi maddeler iz miktarda bulunmustur (Roja ze
ark., 1987).

Ana bitkiden alman ve 7z witro kiltiri yapilan dokularda farklilasmanin ortadan
kalkmasi  sekonder metaboliderin  belirgin  bir  bicimde birikim  kaybini  da
beraberinde getirmektedir. Birikimdeki bu kaybin nedenleri; *

* Her hangi bir biyosentez yolunun 6nemli basamaklarini kontrol eden genlerin,
Ozgln bir iglevi yerine getirmek tizere farklilasmayan dokularda ifade
edilmemesi,

* Sekonder metabolitin Uretimi i¢in gereken substratin bagka biyosentez
mekanizmalarina kaymast,

* Biyosentez yerlerinde biriken toksik trtinler aracilift ile tasima mekanizmasinin
engellenmesi,

* Sekonder metaboliderin biriktigi depo bélgelerinden yoksunluk,

* Sen tezlenen metaboliderin hizli yikimi olabilit (Chathvood e ark., 1990).

Yukarida siralanan  faktorler sekonder metabolit dretiminde kallus ve hicre
sispansiyon kiltirlerinden yararlanilmasinda dezavantaj saglamaktadir. Bu  engellen
ortadan kaldirmak icin Onerilen cesitli yaklagimlar hiicre sispansiyon kultird ile
metabolit Gretimi kisminda tartisilacaktir. Her ne kadar birikim seviyeleri diistik olsa
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da, kallus kiltirlerinde varligi saptanan metabolitler hakkinda literatiirde ¢ok sayida
rapor bulunmaktadir. Ornegin, Solariaceae familyast tiirlerinin  kallus  kiiltiirlerinde
tropan alkaloidleri ¢ok dustik miktarlarda birikmektedir. Hiyosiyamin metabolitini
ana bitkideki kadar ureten Hjoscyamus niger kallus dokusundan elde edilen bir hiicre
hattt burada bir istisna olarak verilebilir.

Tablo 7.5. Kok ve siirgiin olugturmak iizere farklilagan kallus kiiltiirlerinde biriken bazt
sekonder metabolider.

Bitki Turti Sekonder Metabolit Kaynaklar

Kok olugturan kallus kiltitleti

Atropa belladona Tropan alkaloidleri Hartmann veark, 1986
Calpstegia sepium Tropan alkaloidleri Jung ve Tepfer, 1987
Dubosia spp. Tropan alkaloidleri Deno veark, 1987
Hyosyamus spp. Tropan alkaloidleri Hashimoto veark, 1982
Cephaelis ipecacuanha Izokinoline alkaloidleri Teshima veark, 1988
Papaver beacteatum Izokinoline alkaloidleri Zito ve Staba, 1987
Valetiana officinalis Terpenoidler Violon veark, 1984
Solaum spp. Steroidal alkaloidler Kokata ve Radwan, 1979
Unum flavam Fenolik bilegikler Berlin veark, 1986

Stirgtin olusturan kallus kiltitleri

Atropa beUadona Tropan alkaloidleri I liraoka ve Tabata, 1974
Papaver somniferum Izokinolin alkaloidleri Yoshikawa ve Furuya, 1985
Cinchona ledgeriana Kinolin alkaloidleri Anderson veark, 1982
Digitalis putpurea Steroidler Hagimori veark, 1984
Citrus paradisi Fenilpropanoidler Barthe veark, 1987

7.5.2.2. Hiicre siispansiyon kiltiirleri

Hiicre stspansiyon kiltirleri tek hiicrelerin veya kiiciik capta htcre gruplarinmn sivi
buyime ortaminda dagilim gosterdigi bitki hicre kultird teknikleridir. Hiucrelerin
stvi kiltir ortamina diizenli olarak dagilimini saglamak icin calkalama islemi yapilir.
Bu aynt zamanda, hiicre gruplarindan ziyade tek hiicrelerin yer aldigi ideal bir hiicre
stspansiyon kultird icin gereklidir. Bu kultirler dogrudan ana bitkiden alman
uygun doku parcast ile baslatilabilir. Herhangi bir sekonder triin séz konusu ise, o
metabolitin yliksek oranda bulundugu bitkiden alinan uygun doku pargasi ile hiicre
stspansiyon kiltiird baslatilabilir.

Kallus kultiirleri de htcre stspansiyon kiltlirleri icin baslangic materyali olabilir. Bu
durum teknik acidan daha avantajlidir. Cinkd 77 vitro ortama uyum saglamus, belli
bir biylime orani sabitesine sahip kallus kiltiiriinden alinan pargalar, ana bitkiden
alman parcalara gbre stvi ortama daha ¢abuk adapte olmaktadir. Kallus tan alman
parcalarin kolayca ayrilip sivi ortam boyunca daha homojen dagilim gostermesi ise
stspansiyon kiltiriine baslamada avantaj saglamaktadir.
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Sekonder metaboliderin Uretilmesi konusunda hiicre siispansiyon kiltarleri diger
hiicre kultird tekniklerine ve 6Gzellikle kallus kiltirlerine gére daha avantajli
sistemlerdir. Bu avantajlardan en Onemlisi, bu sistemlerin kallus kiltirlerine gore
daha ¢abuk biytumesidir. Mikrobiyal sistemlere benzetrlik gostermesi biyik 6lgekli
kultar sistemlerinin  (6rnegin 10 litrelik kiltiirler), yani biyoreaktérlerin, olusumunu
saglamaktadir. Bu kide olarak daha yiksek hiicre verimliliginin = saglanmasi
anlamina gelmektedir. Ikinci olarak, hiicre siispansiyon kiiltirleri, kallus kiiltiirlerine
nazaran morfolojik olarak daha homojendir. Bu durum alt kiltir yapildikca
zamanla baslangic  kiltirtinden farklilasma riskini ortadan kaldirir. Son  olarak
aragtirma konusuna uygun olarak istenen hiicre hatlarinin olusturulmas:t ve se¢imi
de bu kultir sisteminin diger bir avantajidir. Hucre stispansiyon kiltirlerinin sahip
oldugu bu avantajlar, sekonder metaboliderin bitki hicre kiltirleri ile tretiminde
bu teknigi diger kiltir tekniklerine gére daha ustiin duruma getirmektedir.

Hiicre stspansiyon kiltirleri ile sekonder metaboliderin tretiminde karsilagilan en
belirgin sorun bir cok metabolitin istenen diizeyde iretilememesidir. Iz vitro
ortamda doku veya hiicrelerde farklilagmanin ortadan kalkmast bu sorunun
temelini olusturmaktadir. Sonucta, kallus kaltirleri kisminda deginilen bazi eksiklik
veya yetersizliklerin  ortaya ¢tkist ile hiicre kiltirlerinde metabolit  birikiminin
orijinal doku ve hiicrelere gére ¢ok daha disik duzeyde kalmaktadir. Hucre
sispansiyon kultirlerinde ortaya c¢ikan bu sorunlarin yami sira Grln verimini artiricl
diger etmenler ve Urin artirmaya yonelik  teknik  yaklagimlar daha sonra
tartistlacaktir.

Diger taraftan hiicre stspansiyon kiltirleri ile sekonder metaboliderin  kaynak
bitkidekilere yakin ve hatta daha yiksek oranda Uretimine dair istisnalar da
mevcuttur. Buna 6rnek olarak C. rosens hiicre kiltitlerinde aymalisin ve serpendn
birikimidir (Zenk ve ark., 1977). Bu bitkinin htcre kiltitleri icin en yliksek hiicre
veriminin alindigt kiltirlerin ayni zamanda bu alkaloidler icin de verimli oldugu
gbzlenmistir. Bazi sekonder metaboliderin bitki hiicre stspansiyon kiltirleri ile ana
bitkideki birikim oranlari Tablo 7.6’da verilmektedir.

7.6. Suspansiyon Kiiltiirlerinde Biiyiime ve Sekonder Metabolit Birikimi

Bitki hiicrelerinde biiylime olayt iki ana safhaya ayrilabilir; hicre sayisinda artis ve
hiicre hacminde artig. Bu parametrelerden birisi géz Ontine alinarak bitki hiicre
kulttrlerinde biiyiime olay1 zamana karst grafige alindiginda, tipkt
mikrorganizmalarda oldugu gibi, sigmoidal bir egri ile karsdasilir (Sekil 7.2). Bakteri
kultarlerinde oldugu gibi, hiicre sayist esas alindiginda bitki hiicre kiltirlerinde de
dort ana saftha gbze carpar: 1) lag (gecitkme ve uyum), 2) exponential veya log
(issel), 3) linear (dogrusal) ve 4) stationer (duragan) safhalardir. Gerek buiyime
modeli ve gerekse her safhanin uzunlugu alt kiltir stresine ve alt kiltir igin
kullanilan ekim miktarina baghdir. Ornegin, ekim igin kullanlan hiicreler duragan
safhada ise alt kultir lag, log ve linear safhalardan gecerek duragan sathaya ulastr.
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Log safhasinda yeni ortama alinan (alt kiltird yapilan) hicrelerde lag sathast
gbzlenmemektedir. Yine ekim miktart da bitki hiicre stspansiyon kiltirlerinin
buyimesinde etkili bir faktérdir. Az sayida hicre ile ekim yapilirsa alt kaltir
ortaminda lag safhast cok uzun olmakta ve sonucta egrideki logaritmik sathaya ait
act kicilmektedir. Buna karsilik, yitksek hiicre yogunluguna sahip alt kiltirlerde
duragan sathaya gecmeden 6nce smnirli sayida hiicre bolinmesi olmaktadir. Ideal
ekim hacmi kaltarler arasinda farklilik géstermekte ve hiicre kiltirti yapilan tire ve
kaltir kosullarina gére degismektedir (Sakuta ve Komamine, 1988).

Tablo 7.6. Bazi sekonder metabolitlerin bitki hiicre stispansiyon kiltiirlerinde ve
kaynak bitkideki verim oranlan (Stafford, 1991).

Metabolit Verimi (%o kuru agirlik)

Metabolit Bitki Tiiria Siispansiyon Kiiltiirii Kaynak Bitki
Aymalisin Catharanthus roseus 1.0 0.3
Serpentin CGatharanthus toseus 0.8 0.5
Glutatyon Nicotiana tabacum 1.0 0.1
Nikotin Nicotiana tabacum 3.4 2-5
Diosgenin Dioscorea deltoidea 2.0 2.0
Rozmarinik asit  Coleus blumei 15.0 3.0

Indol alkaloidleri ile biiylime arasinda dogrusal bir iliskinin oldugu Cathararithus
roseus"un  6zgin hucre stspansiyon kiltirt bir istisna olarak daha once verilmisti.
Hicre kiltirlerinde sekonder metabolit birikimi  ile  biylime arasindaki iligki
degetlendirilerek iki ana model olusturulabilir. Birinci model (antosiyanin  tip) pek
cok hiicre kultird icin gecerlidir. Burada buyime ile metabolit birikimi arasinda zit
iliski bulunmaktadir. Ornek olarak Sekil 7.2 de verilen Daucus carota (havug) hiicre
suspansiyon kiltiirlerinde  buytime kinetigi ve metabolit (antosiyanin) birikimi
incelendiginde, lag (gecikme) ve log (Ussel artis) sathalarinda antosiyanin birikimi
s6z konu olmamaktadir. Birikim ancak dogrusal artis safthasinin sonlarma dogru
artmakta ve duragan safhada en yiksek dizeye ulasmaktadir. Bu durum pek ¢ok
sckonder metabolitin (diosgenin, fenolik bilesikler, berberin vb.) Uretimi igin
gecerlidir. Antosiyanin tip birikimi agiklayabilecek degisik gorisler bulunmaktadir.
Gerek 6nciil maddelerin - birikimindeki artis veya azalis ve gerekse biyosentez
mekanizmalarinda  iglev  gbren enzimlerin  seviyelerine paralel olarak sekonder
metabolit birikimi degismektedir. Ornegin, Dioscorea deltoidea hiicre  siispansiyon
kultirlerinde diosgenin biyosentezi icin gerekli olan ara Uriinler biyiimenin log
sathasinda sekillenirken, diosgenine doéniigim duragan sathada olusmaktadir (Tal ze
ark., 1984). Diger taraftan, berberin biyosnetezi igin gereken enzimler log
safhasinin sonlarinda artmakta ve duragan sathada en yiksek dizeye ulasmaktadir
(Steffens ve ark., 1985). Hizli buylyen hucrelerde alkaloid bitikiminin az oldugu,
buna karsilik yavas buytyenlerde ise daha yliksek diizeylerde alkaloid birikiminin
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gbzlenmesi, buytime ile alkaloid birikimi arasinda zit iligkiyi  g6stermektedir
(Lindsey ve Yeoman, 1983). Pek ¢ok bitki htcre kiltirinde farklilagsma ile
metabolit Gretimi arasinda dogru oranti vardir.
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Sekil 7.2. Biiyiime ve metabolit birikiminde antosiyanin tipi iliski. Havug (Daucus carots)
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde biiyiime kinetigi ve antosiyanin pigmenti birikimi (Noe ve
ark, 1980).

Buyumeyle iliskili pek ¢ok sekonder metabolite model teskil edecek antosiyanin tip
birikimin aksine “betasiyanin tip” birikimde metabolit seviyesi hiicre boélinmesi ile
dogru orantili olarak artis gostermektedir. Sekil 7.3’de gorildigi gibi bu artig hiicre
bélinmesinin en yogun oldugu log sathasinda maksimum dizeye c¢tkmakta ve daha
sonraki safhalarda dususe geemektedir. Phytolacta  americana hicre  suspansiyon
kultutlerinde buyime ile betasiyanin pigmenti birikimi arasindaki iliski buna 6rnek
olarak verilebilir. Bu pigmentin tretimi ve birikiminin hiicre bdliinmesiyle iliskisi
olabilir (Sakuta ve ark., 1986). Ayrica diger metabolitlerden farkli olarak bu pigment
birikim i¢in 6zel dokulara, 6rnegin pancar koklerinde, gereksinim duymamaktadir
(Sakuta ve Komamine, 1988). Betasiyanin tip birikime Kuta graveolens hicre
kiltarlerinde ugucu yaglarin birikimi de 6rnek olarak verilebilir.

Tum bu bilgilerin 15181 alunda sekonder metabolitlerin  birikimi ile blylime ve
primer metabolizma arasinda su iliski kurulabilir: Primer metabolizmanin akist belli
bir noktada yol ayrimina gelmektedir. Bu yol ayriminda, birinci yol farklilagmamisg
bityiimede rol oynamaketa, Tkincisi ise farklilasmay1 saglamaktadir. Boylece
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betasiyanin tip birikim birinci yol sonunda, pek c¢ok metabolitin yer aldig
antosiyanin tip birikim ise ikinci yol sonunda olusmaktadir.
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Sekil 7.3. Biiyiime ve metabolit birikiminde betasiyanin tip iliski. Phytolcta americana
hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde biiyiime kinetigi ve betasiyanin pigmenti birikimi
(Sakuta veark, 1986).

7.7. Siispansiyon Kiiltiitlerinde Sekonder Uriin Veriminin Artirilmast

Bitkilerde sekonder metabolizmanin ¢evresel faktérlerden biyik 6lciide etkilendigi
bilinmektedir. Benzer sekilde bitki doku ve hiicre kiltitlerinde kiltir ortaminda
yer alan beslenme faktdrleri; yani karbon, fosfor, azot kaynaklart ve diger makro
elementler ile bitki buyime dizenleyicileri; yani oksinler ve sitokininler hem
biyimeye hem de metabolit olusumuna etki etmektedir. Kimyasal etkenlerin yani
sira, ortamdaki cevresel (fiziksel) faktorler de iz vitro sekonder metabolit tretimine
dogrudan veya dolayh etkide bulunabilmektedir. Elbette bu faktorlerin her biri
kualtirtd yapilan bitkiye, kuiltir tipine, hicre hattina ve hatta kiltirin yasina gore
etkide bulunmaktadir (Tablo 7.7).

7.7.1. Bitkisel kosullar

Bitki hiicrelerinin yapisal olarak totitopent birimler oldugu dustntldiginde, hiicre
kiltirlerinin - basglatilmasina  kaynak teskil eden hiicte veya dokularin, sekonder
metabolit dretimi Uzerinde Onemli bir faktér oldugu ortaya ctkar. Boylelikle
kuramsal olarak herhangi bir metabolit acisindan verimi yitksek bitkinin uygun
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kismindan baglatilan doku veya hiicre kiltatlerinden 7z witro sardarda da yliksek
verim beklenir. Nitekim Catharanthus rosens*un yiksek verimli varyantiarindan elde
edilen kultirlerin de bu alkaloidleri yitksek oranda durettikleri gézlenmistir (Zenk,
1977). Ancak bu durum genelde tartisma konusu olmaktadir. Ciunkd Nicotiana
tabacum (titin) bitkisinde yapilan ¢alismada hicre kiltirlerinde nikotin sentezinin
ters orantill olarak gerceklestigi, yani yiiksek verimli olan bitkiden elde edilen kallus
kiltarlerinde nikotin oraninin distk, verimliligi az olandan elde edilende ise yiiksek
oldugu bulunmugtur (Kinnersley ve Dougall, 1981). Dolayisi ile kaynak hiicre ve
dokularin sekonder metabolit verimliligi Uzerindeki etkisi 7z witro kultird yapilan
bitkiye ve metabolite gore degismektedir.

7.7.2. Kiiltiir ortamindaki kimyasal kogullar

Bitki doku ve hucre kiltirleri icin besi ortaminda yer alan her kimyasal aslinda hem
buyime hem de sekonder metabolit tretim icin tesvik edici veya kisitlayict faktor
olabilmektedir. Ornegin, besi ortaminda yer alan herhangi bir madde biiyiimeyi
tesvik ederken metabolit birikimini  azaltabilmektedir. Dolayisi  ile  sekonder
metabolit tretimi s6z konusu oldugunda besi ortaminin kimyasal bilesenleri hem
biiyime hem de metabolit duretiminde optimumu saglayacak sekilde olmalidir.
Buyime ve metabolit tretimi igin her hucre kiltirinin kendine has istekleri
oldugu da hatirda tutulmalidir.

7.7.2.1. Karbon kaynagi

Bir kag¢ istisna harig, bitki hiicre kiltirlerinin pek ¢ogu heterotrofik (disbeslek)
olarak buyimektedir. Bir baska deyisle, o6zellikle hiicre stspansiyon kiltirlerinin
buyik c¢ogunlugu fotosentez yapamaz. Dolayist ile kiltirlerin = gereksinim
duyduklari karbon kaynaginin kiltiir ortamina verilmesi gerekmektedir.

Sakkaroz bitki htcre kiltirlerinin ¢ogunda karbon kaynagi olarak kullanilmaktadir.
Genellikle kultiirin -~ baglangicinda  besi  yerindeki sakkatoz derigimi %2-3 (w/v)
civarindadir. Sakkarozun sekonder metabolitlerin olusumunda diger
karbohidratlardan daha kullamsh olduguna dair bir ¢ok rapor literatirde mevcuttur
(Fowler, 1982; Fowler, 1983; Man teli ve Smith 1983; Suzuki ve ark., 1984).
Sakkarozun bu avantajt gerek yavas metabolize olmast ve gerekse hicre
kiltirlerinin  duragan safhasinda bizzat kendisinin buyimeyi kisitlayict  bir  faktor
olarak ortaya ¢tkmasindan kaynaklanabilir (Sakuta ve Komamine, 1987).

Diger taraftan glikoz ve fruktozun karbon kaynagi olarak kullanildigt ve yiksek
oranda metabolit veriminin saglandigi 6rnekler de mevcuttur. Ozellikle Catharanhtus
rosens, Nicotiana tabacum, Papaver sommiferum ve Cinchona ledgeriana hiicre stspansiyon
kltirlerinde glikozun sekonder metabolitlerin Gretiminde en etkili karbohidrat
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oldugu gozlenmistir  (Fowler, 1983). Glikozun bu &zelligi faktorden

kaynaklanabilmektedir; yitksek biyime orani, %060’ tzerinde karbon déntsimu

u¢  ana

ve kudesel hiicre verimi. Glikoz, fruktoz ve sakkarozdan bagka galaktoz ve laktoz
gibi monosakkarider ve disakkarider, melas ve nisasta gibi rafine olmamis karbon
metabolit etkileri

kaynaklarinin = da Uretimi

(Fowler, 1982).

blyime ve acisindan incelenmistir

Tablo 7.7. Hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde metabolit tiretimini etkileyen faktérler.

Faktorler  Agiklamalar
Bitkisel Kogsullar ~ Kaynak hiicre ve dokulann sekonder metabolit verimi izetindeki
etkisi in vitro kiiltiirii yapilan bitkiye ve metabolite gore degigsmeketdir.
Kimyasal Kiltir Kosullan
Kathon Kaynagr  Karbohidratlarin (genellikle sakkaroz) yiiksek derigimleri iiriin
artinadir.
A’otKaynagt  Amonyum/nitrat oram, organik ve inorganik kaynak ve derigimi

o6nemlidir.

FosforKaynagt  Yiiksek derisimde fosfat kullanilmasi bazen iiretimi azaltmaktadr.

Biiyiime Diizenleyicleri  Kiiltiirde kullanilan oksin veya sitokininlerin tipi, derigimi, 6zellikle
oksin/sitokinin oram ¢ok 6nemli olabilmektedit.
Diger Elementler  Kiiltiir ortaminda bulunan bazi makro (S, Ca, Mg, K) ve mikro (Cu,
Mo, Mn) elementler de sekonder metabolit iiretimi {izerine azda olsa
etkili olabilirler.
pPH  Kiiltiir ortamimnin pH’simn degismesi hem biiyiime hem de

sekonder metabolit iiretimini etkileyebilir.

Ogzyrotik Basing ~ Yiiksek seker ve tuz derigimi genelde iitiin verimini artirmakta, ancak
biiyiimeye olumsuz etki yapmaktadir.

Fiziksel Kiltir Kogsullan
Ik Ozellikle pigment sentezi i¢in 6nemlidir.
Sicaklk Sicakligin azaltilmasi {iriin verimini artirmakta, ancak biytimeyi

yavaglatmaktadir.

Djger Havalandirma ve siv1 kiiltiir ortaminin galkalanmast gibi diger fiziksel
etmenler de biiyiime ve sekonder metabolit birikimi tizerinde etkili
olabilmektedir.

Deneysel Yaklasimlar

Onciiller (Precursors)  Kiiltiir ortamina dnciillerin ilavesi iiretim igin olumlu etki yapabilir.

Elisitorler  Fitoaleksin ad1 verilen savunma mekanizmasi kimyasallarin
tiretilmesinde 6nemli rol oynarlar.
Tutvkama (Immo bilizasyor)  Bityiimenin baskilanmast ile metabolit iiretimi artirilabilir.
Senkronizm (Eszamank)  Hiicre kiiltiitlerinde eszamanli béliinme homojen hiicre kiiltiirleri

Kiilgider ~ saglayacagindan metabolit iiretimi daha kolay izlenebilir.

Itd Asarmal Kiilniider  Hiicre kiiltiitleri ile metabolit iiretiminin ayri ortamlarinda

gergeklesmesi liriin artiric olabilir.
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Karbon kaynaginin niteliginin yant sira besi yerindeki derisimi de metabolit tretimi
agisindan 6nemli bir faktér olmaktadir. Ozellikle yitksek derisimde karbon kaynag
kullanddiginda, kaltiri yapilan hiicre veya dokular ozmotik strese ugramakta ve
boylece hiicre biyiiniesi ve bolinme baskilanmaktadir. Boylece kiltir, sekonder
metaboliderin  dretimine dogru bir egilim gostermektedir. Sakkarozun baslangicta
%7-14 arasindaki bir derisimde yer aldigt ortamda bir ¢ok fenolik bilesigin yiksek
oranda iretildigi gozlenmistir (Ibrahim, 1987). Ancak diger taraftan N. fabacum
hiicre kaltarlerinde dastik sakkaroz dizeylerinin, kumarin dretimi i¢in optimum
oldugu da rapor edilmektedir (Okazaki ve ark., 1982). Yiksek sakkaroz derisiminin
(%3’den fazla) fenolik bilesiklerin Gretimini artirdigina dair yaygin bir goris vardir.
Benzer durum Croseus hucre kiltirlerinde alkaloid dretimi icin de gegerlidir (Zenk,
1977). Fenolik bilesiklerin  bitki hticre kiltirleri ile Gretimi model olarak
degerlendirildiginde, kiltirdeki htcrelerin nitrat ve fosfatt kullanimi da g6z Oniine
alinmalidir. Mikroorganizmalardan farkli olarak, karbon kaynagmmn yikiminda islev
gbren  mekanizmalarin  (pentoz  fosfat, glikoliz, krebs dongisi) ve bu
mekanizmalarin fenolik bilesiklerin sentezi ile iliskisinin kesin olarak aydinlatilmas:
gerekmektedir.

7.7.2.2. Azot kaynag1

Bitki doku ve hiicre kiltitlerinde kullanilan pek cok besi yerinde nitrat (NO3 )
ve/veya amonyum (NHA) azot kaynadi olarak islev gormektedir. Tek bagina
kullanildiklarinda ~ amonyum  nitrata gére daha zayif biyime saglamaktadir
(Dougall, 1980). Dolayist ile htcre stspansiyon kiltirlerinde genelde nitrat azot
kaynagi olarak tercih edilmekle beraber her ikisinin kullanildigs kiltirlerde kiidesel
hiicte verimi ¢ok daha yiksek olmaktadir. Genellikle nitrat/amonyum orant 1:1
omakla beraber, bu oranin degistirilmesi ile bir cok sekonder metabolitin 7z vitro
tiretilmesinde azalts veya artisa rasBanmaktadir. Ornegin, Thalictrum minnus hiicre
suspansiyon  kiltitlerinde berberin  miktart  nitrat/amonyum orant  1:2  oldugu
zaman en yiksek dlzeye wulagmakta iken, maksimum biyime 5:1 oraninda

saglanmaktadir (Tal ve Goldberg, 1982).

Kullanilan azot kaynagmn niteligi ve miktart 7z wifro sekonder metabolit dretiminde
etkili ~olabilmektedir. Ornegin, Uthospermum  erythrorhi“on  bitkisine ait hiicre
kultirlerinde fenolik sikoninler sadece nitratin bulundugu ortamlarda sentezlendigi,
buna karsilik amonyum kullanildiginda bu  kimyasallarin = dretiminin  engellendigi
gozlenmistir  (Fujita ve ark, 1981). Bununla beraber, pek ¢ok arastirma, besi
yerindeki azot kaynagi miktarindaki azalisin, fenolik bilegiklerin iretiminde artisa
yol agtigint géstermistir  (Ibrahim, 1987). Son olarak, karbon/azot oranin da
metabolit itiretiminde etkili oldugu akilda tutulmalidir. Ornegin, Dioscorea deltoidea
hucre kultutletinde diosgenin bitikiminin katbon/azot oramindaki artigla dogrusal
bir iligki gosterdigi belirtilmektedir (Tal ve ark., 1982).
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7.7.2.3. Fosfor kaynagi

Bitki hucre kultitlerinde fosfor kaynagi olarak fosfat (PO4%) kullanilmaktadir.
Gerek niikleik asit ve gerekse enerji metabolizmalarinda gerekli oldugundan, fosfor
bitki hucreleri icin ¢ok O6nemli bir elementtit. Fosfor hlcre miktarinda artis
saglamakta ve fosfat miktart artttka biyomas verimi artmaktadir. Dolayist ile fosfat
sckonder metabolitlerin 7z witro TUretiminde Onemli bir etken olmaktadir. Cinki
daha o6nce de belirtildigi gibi, biyime ile sekonder metabolit tretimi arasindaki zit
iliski g6z Oniine alindiginda, fosfatin buyimeyi smurlandirict bir faktér olarak hicre
kultirlerinin  baslangicinda dustik miktarda yer almast genellikle metabolit tretimini
artirmakta, buylmeyi ise baskilamaktadir. Gerek alkaloidlerin ve gerekse fenolik
bilesiklerin fosfat icermeyen, bulylmeyi sinirlayict kiltir ortamlarinda daha fazla
biriktigi gézlenmistir (Knobloch ve Betlin, 1983). Buna karsihk, Digitalis purpurea
hiicre kiltirlerinde fosfat miktarindaki artis ile digitoksin birikimi arasinda dogrusal
bir artisin varligr da séz konusudur (Hagimori ve ark., 1982). Aynt durum hicresel

buyime ile dogru orantli olan betasiyaninler icin de gecerlidir (Sakuta ve ark.,
1986).

7.7.2.4. Bitki biiylime diizenleyicileri

Bitki buyime diizenleyicileri bitkilerde (7 wivo) sekonder metabolizmanin ifade
edilmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar (Bohm, 1980). Pek ¢ok arastirmaya konu
olduklarindan, bu maddelerin bitki hticre kiltirlerinde gerek buylime ve gerekse 7
vitro sekonder metabolit biyosentezi tzerine etkilerine dair yeterli kanit mevcuttur.
Bazt onkojenik ve aliskan (habituated) kiltirler bir tarafa birakiirsa, bitki hicre
kultirleri  biyime  dizenleyicilerine, — oksin ~ ve  sitokininlere  gereksinim
duymaktadirlar. Gerek kullanilan oksin ve sitokininlerin niteligi ve miktari, gerekse
oksin/sitokinin orant buyimeyi ve dogrudan sckonder metabolit bitikimini
etkilemektedir. Bitki htcre kiltirleri icin en c¢ok kullanilan oksinler 2,4-dikloro
asetik asit (2,4-D) ve naftalen asetik asitti (NAA). Her iki sentetik oksn, dogal oksin
indol asetik asitten (IAA) daha kararli yapida oldugu icin bitki doku kiltirlerinde
tercih edilmektedir. Indol butirik asit (IBA) de bazt hiicre kiiltiirlerinde oksin olarak
kullaniabilmektedir. Dis kaynakli sitokinin destegi ise kultiri yapilan bitkiye gore
degismektedir. En ¢ok kullanilan sitokininler kinetin, 6-benzil adenindir (BA).
Oksin ve sitokininlerin yant sira giberellin ve absisik asitin bazi hiicre kiltirlerinde
dis kaynaklt biytime diizenleyicileri olarak kullanildiklart bilinmektedir.

Oksinlerden ~ 24-D’nin genel  olarak  bitki  htcre  kiltirlerinde  sekonder
metabolizmayt baskilayici etkide bulundugu gozlenmektedir. Bu baskilamaya 6rnek
olarak, Nicotiana tabacum'nn hicre kiltitlerinde nikotinin, Morinda  citrifolia’da
antrakinonlarin  ve _Acer psendoplatanns™da fenolik bilegiklerin  birikimindeki hizl
distisi veya tamamen inhibe olusu Ornek olarak verilebilit (Furuya ze ark., 1971,
Tabata ve ark., 1971; Phillips ve Henshaw, 1977). 2,4-D’nin genel olarak sekonder
metabolizma tizerindeki olumsuz etkisi muhtemelen hiicresel buytimeyi tesvik
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ederek farklilasmayr engellemesi seklinde olabilir. Hiicrelerin hacimce biytimest ile

24- D ve sekonder metabolit metabolizmast arasindaki iliski icin Daucus carota
(havug) kiltiri 6rnek verilebilir. Havug hiicre siispansiyon kiltiirlerinde, ortamda

2.4-  D’nin  varligt antosiyanin dretimini azaltmaktadir. Bu kaltarlerden kugik
htcreler veya hiicre gruplart (31-81 jum), 24-D icermeyen ortama alindiginda hiicre
bélinmesi ve hiicresel biylime baskilanmakta ve sonugta kiltirde belirgin  bir
antosiyanin birikimi gozlenmektedir. Ortama tekrar 2,4-D ilave edildiginde ise
antosiyanin Uretimi kaybolmaktadir. Bu gézlem buyime ve hiicre morfolojisi ile
antosiyanin olusumu arasindaki zit iligkiyi gOstermektedir (Ozeki ve Komamine,
1981). Buna karsilik, 24-D’nin aynt hiicre kiltirlerinde karotenoid —sentezini,
Thalictrum minus'éa. ise betberin uretimini artirdift gozlenmigtic (Nakagawa ve ark.,
1986).

Diger oksinlerin (IAA, NAA ve IBA), sckonder metabdliderin 7z wifro tretimi
tzerindeki olumsuz etkisi 2,4-D’ye nazaran daha azdir (Mantell ve Smith, 1983).
Bazt durumlarda dogal oksin IAA ve sentetik oksin NAA’nin, 2,4-D’nin negatif
etki gosterdigi durumlarda sekonder metabolizma tzerinde olumlu veya olumsuz
etkisinin olmadig1 bilinmektedir.

Sitokininlerin sekonder metabolitler tzerindeki etkisi metabolit ¢esidine ve ilgili
bitki tiriine gore degismektedir. Ornegin, kinetinin Thalictrum minus’@>3 berberin
tretimini (Nakagawa ve ark., 1984) ve kinetin ile bitlikte BA’nin ise Haplopappus
gracilis’fe antosiyanin birikimini artirdif1 gzlenmistir.

Giberellik ve absisik asitin =~ Daucus  carofa  hicre  siispansiyon  kultirlerinde
antosiyanin Uretimini, Phytolacca — americana hicre stuspansiyon kiltiitlerinde  ise
betasiyanin  birikimini = azalttigt gézlenmistir. Her iki kaltirde giberrelik  asit
biyiimeye olumsuz etki yapmazken, absisik asit biuyimeyi engellemektedir (Sakuta
ve Komamine, 1987).

Yukarida verilen Ornekler degerlendirildiginde  bitki biiyime diizenleyicilerinin 7z
vitro sekonder metabolit uretimindeki etkilerinin olduk¢a karmastk ve celigkili
oldugu gériilecektir. Ornegin, daha 6nce de belirtildigi gibi kinetin Dancus carota
hiicre stspansiyon kiltitlerinde antosiyanin Gretimini tesvik ederken, Topuius hicre
kiltirlerinde ayni maddenin Uretimini baskilamaktadir. Bu zit etkileri agiklamada
zorluk  ¢ekilebilir.  Ancak  kiltir ortamindaki  hicrelerin - igerdikleri  biyume
dizenleyicilerinin i¢sel diizeyleri g6z o6ntnde bulundurulmalidir. Hicre ve hiicre
gruplarinin  boyutu; hiicreler arast iligkiler, buiyime, morfolojik farklilasma ve
dolaysi ile sekonder metabolit mekanizmasi tizerinde dogrudan etkili olmaktadir.

7.7.2.5. Diger elementler

Kiltir ortaminda silfat (SO42) tuzlart seklinde bulunan  silfir ile kalsiyum,
magnezyum, potasyum gibi makro elemender ve bakir, molibden, mangan gibi
mikro elemenderin 6zellikle sekonder metabolit tiretimi tizerindeki etkisine dair
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cok az calisma mevcuttur. Kalsiyumun lignin ve rosmarinik asit, bakir ve sutlfatin
naftokinonlar ve mikro elementlerin ise antrakinonlarin 7z witro Uretimi Uzerindeki
etkisi istisna olarak verilebilecek gézlemlerdir (Zenk ze ark., 1975; Fujita ve ark.,
1981; De-Eknamkul ve Ellis, 1985; Tbrahim, 1987).

7.7.2.6. pH

Bitki doku ve hiicre kiltirlerinin pH’st cogu kez kiltir olusturulmadan 6nce pH 5-
6 arasinda ayarlanmakta ve bu pH derecesinde en yliksek biylime saglanmaktadir.
Ayrica  kiltir ortami yeterince tamponlandigt igin, kiltirin gelisimi esnasinda
ortamin pH'smda buyuk degisiklikler —olmamaktadir. Ancak kultirin gidisat
esnasinda pH'daki degisiklikler biyime kadar sekonder metabolit tretimini de
etkileyebilmektedir. Ornegin, Ipomea hiicre kiiltiitlerinde  triptofanm, triptofol gibi
indol metaboliderine dontsimi pH 6.3’de iki katma ¢ikmakta, pH 4.8'de ise bu
déntisim tamamen baskilanmaktadir (Veliky, 1977).

7.7.2.7. Ozmotik basing

Bitki doku ve hiicre kultitlerinde kullanilan besi ortaminda 6zellikle karbon
kaynagi (genellikle sakkaroz) ve makro bilesenlerin derisiminin artirilmasi, kiltiirde
ozmotik basincin  artmasina  ve béylece kiltird yapilan  hiicrelerde strese  yol
acmaktadir. Sonucta sckonder metabolitlerin Uretiminde bir artis gézlenmektedir.
Bununla ilgili 6rnekler kiltir ortamindaki kimyasal kosullar kisminda verilmistir
(bkz. Bélum 7.7.2.1).

7.7.3. Kiiltiir ortamindaki fiziksel kogsullar

Bitki doku ve hicre kiltirleri yapilirken, kaltir ortaminin disindaki bazt fiziksel
etkenler de belirleyici parametreler olmaktadir. Istk  ve sicaklik ile hiicre
stspansiyon kiltirleri icin ¢alkalama ve havalandirma bunlar arasinda sayilabilir.

7.7.31. Igik

Isigin in vivo sartlarda bitkilerin gelisimi ve gerekse sekonder metabolit birikimi
tzerindeki etkisi bilinmektedir. Birkac istisna harig, bitki doku ve hiicre kilttrleri
foto-ototrof olarak biyimediginden, pek c¢ok kultir distk istk siddetinde ve genis
bir stk spektrumunda yapimaktadir. Ancak sekonder metabolitlerin ve 6zellikle
fenolik  bilesiklerin ~ dretimi s6z konusu oldugunda 1sik, doku ve hiicrelerde
metabolit birikimini etkilemekte ve fotoperyod, 1stk kalitesi ve siddeti Onemli
parametreler olmaktadir. Hucre kaltitlerinde fenolik  bilesiklerin  Gretiminin  hem
stk kalitesinden hem de 1stk siddetindenden etkilenmesine neden olarak, fenil
propanoid metabolik yolunda islev géren enzimlerin diizenlenmesi Uzerinde 1s18in
onemli etkisi gosterilebilir (Hahlbrock, 1977). Isik fitokrom sisteminde yer alan
diger enzimleri benzer sekilde de etkilemektedir (Schopfer, 1977). Antosiyanin
pigmentlerini stirekli karanlik ortamda tireten havug hiicre kiltir hatlart harig,
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beyaz 1si¢in flavon ve flavon tirevlerinin ve antosiyaninlerin olusumunu artirdig,
buna karsilik polifenol ve antrakinonlarin dretimini ise baskidadigi gdzlenmistir
(Ozeki ve Komamine, 1981; Konbloch ve ark., 1982; Suzuki ve ark., 1984). Mavi
is1gin ise polifenollerin  olusumunu  artirirken, naftokinonlarin  Gretimini  baskiladigt
gozlenmistir (Tabata ve ark., 1974; Kadkade, 1982). Ultraviyole (UV) 1sinlarina
maruz birakilan  Eetroselinum  forfense hicre kiltutlerinde flavon ve  flavonol
glikozitlerinin birikiminde bir artig goézlenmektedir (Hahlbrock e ark., 1980). UV
ve kizilétesi  (IR) 1sinlar, aymt zamanda abiyotik elisitérler — olarak  da
degerlendirilebilir  (bkz. Bélim 7.7.4.2). Tutin hiicre kiltirlerinde 1s181in  alkaloid
(nikotin) Uretimini baskiladigl, ancak dusik stk siddetinin ne kiltiriin biylimesine
ne de alkaloid birikimine engel olmadigi ve nikotin birikiminin karanlik ortamda
birakilan hiicre kiltitlerinde en yiksek duzeye ulastigt goézlenmistir. Bu duruma
nikotinin ~ fotodegragasyonunun  (isitkta  pargalanmasinin) neden  oldugu  6ne
strilmustir (Manteli ve Smith, 1983).

7.7.3.2. Sicaklik

Sicakligin  bitki doku ve hiicre kiltarlerinde sekonder metabolit olusumu tzerine
etkisi bir yana, dogrudan kiltirlerin biylime veya gelismesine olan etkisine dair ¢ok
az gozlem vardir. Bu, buytk bir ihtimalle bitki hiicre kiltarlerinin geleneksel olarak
25 °C civarinda gergeklestiriimesinden kaynaklanabilir.  Yine de sicakhigin  hiicre
kiltirlerinde sekonder metabolit dretimi  ve birikimine dair Dbilgiler literatiirde
meveuttur. Ornegin, VVeganum harmala (izetlik otu) kallus kiltirlerinde  (3-indol
alkaloidlerinin ~ birikiminin 25 °C’de maksimuma ulastig ve kultirlerde en iyi
buylime 30 ©°Cfde gerceklestigi bildirilmektedir. Ancak sicaklik 25 °C’den fazla
oldugunda alkaloid birikimi hemen dtsmektedir (Nettleship ve Slaytor, 1974).
Kaltirdeki hiicrelerin - metabolizmasinda  sicakliga  baglt olarak degisim bu tip
bulgularin temelini olusturabilir. Ornegin, Ipomea hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde
sakkaroz ve amino azotlarin kullanimi 30-32 °C'de maksimuma ulasitken, tekrar 25
°Cye geri getirilen kiltirlerde bu maddelerin yikim oraninda %25'lik bir azalma
olmakta, ancak biyime oraninda ¢ok az degisim olmaktadir (Rose ve Martin,
1975). Normalden daha dusuk sicaklikta, Ornegin 15 °Cfde, kiltiri yapilan
hiicrelerde yag asitleri oraninda bir artis oldugu gézlenmektedir.

7.7.3.3. Diger fiziksel etmenler

Havalandirma ve Ozellikle kaltir ortaminin calkalanmast gibi fiziksel etmenler de
bitki hiicre kultirlerinde biyime ve sekonder metabolit birikimi Gzerinde 6nemli
etkide bulunmaktadir. Normalde 90-120 r/dakika olan c¢alkalama hizt 150
r/dakikalya cikarldiginda, tutin hicre sispansiyon kiltitlerinde hem biyime hem
de nikotin birikimi attmaktadir (Pearson, 1978).
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7.7.4. Deneysel yaklagimlar

Bitki doku ve hiicre kultirlerinde gerek optimum buyliime ve gerekse dretimi arzu
edilen sekonder metabolitin  maksimum birikimini saglamak igin bazt teknikler
gelistirilmisti. Bu yontemler ve sagladigi avantajlar asagidaki bashklar altinda
Szetlenmistir.

7.7.4.1.  Onciiller (precursors)

Bitki doku ve hicre kiltirlerinde Uretilmesi istenen bir metabolitin biyosentez
mekanizmast biliniyorsa ve bu metabolik yolda yer alan baslangic maddesi ve/veya
ara Urinler saptanmis ise, kiltirleri bu maddelerle besleyerek enzimatik yollar
uyarilabilir  ve boylelikle hedef metabolitin dretimi artirilabilir.  Bu  yaklasima
Capsicum  frutescerss  (biber) kallus  kultiirlerinde  kapsaisin - retimi  6rnek  olarak
verilebilir. Hicreler, karbon kaynaginin (sakkarozun) bulunmadig, distik miktarda
azot iceren ve radyoaktif isaretli fenilalanin ile valin ilave edilen ortamda kaltara
yapildiginda, radyoaktif isaretin kapsaisine katildigi gézlenmistir. Kapsaisin Gretimi,
vanilamine ve izokaprik asit gibi ¢abuk dontsim saglayan Oncillerle daha da
artirilabilir  (Lindsey ve Yeoman 1983). Bitki doku ve hiicre kultirlerine 6nciil
ve/veya ara maddeler ekleyerek sekonder metabolit Uretiminde arttg saglamaya
yonelik diger 6rnekler Tablo 7.8’de 6zetlenmektedir.

Bitki htcre kiltirlerine 6nctller ilave ederek hedef sekonder metabolitin Gretimini
artirma yonteminde g6z Oninde bulundurulmast gereken bir takim 6n  kosullar
bulunmaktadir. ~ Oncelikle bu  maddelerin  toksik  olmayan  derisimlerininin
saptanmast, kiltir ortamina ilave etmek icin en uygun zamanin belirlenmesi, hicre
icine alinma ve bitikim mekanizmalarinin  ortaya ctkarilmast ve bu maddelerin
kullanimint  saglayan enzimlerle iliskilerinin  bilinmesi gerekmektedir. Ayrica  bitki
hicre  kiltirlerinde  metabolit — miktarinda  gézlenen  artigin nedeni  6nciil
maddelerden mi yoksa ortamdaki diger fiziksel veya diger faktSrlerden mi
kaynaklandigr belitlenmelidir. Bu bakimdan, radyoaktif isaretli onciillerle yapilan
deneysel ¢alismalar bu yaklagim icin cok 6nemlidit.

Tablo 7.8. Onciil madde ilavesiyle bitki hiicre kiiltiirlerinde iiretimi artirilan metabolitler.

Onciil Madde Metabolit Bitki Tiirii Kaynaklar

Fenilalanin, Tirozin Rozmarinik asit Coleus blumer Zenk veark,1977

Fenilalanin Polifenoller Nicotiana tabacum Sahai ve Schuler, 1984
Fenilalanin Naftokinonlar Uthospermum spp.  Mizukami ve ark, 1977
Naringenin, Eriyodiktiyol, = Antosiyanin Daucus carota Fritsch ve Grisebach, 1975
Dihidrokuersetin

o-siiksinil benzoik asit Antrakinonlar Gallirn mollugo Bauch ve Leistner, 1978
Kolesterol Diosgenin Dioscorea deltoidea  Chowdhury ve Chaturvedi, 1979
Ornitin Nikotin Nicotiana tabacun~ Ohta veark, 1978
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7.7.4.2. Elisitorler

Bu bolimin basinda, bitkilerin mikroorganizmalara karst bir ¢esit savunma
mekanizmasi olarak gelistirdikleri, fitoaleksinler ad: verilen disik molekiler agirlikl
antimikrobiyal bilesiklerin = varligindan s6z edilmisti. Bitki hiicrelerinde  varligt
saptanan  fitoaleksinler; polias etilenler, thiopenler, seskiterpenler, diterpenler,
kumarin ve izokumarinler, kalkonlar, izoflavonoidler, stilbenler ve alkaloidler gibi
farkli kimyasal smiflarda olabilitler (Barz e ark., 1990). Kimyasal yapiar ele
alindiginda bu maddelerin ¢ogunun lipofilik olmasi, bunlarin hicresel dizeyde
olusum ve  birikim  mekanizmalarmna  Gzellikle  dikkat  edilmesi  geregini
vurgulmaktadir. Bu maddelerin bir baska ilgi cekici 6zelligi ise hem bitkide (22 wivo)
hem de bitkinin hiicre veya doku kultutlerinde (i witro) farkli bir metabolik yolla
aciga  ctkmalanidir.  Bu  aynt  zamanda  biyolojik  sinyal olabilecek  maddelerin
calistimasina da katkida bulunmaktadir.

Fitoaleksin sentezine yol agan elisitdrler, biyolojik olmayan (abiyotik) (UV, agir
metal iyonlari, deterjanlar vb.) veya biyolojik kékenli veya biyotik (polisakkarider,
proteinler, glikoproteinler, bakteri, mantar ve hatta bitkisel kaynakli hiicre duvart
parcalanma trlinleri vb.) olmak tzere baslica iki gruba ayrilirlar. Biyotik elisitérler
ise olusum ve birikim durumlarina goére 4 ana baghkta toplanabilir (Becker ve
Sauerwein, 1990):

i) Dogrudan mikroorganizmalar tarafindan salman ve bitki htcrelerince
taninanlar,

i) Mikroorganizmalarin bitki hiicre duvarlarindaki islevi sonucu oluganlar,
iii) Mikroorganizma tizetinde bitki enzimlerinin iglev gérmesi ile oluganlar,

iv) Cesitli uyarici etkenlere yanit olarak bitki hiicreleri tarafindan olusturulan ve
ortama salinan endojen ve her zaman dogada mevcut olan bilesikler.

Bitki htcre stspansiyon kiltirleri, bitkilerin  mikroorganizmalara karst savunma
mekanizmalarini  arastirmak icin  kullandan ¢ok elverisli deneysel sistemlerdir. Bu
sistemlerde  konakei-konak  iligkisi  arastirilabilir.  Ayrica  biyotik ve  abiyotik
elisitérlerin  uygulanmsindan hemen sonra ortaya c¢tkan fitoaleksinlerin  olusum
mekanizmalart aydinlatilabilir.

Biyotik ve abiyotik elisitérler, fitoaleksinlerin doza bagli olarak tesvik edilmesinde
énemli farkhliklar gosterirler. Ornegin, Cicer arietinum (nohut) hiicre siispansiyon
kultirlerinde  pterokarpan  fitoaleksinleri medikarpin  ve maackiain = (Sekil  7.4)
elisitérlerinin  doza bagl olarak tesvik ettikleri fitoaleksin dretimi bir doygunluk
egrisi ile smurlanirken, abiyotik elisitorler (bakir, civa, mangan gibi agir metaller)
yiksek derisimlerde toksik etkiler gbsteren bir optimum egri ile sinirlanmislardir

(Batz ve ark., 1990).
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Sekil 7.4. Bitki hiicre siispansiyon kiiltiirlerinden elde edilen farkl kimyasal sinflara ait
bazi fitoaleksinler (Barz veatk, 1988; 1990).

Cesitli elisitorlerin farklt bitki hiicre kultirlerine uygulanmast ilgili bitki hiicrelerinin
metabolizmasinda  6nemli  degisiklikler ~meydana  getirebilir. Bu  degisiklikler;
kalsiyum iyonu (Ca*?) metabolizmasindan baglamak tzere, polisakkariderin, prolil

hidroksilazin tesviki ile htcre duvarlarinda hidroksiprolince zengin
glikoproteinlerin, lignin ve polifenollerin, kitinazlarin, proteinaz inhibitotlerinin,
patojenez ile ilgili (PR - pathogen related) proteinlerin  ve fitoaleksinlerin

olusumunda rol oynayan enzimlerin yeniden sentezlenmesine yol agan bir dizi
reaksiyonlart icermektedir (Sekil 7.5).

Bitkilerden ve bitki hiicre kiltirlerinden ¢ok sayida fitoaleksinler izole edilmistir.
Bu bilesiklerin kimyasal yapilari buyiik cesitlilik gosterse de, karbon iskelederinin
belli bir tir veya familya icin karekteristik olmasi, fitoaleksinlerin kemotaksonomide
kullamgh  isareder olmasimi glindeme getirmektedir. Bitki hiicre  kiltitlerinde
fitoaleksin olusumuna yol acan elisitotlere su 6rnekler verilebilir:

Biyolojik olmayan (abiyotik) elisitdtlerden sodyum aljinat ile Gheyrrhi™a glabra hicre
kultirlerinde ekinatin adli fitoaleksin dretimi saglanmustir. Benzere sekilde biyolojik
(biyotik) elisitotler  Papaver  sommiferun®da  sanguinarin,  Petroselinum  kortense’ de
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furanokumarinler, Cicer —arietinnneda medikarpin  ve maackiain fitoaleksinlerinin
sentezlenmesine yol agmaktaditlar (Barz ve ark., 1990).

Fitoaleksin sallnlml

HUCRE DUV ARI
PILLAZMA MEMBRANI |
Fitoaleksinler 3
Fitoaleksin biyosentezi

K %
a g .
1 Etilen <€— Protein sentezi —» Sckonder :
1 metabolitler g
. / mRNA E
z Proteinaz inhibitorleri n

Kitinaz Fenil propanoid

PR-proteinleri metabolik y()lu\t

/ T Htucre duvarl
++ ’ fenolikleri

/ Ca Ikincil haberci

e /
salinim1 Baglatici ATPaz
— 72N
M \f
|
Elisitor

Sekil 7.5. Elisitorlerin tegvik etmesi sonucu bitki hiicre metabolizmasinda meydana
gelen degisiklikler (Barz veark, 1988).

Sonug¢  olarak elisitorlerin - varliginda  bitki  huicreleri  tarafindan  sentezlenen
fitoaleksinler daha 6nce kimyasal yapist bilinmeyen yeni bilesiklerin de ortaya
ctkmasina yol acmaktadirlar. Bu maddelerin  biyoaktif 6zelliklerinden dolayr ilag
sanayinde kullanilabilirlikleri de ayr1 bir arastirma konusudur

7.7.4.3. Tutuklama (immobilizasyon)

Tutuklama, katalitik olarak aktif enzimin veya hiicrenin bir reaktér sistem icinde
tutularak, substrat veya urlini tastyan hareketli faz’a gecislerinin engellendigi bir
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teknik olarak tanimlanmaktadir (Scragg, 1991). Aslinda tutuklama,
mikroorganizmalarda uzun zamandan beri wuygulanan bir tekniktir. _Acetobacter
hicrelerinin = tutuklandigt  geleneksel sirke tretme yontemi tipik bir tutuklama
teknigidir. Hicrelerin ~ bitiniyle tutuklanmasina dair ik  rapor 196011 yillara
dayanmaktadir. Bu raporda, bir liken olan Uwhbilicaria  pustulata  hicrelerinin
poliakrilamid jel icinde tutuklandigi belirtilmistir (Mosbach ve Mosbach, 1966). Bir
sonraki yil, embriyonik hayvan hucrelerinin tutuklanmast da  gercekhstirilmistir
(Wezel, 1967). Sonraki yillarda, ¢ogunlukla mikroorganizmalarin yer aldigl, cesitli
mikroorganizmalarin, bitki ve hayvan hicreleri ile organellerin degisik matriksler
kullamlarak  tutuklandigina  dair  bir ¢ok rapor literatirde vyerini almistr.
Tutuklamanin ~ gerceklestirildigi hiicreler ve tutuklama gorevi yapan inert yatak
(substrat) Tablo 7.9’da verilmektedit.

Bitki hiicrelerinin  tutuklanmast nispeten yeni bir distncedir. Catharanthus roseus ve
Dauncns  carota  hiicrelerinin - aljinat  yatakta tutuklanmasi, ik rapor edilen bitki
hiicrelerinin = tutuklanmast  teknigidir (Bordelive 2e ark, 1979). Ancak teknigin
temeli, enzim ve/veya mikroorganizmalarin tutuklanmasi temeline dayanmaktadir.

Tutuklama islemi, izlenecek teknige gére dort ana sinifa ayrilabilir:

i) Hucrelerin (enzimlerin veya organellerin); aljinat, agar, poliakrilamid, kollajen
vb. gibi inert (tepkisiz) bir yatakta tutuklanmalar,

ii) Hicrelerin inert yataga tutunmalart (adsorpsiyon),
it1) Hiicrelerin biyolojik makro molekiillerle (lektinler) yataga baglanmast,

iv) Hicrelerin karboksimetil seliiloz gibi inert bir yataga kovalent baglanmas.

Bitki hiicre kultitlerinde sekonder metabolit birikimi ile farklilasma arasinda
gorilen dogrusal iliskiyi gosteren ¢ok sayida calismadan daha once s6z edilmisti.
Ozellikle hiicre veya kiigiik hiicre gruplariin sivi ortamda herhangi bir farklilasma
olmaksizin  buyutildiikleri hiicre sispansiyon kultitlerinde  sekonder metabolit
birikimi, az veya c¢ok, duragan safthada maksimum dizeye c¢ikmaktadir. Bu
kultirlerin  aksine hucrelerin inert bir matrikste (substratta) tutuklandigt tutuklama
yontemi ile hucreler ¢ok hiicreli ortamda ve kismen organize olarak birlikte
buyimeye tesvik edilmektedir. Stspansiyon kiltitlerinde hiicreler genellikle serbest
halde bulunmakta ve calkalama sonucu hiicreler arast temas tamamen veya kismen
ortadan kalkarken, tutuklamada htcreler fiziksel olarak duragandir ve bu durum
htcreler  arast  temas  saglayarak  bir  takim  fiziko-kimyasal  etkilesimleri
baslatmaktadir. Ayrica ortamda fiziksel ve kimyasal gradiyenderin saglanmast
sonucu hicreler ana bitkideki durumlarina ¢ok benzerlik gosteren bir cevreye
kavusmaktadirlar. Bu kosullar tutuklanmis hiicrelerde bazt yapisal ve biyokimyasal
farklilasmalart da beraberinde getirmekte ve sonug¢ olarak sekonder metabolizma
uyartlmaktadir.
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Tablo 7.9. Degisik hiicrelerin tutuklanmasina baz1 6tnekler (Lindsey ve Yeoman, 1983).

Kaynak Hiicre Tutuklayict Madde Kaynak Hiicre Tutuklayict Madde
Mikroorganizmalar Bitki Hiicreleri
Saccharomyces ovarum Aljinat Cannabis sativa Aljinat
Saccharomyces ceremiae Catharanhtus rosens
Arthrobacter simplex Coffea arabica
Candida tropicalis Alj inat, Pols titen D‘fll_fllf,lﬂralﬂ
Digitalis lanata
Escherichia coli Poliakrilamid Giy cine max
Corynebacterinm simplex Tavandula vera
Lactobacillus bulgaricus Morinda citrifolia
Saccharomyces lactis Nicotiana tabacum
Streptomyces vene” nelae Kollajen Tagetes minnta
Acetobacter spp. Metal hidroksit presipitatlan Catharanhtus rosens Agaroz
Daucus carota
Micrococcus denitrijicans Sivi-siirfektan membranlar Datura innoxia
Filamentéz finguslar Metal disk Glycine max
) Thalictrum rugosum
Mifkrococcus lutens Karboksimetil seliiloz
Catharanthus rosens Agar

Hayvan Hiicreleri
HeLa, K562

Insan deri fibroblastlan
Insan bébrek karsinomasi
Sigan kolon karsinomasi

Insan fibroblastlan

Insan hiicre hatlan

Koyun eritrositleri

Tutuklanmis bitki hiicre kiltitleri ile sekonder metabolit Uretimi baslica ¢ ana
grupta toplanabilir. Bunlar; i) biyotrans formasyon, ii) 6nciillerden biyosentez ve iii)
bilegikletin de movo sentezi (Scragg, 1991). Biyotransformasyonla metabolit ttetim
tekniginden daha sonra kisaca bahsedilecektir. Diger iki teknik ise daha o6nce

incelenmisti.

Bitki hicrelerinin tutuklanmast teknigi ile sekonder metabolit uretimi baglica su

Aljinat, Agaroz

Dekstran mikro yataklar

Protein kapli agaroz

Dancus carota

Glycine max

Catharanthus rosens
Daucus carota
Tagetes minuta

Amaranthus tricolor
Asclepias syriaca
Apinm graveolens

Capsicum jrutescens

k-karrajinan

Citosan

Poliakrilamid

avantajlart saglamaktadir:

1) Tutuklanmis hiicrelerde buyime dogal olarak sivi ortamdaki hiicrelere gore

daha yavas gerceklesir. Bu durum biyomasm daha uzun sire alikonmasini

saglayacak, metabolit hicrelerden salindigi ve ortamdan kazanildig

surece

sistem siirekli olarak calisabilecektir. Halbuki sivi hiicre kultirlerinde bir siire
sonra alt kiltir (pasaj) yapma geregi duyulmaktadir. Burada sistemin verimli

olmasi icin yavas buylyen veya bolinmeyen hiicrelerin ortamda alikonmast

kilit rol oynamaktadir. Ayrica yavas buyime, hizli biyime igin gerekli olan

‘primer’ metabolizmanin baskilanmast veya hizmet disina itilmesi anlamina da

gelmektedir. Bu da sekonder
(Lindsey veYeoman, 1983).

metabolizmanin  6n  plana ¢ikmast
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2)  Tutuklanmis hucrelerin  bulundugu ortamda cabuk ve etkin dizenlemelere
gidilebilir. Ornegin, ortama 6nciil maddeler, biiyiime diizenleyicileri ve besin
maddeleri cabucak ve kolaylikla eklenebilir.

3) Daha ¢ok biyomas verimi elde edilebilir. Ayrica ortama ‘gen¢’ hicrelerin ekimi
ve ‘yasl’” hiicrelerin ¢ikarilmasi ile sistemin ‘genglestirmesi’ saglanabilir.

4)  Tutuklamada hiicreler besin ortamindan matriksle ayrldigt icin salman irin
kolaylikla kultirden ‘hasat’ edilmektedir.

5)  Sistemin strekli ve kararli dogasi, olusabilecek bazt biyokimyasal degisiklikleri
ve yan Urin tepkimelerini ortadan kaldirmaktadir.

6) Buyime wve irin olusumu arasinda kesin bir ayirim  yapilabilmektedit.
Boylelikle  {irin  optimizasyonu  bilyiimeyi  engellememektedir. ~ Ornegin,
sekonder metabolit Uretimini destekleyen fakat buylmeyi baskilayan  bir
buyime dizenleyicisi ortama verildiginde, zaten tutuklanmis ve biylimesi
yavaslamis (hatta bazen tamamen durmus) hiicrelerde biyimede olumsuz
etkide bulunmamakta, buna karsilik metabolit Gretiminde artisa yol agmaktadir.

7)  Agregat olusumu ve mekanik hasarlara duyarlilik gibi biiyimeye bagli olarak
ortaya ¢ikan, bazt sorunlar tutuklanmus hiicreleri etkilememektedi.

Enzimlerin, mikroorganizmalarin, hayvan ve bitki hicrelerinin  tutuklanmasinda
kullamlan dért ana yontemden daha Once s6z edilmisti. Bitki hicrelerinin
tutuklanmasinda  bunlardan t¢t  siklikla  kullandmaktadir.  Bunlar, i) tutunma
(adsorpsiyon), ii) kovalent baglanma ve iii) tuzaklama yontemleridir.

Tutunma: Bitki hucreletinin jelatin, agar, aljinat, polipropilen, polis tiren ve cam gibi
katt  desteklere  tutundurulmasidir. Kati  destek iizerine ince film halinde
tutundurulmus hicrelerin  biyime ortamt ile dogrudan temasi, beslenme ile ilgili
sinirlamalart  ortadan  kaldirmaktadir.  Bu  durum  tutunma  yOntemine  avantaj
saglamaktadit.  Catharantus  rosens hicrelerinin - kalsiyum  aljinada  kolon  reaktore
tutundurulmast 6rnek olarak verilebilir.

Kovalent  Baglanma: Glutar aldehit ve karbodiimidler gibi baglayict maddeler ile
mikroorganizmalarin cam gibi katt desteklere baglanmasi yontemi uzun zamandan
beri uygulanmaktadir. Ancak, bu maddelerin bitki hicreleri ic¢in olduke¢a reaktif
olmast bu yontemin bitki hucrelerine uygulanmasini  zorlastirmaktadir.  Yine de
Solanum  aview  larinin  glutar  aldehit ile polifenilen oksite baglanarak gliko
alkaloidlerin Gretimi 6rnek olarak verilebilir.

Tuzaklama:  Bitki  hicrelerinin - tutuklanmasinda  en stk kullanilan  yontemdir.
Tuzaklamada ¢esitli alt yontemler uygulanmaktadir. Bunlar arasinda  polimer
olusturulmasi, gozenekli yapilarin  kullandmasi ve kusatma (confinement) en ¢ok
kullanllan yontemleridir. Polimer olusturmada aljinat, agar, karrajean gibi dogal
polimetlerin  yant  sira  poliakrilamid gibi sentetik polimerler de kullanilabilir.
Polimerlesme kosullarinin digerlerine gére daha yumusak olmasi nedeniyle aljinat
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en yaygin kullamlan polimerdir. Aljinat, gulunorik asit ve mannuronik asitten ibaret
bir polis akkarittir. Kalsiyum iyonlarinin  gulunorik  asit  birimleri arasinda
olusturdugu koépriler sayesinde jel oda sicakliginda ¢abucak olusmakta, fosfat
iyonlart eklendiginde ise ayrismaktadir. Sekil 7.6’da kalsiyum aljinatta polimerlesme
ile bitki htcrelerinin tutuklanmasi basitlestirilmis diyagram halinde verilmektedir.

Aljinat \ / Hiicreler

Karigim
e )
Siringa
CaCl,

Sekil 7.6. Kalsiyum aljinatta bitki hiicrelerinin tutuklanmasi (Scragg, 1991a).

Diger bir yontemde ise, politiretan kopiklerle c¢esitli bitki hiicreleri polisakkarit
tabanlt musilaj vasitasiyla g6zenekli yapilara baglanmaktadir.

I¢i bos elyaflarin olusturdugu birimlerde oldugu gibi bitki hiicreleri yart gecirgen
zarla bliyime ortamindan ayrilabilmektedir. Bu sistemde besin  maddeleri yart
gecirgen zar vasitastyla bitki htcrelerinin tutuklandigt ortama ge¢mekte, ayni sekilde
hiicrelerin sentezledigi metabolider de elyaf bosluguna yayilmaktadir (Sekil 7.7).

Bitki hicrelerinin  tutuklanmasinin  nispeten yeni bir yoéntem olmasindan dolayt
sekonder metaboliderin dretimi konusunda bazi sorunlar yasanabilmektedir. Bu
sorunlarin arasinda kullanilacak besi ortaminin se¢imi, urin olusumu ve salinimi ile
destek maddesinin dogast ve bitki hictrelerine uygun olup olmayist sayilabilir.
Ancak, bu sorunlar giderilemeyecek kadar buyuk degidir. Sonu¢ olarak tutuklama
yonteminin,  sekonder  metaboliderin  bitki  hiicreleri  tarafindan  Gretilmesi
konusunda bazi pratik ve ekonomik yararlar sagladigi aciktir.
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1.1 AA. Senkronize (eszamanli) kiltiirler

Hiicre sispansiyon kiltirlerinde kargilasilan  baglica sorunlardan biri de hicrelerin
es zamanli olarak boélinmemesidir. Bu durum kiltirlerde sikhikla  karsilagilan
heterojen hiicre populasyonuna neden olmaktadir. Heterojen yapt da dogrudan
veya dolayli olarak metabolit tretimi konusunda bazi dezavantajlart  giindeme
getirmektedir. Eszamanli biytime sistemleri gerek hiicre bélinmesinde ve gerekse
metabolik streglerin aydinlatlmasinda da kullanighh araclardir. Eszamanhlik; DNA
sentezi inhibitérlerinin  (6rnegin  afidikolinin) kiltir ortamina ilavesiyle, biyiime
diizenleyicilerinin  ortama yeniden eklenmesi veya uzaklastirilmast ile ya da fosfat
gibi buyiimeyi dizenleyen bazt besin faktétlerinden mahrum ortamda  bitki
hiicrelerinin  kiiltiirt ile gerceklestirilebilir (Nagata ze ark., 1982; Everett ve ark.,
1981; Gould ve ark, 1981). Senkronize (eszamanl)) hucre kultirleri sekonder
metabolit dretimi ve birikimi ile ilgili mekanizmalarin hicre buyimesi ile olan
iligkisini aragtirmada kullanisli sistemlerdir.

7.7.4.5. 1ki agamal kiiltiirler

Buyime ve seckonder metabolit tretimi arasindaki zit iliski, bu kultir sistemini
gindeme getirmistir. Bu yontemde hiicreler 6ncelikle biyiime igin uygun ortamda
kiltire alinmakta ve daha sonra sekonder metabolit Gretimi icin uygun olan ortama
aktarlmaktadir.  Ornegin, Uthospermum  erythrorhi™on hiicre  siispansiyon  kiiltiirleri
buyimenin saglandigi ortamdan alinip, amonyumun bulunmadigt ve nitrat, fosfat,
stlfat, bakir ve sakkaroz derisimlerinin yeniden dizenlendigi ortama aktarildiginda
sikonin tiirevlerinin miktart 1400 mg/I'ye ulasmaktadir (Fujita ve ark., 1981). Iki
asamalt kiltir sistemleri, Ozellikle ekonomik degeri yiiksek olan bazi metabolitlerin
tretiminde énemlidir.

7.8. Biyodonisim (biyotransformasyon)

Bitki biyoteknolojisinin en 1ilgi ¢ekici konularindan birisi de biyodontsimdir.
Biyodéntisim ayni  zamanda bitki doku ve hiicre kaltirleri ile sekonder
metabolitlerin  Uretiminin  6nemli bir O6gesidir. Metabolit {tretimi konusunda diger
yontemlerde oldugu gibi, biyodonisimiin temeli de ilk kez mikroorganizmalarla
yapilan  arastirma ve uygulamalara  dayanmaktadir.  Mikroorganizmalarin  rol
oynadigt fermentasyon olaylart da aslinda temel olarak biyodonisim olayindan
baska bir sey degildir. Ornegin, {iziim suyundan sarap veya sirke iretimi
biyodénustiim ile gerceklestirilen ve insanlik tarihi kadar eski bir yontemdir.

Sozcik anlami olarak biyodénisim, organik bilesiklerin islevsel gruplarinin  canlt
hiicreler veya bu hiicrelerden izole edilen enzimler tarafindan degistirilerek farkll
kimyasal yapiya sahip Grtine dénistirilmesi olayidir. Biyodéntsimi
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gerceklestirecek  hiicrelerde yer alan  enzimler ortama ilave edilen o6ncil (veya
substrat) Uzerinde bir takim kimyasal tepkimelerin gergeklesmesinde rol oynarlar.

Agilama
noktast
°

Bitki hiicreleri

Godzenekli

Besi yeri
elyaf

akig1

Seldl 7.7. Bitki hiicrelerinin ici bos elyaflt sistemle kusatilmasi (Scragg, 1991a).

Daha 6nce o6nciller kisminda belirtildigi gibi hiicre kiltitlerinin buytdigi  ortama
bir 6ncil madde (substrat) ilave edildiginde, hiicreler Oncelikle bu maddeleri
bunyesine alacak ve daha sonraki basamakta son uriinid olusturmak icin substratta
bir takim doéniisim mekanizmalart meydana gelecektir. Bir c¢ok bitki doku ve hiicre
kultir sistemlerinde (organ, kallus, sispansiyon, protoplast ve tutuklanmis hiicre
kultirleri gibi) biyodonigimin, ¢ogu kez, bir tek enzimin rol oynadig tek
basamakli mekanizmadan ibaret oldugu bilinmektedir. Yine de bir ¢ok enzimin rol
oynadigt ¢ok basamaklt biyodéniisim olaylart da rapor edilmistir (Yeoman ze ark.,
1990). Bitki hiicre kiltirlerinde biyodonisimi  saglayan enzimlerin rol oynadig
déniigiim tepkimeleri Tablo 7.10°da gosterilmektedir.

Bitki hiicre kiltirlerinin bulundugu ortama ilave edilen substrat dogal veya sentetik
olabilir. Biyodéniisim sonucu olusan triin de kimyasal yapi olarak daha 6nce yapisi
bilinen veya yeni bir bilesik olabilir. Asl 6nemli olan elde edilen Grinin niteligidir.
Bir bagka deyisle elde edilen tirtintin substrattan gerek ekonomik ve gerekse islevsel
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acidan daha degerli olmast gerekir. Bu biyodéntsimde karsilasilan en Onemli
sorundur. Diger bir 6nemli sorun ise uriniin daha az deZer tastyan maddelere
yikimudir.  Bitki  hiicre kiltiirleri ile gergeklestirilen tek basamakli biyodéntsim
arastirmalarinin =~ ¢cogu  farmakolojik  deger  tastyan  maddeler  {zerindir. Bu
arastirmalar arasinda en ilgi cekici olami Digitalis tutlerine (6zellikle D. lanata ve D.
purpurea) ait hiicre kiltirlerinde kalp glikoziderinin biyoddntsimidir (Alfermann
ve ark., 1977; Alfermann ve ark., 1980). Bunlar arasinda, tipta kalp hastaliklarinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilanlar1 digoksin ve digitoksindir. Her iki bilesik de

Digitalis  lanata bitkisinden izole edilmektedir. Giiniimizde digitoksin tedavide
digokine goére daha az tercih edilmektedir. Buna karsilik, digitoksinin bitkilerdeki
miktart digoksine nazaran ¢ok daha fazladir. Digoksinin, digitoksinden farki 12.
karbon  atomunda  bir  hidroksillenmenin  olusudur.  Digitoksinin,  digoksine
biyodontsimi  Sekil 7.8’de  gosterilmektedir. Digitoksine 6nce kimyasal yollarla
metil grubu eklenerek p-metildigi toksin substratt olusturulmakta ve daha sonra
Digitalis  kultutlerine ilave edilen substrat P-metildigoksine dontstirtilmektedir.
Metil grubunun uzaklastirlmasiyla digoksin elde edilmektedir (Alfermann ve ark.,
1983). Sekil 7.8’de goruldigi gibi olusan asil ana Urtin purpurea glikozit A’dir.
Ancak bu maddenin de hidroksillenmesi sonucu hem ckonomik hem de islevsel
acidan Onemli olan digoksin olusmaktadir. Bu durum arzu edilen biyoddnisimin
saglandigint gostermektedir.

llag sanayinde hammadde olarak kullanilan bitkisel kokenli kimyasallarin yani sira
besin ve kozmetik sanayinde eckonomik ve islevsel degerleri tartigiimaz bazt
sekonder drinlerinde biyodontsim ile elde edilmesi tzerine bazt ¢alismalar
yapilmustir. Bunlar arasinda terpenoidler ve diterpenoidler verilebilir  (Butcher,
1977).

Bitki hiicre kultirlerinde biyodéntisim  hakkinda literatirde ¢ok sayida rapor
bulunmaktadir. Ekonomik degeri olan bazi metaboliderin bitki hiicre kaltirleri ile
biyodéntsimu Tablo 7.1Tde verilmektedir.

Son yillarda senobiyotiklerin (kitleticilerin) ytkim mekanizmalarinin  bitki  hicre
stspansiyon kdiltitlerinde arastirilmast giindeme gelmistir. Pestisitler, polisiklik ve
polihidroklotlu bilesiklerin bulundugu bu kimyasallar her yil giderek artan oranda
cevreye salinmakta ve dogada kirlenmelere yol ag¢maktadir. Bu Kkirleticilerin  yikim
mekanizmalarinin  bitkiler tarafindan nasil  gerceklestirildigine dair bir arastirmayi
dogrudan dogada bitkiler tzerinde yapmak olduk¢a zordur. Senobiyotiklerin yikim
metabolizmasint  ve olusan parcalanma driinlerinin  6zelliklerini  arastirmada  bitki
htcre kaltarleri pratik ve avantajli sistem olabilit. Bu maddelerin yitkimi ve olusan
pargalanma trtnleri hakkinda 6rnekler Tablo 7.12’de verilmektedir.
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Tablo 7.10. Bitki hiicre kiltilerinde biyodéniigiimii ~ gergeklegtiren
enzimlerce  katalizlenen  baglica  kimyasal  tepkimeler (Kurz ve
Constabel, 1979).
Tepkime Substrat Uriin
Rediiksiyon \/ —CH,—CHy=mmmmmmmmmmmn
(indirgenme) c=C
/\
Alken Alkan
o o
e ok =l —CH,—CHy—C--—mmmmmmmmm
~
a,|3-Doymamus Karbonil veya
karbonil
-CHy—CH,—CH,—OH
Alkol
=
~0 ~< —CH,—OH
~
Karbonil Alkol
Oksidasyon —CH, —COOH
(Yiikseltgenme)
Metil Karboksilik asit
—CH,0OH —CHO
Alkol Aldehit
Hidroliz c0° T
0—R ce o—H
Ester Karboksilik asit
Epoksidasyon —CH=CH— —HC T/C H —
0
Alken Epoksit
Glikozilasyon =~ —OH O-glikoz
Hidroksil
Estetlegtirme —CO0H —COO—malat
Karboksilik asit
Metillestirme -OH -
s @-CH,
Hidroksil Metoksi
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OH
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o OH OH
9 q
Dgts lfg\s
; S Dgts
gts |
Dgts—Asetil I?gu-m:m
Gli koz (fh koz
'
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Lanatozit A /. Deasetil lanatozit C
'
’
/
+OH /' -Glikoz
/- CAseil)
/
'
’
/
/
0 i i
i o]
OH i
- Gli koz
OH 1
0
|
g
-
Dgts
Digoksin

Sekil 7.8. Digialis hiicre kiiltiitlerinde digitoksinin digoksine déniigiimii (dgts= digitoksoz

molekiilii) (Alfermann veark, 1983).

Tablo 7.11. Bitki hiicre kiiltiitlerinde biyodoniigiime dair baz1
o6rnekler (Yeoman veark, 1990).

Bitki Tiirii Substrat Uriin
Cannabis sativa Kannabidiol Kannabielsionlar
Catharanthus roseus Anhidrovinblastin Vinblastin
Datura innoxia Hidrokinon Arbutin
Digitalis lanata Digitoksin Digoksin
Davan dula angustifolia Monoterpenoid aldehitler  Alkoller
Mentha spp. Menton Neomenton
Mentha spp. Menton Izomenton
Mucuna pruriens Tirozin L-DOPA
Papaver somnijerum Kodeion Kodein
Papaver somnijerum Tebain Neopin
Peganum harmala Triptamin Seratonin

S alix alba Sahsilik alkol Sahsin
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Bitki hicre kaltirleriyle bagarili ve etkin bir biyodoniisim igin yerine getirilmesi
gereken bazt 6n kosullar vardir. Bunlarin baslicalart:
* Dontisimi saglanacak substrat ve sonugta olusan trtin bitki hiicre kiltirleri
icin toksik olmamalidit.
* Substratin hiicre icine girebilmeli ve olusan triin tercihen kiltiir ortamina
salinabilmelidir.
* Kiltirdeki hiicrelerde substratin iiriine déntsimu icin gereken enzimler
bulunmalidir.
* Uriiniin olugumu, yikimindan (metabolize olmasindan) daha hizlt olmalidir.

Olusan  drtnin  analizi  icin  elbette gelismis analitik  tekniklere — gereksinim
duyulabilir. Uriin  saptanmast igin bazi ileri teknikler uygulanmaktadir. Ornegin,
Catharanthus rosens'd” vindolin icin ELISA, Digitalis lanata da digoksin igin RIA
teknikleri kullanilmaktadir.

Tablo 7.12. Bazi Kkitleticiletin bitki hiicre kiiltiirleri ile biyodéniigiimii (Sandermann ve ark,
1977).

Substrat Uriin Bitki Tura

Oﬁ/ Oﬁ/
Cl Cl Cl Zeamays
Daucus caota
Nicotiana tabacum
; Cl Cl Giy cine max
OH OH

a b

2,4-Diklorofenoksi Asetik Asit a) 2,5-dikloro-4-hidroksi-fenoksiasetik asit
b) 2,3-dikloro-4-hidroksi-fenoksiasetik asit

NO,

c FS‘QOO—NOZ HOONO 2 Nicotiana tabacum
Florodifen 4-nitrofenol

> - Cl NH, 3
}—\ " Oryza sativa
(6)
ar. c

Propanilin 3.4-dikloroanilin
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Ozetle bitki hiicre  kiiltiirleri  ile  biyodéniisiim, tipki  mikroorganizmalarda
fermentasyon tekniginde oldugu gibi endistriyel acidan yararli bir sistem olabilir.
Biyodontisim sadece bilinen metabolitlerin hizli ve etkin bir sekilde sentezlenmesi
icin degil ayni zamanda daha once bitkilerde varligi bilinmeyen yeni kimyasallarin
ortaya ctkmasinda da katkida bulunabilir. Yine yukarida belirtildigi gibi bitki hicre
kiltarleri ile biyodoniisim, bazt ¢evre kirliligine yol acan bazi kimyasallarin
(senobiyotiklerin) parcalanma mekanizmalarinin  arastirilmasinda  kullanisli - deneysel
sistemler olabilir.

7.9. Biyo re aktorler (fermentdrler)

Hiicre stspansiyon  kiltirleri  ile sekonder metaboliderin  Gretimi  konusunda
simdiye kadar verilen pek ¢ok 6rnek en ¢ok 1 litre kapasiteli, kapali bir sistemden
ibaret kultirlere aitd. Halbuki biyoreaktér veya fermentér adi verilen sistemler ile
kapasiteyi bir ka¢ litreden binlerce litreye kadar ¢ikarmak mimkin olmaktadir.
Boylelikle endistriyel —anlamda  bitki hiicre  kdltarlerinden  yararlanma  olanagt
gindeme gelmektedir. Bitki hiicrelerinin  biyoreaktorlerde  kiltiirti  yapilmastn  iki
6nemli avantaji vardir:

1) Kiltitlerin  daha yakin denetimi. Kapali bir sistemde kaltird  yapilan
hiicrelerin  bulundugu ortamdaki degisiklikleri denetim altina almak bir hayli
zordur. Opysa biyort] :toérlerde gazlar (oksijen ve karbondioksit), pH ve
sicaklik  gibi  degisken faktSrlerin  yakin  denetimi mumkim  olmaktadir.
Ornegin, kanstiricth tank biyoreaktdriinde, sisteme takilmus pH problar ve
termometre ile pH ve sicaklik denetim altinda alinmaktadir (Sekil 7.9). Oksijen
ve karbondioksit gazlari da denetlenebilir. Bu gazlar ortamda ¢6zinmis halde
bulunuyorlar ise  problarla, gaz halinde iseler giris-¢ctkis  vanalari  ile
denetlenebilmekteditler.  Ortama  bitki  hucrelerinin =~ gereksindigi  besin
elemenden, pH’yt ayarlamak icin asit veya alkali ilavesi ve képiik gidericiler de
ilave edilebilir. Bu yakin denetim olanagi, biyoreaktorlerin iyi karigan bir sistem
olmasini saglamaktadir. Boylece Urin analizi i¢in gerekli miktarda (6rnegin 100
ml) ve ortamdaki gercek durumu temsil edebilen 6rnekler biyoreaktérden
alinabilmektedir.

i)  Bitki hicre kaltarlerinin - endistriyel amaclt  kullanilmasi  igin  (6zellikle
ckonomik agidan Onemli metabolitlerin  tretiminde) biyik OSleekli  kiltirler
gerekmektedir. Bu  kiltirler icin  gerekli 6n  bilgiler biyoreaktérler ile
saglamaktadir. Gerek biylime ve gerekse Uriin olusumu bakimindan en ylksek
verimin alindigr htcre stspansiyon kiltirlerinden buyiik Oleekli  kiltiirlerin
baslatlmast durumunda, kiltire ait pek cok Ozelligin degistigi gorilmektedir.
Ornegin, kaltarin kuru agirlik miktart kialtir hacminin kibiyle orantili olarak
degisirken, Grin  verimindeki degisim  kiltlir hacminin  karesiyle orantili
olmaktadir. Dolayist ile biiyiik 6lgekli kiltiirler baglatilmadan 6nce, gerek
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bluyime ve gerekse iurtin olusumu icin Onemli olan parametreler uygun
biyoreaktorlerde gbzden gegirilmelidir.

Besi ortami, kopiik giderici,
Motor Asit-baz ekleme noktas1

l Hiltre
D—_ Hava girisi

VI L pH metre

Hava cikigt

]

/ Termometre

L1

——() Bubar

<].__
<]__.

o By

Isitma/sogutma
suyu L

Ornek toplama
noktasl

Pervane

Drenaj borusu

Sekil 7.9. Bir kangtmci tank biyoreaktériiniin sematik gériiniigii (Scragg, 1991b).

Bitki hucrelerinin  biyoreaktérlerde  yitksek hacimde kiltird, 6zellikle ekonomik
degeri yuksek, ancak bitkiden izole edilen miktart disik kimyasallar icin
tasarlanmuistir. Ornegin, C. roseus bitkisinden elde edilen ve dolastm hastaliklarinin
tedavisinde kullandan aymalisin ile P. sommnifernm bitkisinden elde edilen ve yatigtirict
olarak  kullantian kodein ekonomik degeri yiiksek maddelerdir. Ancak bu
maddelerin  yukarida adi gegen bitkilerden elde edilis miktarlart ¢ok dusiktir.
Endistriyel agidan diger bazit bitki hiicre kiltird drinleri te ilgili bir ¢ok 6rnek
daha 6nce verilmisti. Ancak tiim Srneklerin biyoreaktotler ile tiretiminde esas hedef
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maliyet degerlerinin  dustrilmesidir. Bir baska deyigle, biyoreaktérde dretilen
urtinin maliyeti asdl bitkide cok az miktarda bulunan Urlne nazaran daha disik
olmalidir ve diiretim piyasa degeri tzerinde etkili olmamalidir. Ornegin, sikonin,
kinonlar sinifina giren bir kimyasal olup hem antimikrobiyal 6zelliginden dolay: ilag
sanayinde, hem de boyar madde olmasindan dolayt  boya  sanayinde
kullanilmaktadir. ~ Sikonin, Mitsui  Petrokimya Endistrisi  (Japonya) tarafindan
Uthospermum erythrorbi™on hiicreleri ile biyoreaktotlerde tretilen ve ginimiize kadar
yukarida belirtilen kriterlere uyan tek 6rnektir (Curtin, 1983).

Asagida Catharan bus rosens hicre kultirlerinin biyoreaktérde serp en tin tretmesinde
ortaya ¢tkan maliyet degeri 6rnek olarak verilmektedir. Serpentin  C.  roseus
bitkisinden elde edilen ve yiiksek tansiyona karst kullandan bir indol alkaloididir.
1983 wverileri ile serpentinin piyasa degeri yaklasik kilogram basina 80 000 A.B.D.
dolar1 (Sigma Ltd.), yillik satis kapasitesi ise yaklagtk 3 500 kg dir. Kapasitesi 25 ton
(25 000 litre) olan iki biyoreaktoriin ardistk olarak C. roseus hiicre kiltirlerinden
serpentin dretimi i¢in kullanildigint varsayalim:

1. Gergekte biyoreaktorlerin - yillik  toplam  kapasiteleri 25 ton’dur. Ciinki
kultirlerin baglatilmast icin 2, biyime icin 2 ve Urin elde etmek igin 2 ay
olmak tzere toplam 6 ayhk bir bekleme siiresi gerckmektedir. Bu da
kapasitenin yartya dismesi anlamina gelmektedir. Biyoreaktorlerin - bir  yil
boyunca kesintisiz ¢aligmasi geregi g6z oninde tutulmalidir. Bir baska deyisle
kultirler kesikli olmamalidir.

2. 25 ton kapasiteli biyoreaktérden elde edilecek biyomasin reaktér hacminin
ancak %401 civarinda olabilecegi dustntlirse, kiltirden elde edilecek yas
agirlik yilda 10 000 kg’dur.

3. Kuru agilk, yas agirligin %10°u ise elde edilecek kuru aguhk 1 000 kg
civarindadir. C. rosens hiicre kiltirlerinin - biyoreaktérde serpentin biyosentez
kapasitesinin ana bitkidekine esit oranda oldugu varsayildiginda (kuru agihigin
%ri), saf olarak elde edilecek serpentin miktart 100 kg olacaktir. Bu rakam,
piyasaya sunus degeri olan 80 000 $ ile carpiddiginda 8 milyon $’lik bir gelir
elde edilmesi anlamina gelir.

4. Halbuki her iki biyoreaktériin caligmast igin harcanan para yaklasik 14 milyon
$ civarindadir (1 ton biyomass icin 3.5 ton besiyeri kullanmak gerektigi hatirda
tutulmalidir). Dolayist ile serpentinin bu sistem ile maliyed 14 000 000/100 :
140 000 $/kg olacakut.

Yukarida 6rnek olarak  verilen ekonomik sebepler yiiziinden biyoreaktorlerle
sekonder metaboliderin  uretimi  simdilik basta sikonin olmak Uzere Dbitkag
kimyasalla sinurlt  kalmaktadir. Endistride kullanidma potansiyeli olan bazi  bitki
hiicre kiltird driinleri Tablo 7.13’de verilmektedir.
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Tablo 7.13. Endiistride kullanilma potansiyeli olan bazi bitki hiicre kiiltiirii
ariinleri (Scragg, 1991).

Metabolit Kiiltiirii Yapilan Bitki Kullanim Alani Maliyet ($/kg)

Aymalisin  Catharanithus roseus Ilag sanayi 1500
Kodein Papaver somijerum Tlag sanayi 650
Digoksin  Digitalis lanata Ilag sanayi 3000
Yasemin  Jasminum tiirleri Parfiimeri 5000
Kanin Cinchona ledgeriana Ilag ve gida sanayileri 100
Giil yagt  Rosaspp. Kozmetik 300
Sikonin Uthospermuam erythrorhi®or: Ilag ve boya sanayileri 4500

Hiicre kiltirleri ile biyoreaktérlerde metabolit tretimi distncesi de, diger pek c¢ok
htcre kiltird  sistemlerinde oldugu gibi, mikroorganizmalarla yapilan calismalara
dayanmaktadir. Biyoreaktorleriin bitki htcre kiltirleri igin kullanimi ik kez 1959
yilinda gerceklesmistir  (Tulecke ve Nickell, 1959). Bitki hiicre hatlart igin
dizenlenmis ilk biyoreaktér 10 litre kapasiteli basit cam balondan (karboydan)
ibaretti. Bir sonraki yil, bu sistemin yerini, kapasitesi 30-130 litre arasinda degisen
paslanmaz  ¢elik tanklar almistir (Tulecke ve Nickell, 1960). Tki yil sonra,
mikroorganizmalar icin kullandan 15 litre kapasiteli karistincili tank biyoreaktorleri
ilk kez Daucns carota hicre kultirleri icin kullanilmistir (Byrine ve Koch, 1962). Bu
sistem ile Nicotiana tabacum hucre kultirletinde 15 500 litrelik bir kapasiteye
ulagimistir Noguchi ve ark., 1977). M. citrifolia ve C. rosens hiicre kiltitlerinde hava
kaldiraglt  (air-lift) biyoreaktotlerin - kullanilmast  ise varlan  en son  asamayl
gOstermektedir.

Ancak  bitki  hiicrelerinin  kaltiri  icin  tasarlanan  biyoreaktorlerin  higbirine
gunimizde ideal bir sistem olarak bakilmamaktadir. Biyoreaktdr tasarimi bir bitki
htcre kiltirinden digerine farklilik gdstermekte ve ayni tasarim farkl kiltirlerde
degisik sonuglar vermektedir. Ancak genel anlamda verimli bir biyoreaktér kurmak
icin agagidaki gereksinimlerin yerine getirilmesi gerekmektedir:

* Mikroptan arindirtlms (steril) bir ortam,

* pH, oksijen, karbodioksit ve sicaklik gibi ¢evresel etmenlerin denetimi igin giris
noktast,

¢ Uriin olusumunu degerlendirmek igin 6rnek toplama noktalart,

* Taze besi ortamt, kopik giderici maddeler, pH’ nin diizenlenmesi icin gereken
asit veya baz ilavesi icin giris noktast,

* Hava girisi (sterilite icin filtre sistemli)

* Karistirma (karistiricilt tank sisteminde pervane, hava kaldiraclt sistemlerde ise
dogrudan havanin kendisi).

* Sicaklik denetimi icin sogutma-isitma devresi (icinden sogutma suyu ve buhar
gecen borular).
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Biyoreaktorlerde kiiltiirii yapian hiicreletin Szellikleri:

Bitki hicre kiltiir sistemlerinin  ¢ogu mikrobiyal uygulama ve arastirmalardan yola
ctkilarak  tasarlanmustir. Bu  ylizden sispansiyon kiltirlerindeki  bitki  hiicreleri
mikrobiyal hiicreler gibi islem gortrler. Ancak bitki hicrelerinin - 6zellikleri
mikroorganizmalardan ¢ok farklidir. Bu farkliliklar su sekilde 6zetlenebilir:

Boyut ve Sekil: Suspansiyon kiltirlerinde kullanidan bitki hiicreleri 40-200 |Im
uzunlugunda ve 10-40 |Um genisligindedirler. Mikroorganizmalarin boyutu ise 1-10
[Um arasindadir. Bitki hiicreleri sert seliloz duvatla gevrilidir ve bir sispansiyon
kiltirinde bile boyut ve sekil acisindan farkliliklar gosteren cok degisik hiicreler
yer almaktadir. Kiltiri yapilan mikroorganizmalar ise hem boyut hem de sekil
acisindan tekduzeditler.

Kiimelenme  (Agregasyon): Mikroorganizmalar  kiltir ortaminda  bireysel — olarak
dagilim g0sterirken, bitki hicre stuspansiyon kiltirlerinde tek hiicreler ¢ok dustik
siklikta bulunmaktadir. Kimelenme bélinen hticrelerin birbirlerinden
ayrilmamasindan  kaynaklanmaktadir.  Biyoreaktorlerde kiimelenme sonucu  biyik
htcre yiginlart olusturmast halinde sistemdeki hava giris ve c¢ikis borulari ile besi
ortami ilave ve Ornek toplama noktalari tikanabilmektedir. Bunu 6nlemek icin
sistemin c¢ok iyi karistirtlmasi gerekmektedir.

Biyiime  Oranlarz:  Biyoreaktérde  kultira  yapilan mikroorganizmalar ile  bitki
hiicreleri arasindaki en dikkat cekici farklidik biyime oranlarinda gorilmektedir.
Biyoreaktotlerde kiltird  yapilan mikroorganizmalarin  sayistiin - iki  katina  artis
stresi (doubling time, td) 1-2 saat iken, bitki hicreleri icin bu deger 2-3 giin hatta
yeni olusturulmus olanlar i¢in 5-6 giind bulmaktadir. Elbette prokaryot ve Okaryot
organizmalarin yasam dongiisiindeki farklilik bu duruma etki eden ana etmendir.

Agtlama  Yogunlugu: Biyoreaktorlerde hucre kiltirlerinin - baslatilmast  veya mevcut
kiltirin Slgeginin artirtlmasi icin baglangic kiltirtinden en az %10’ luk bir hacime
gerek duyulmaktadir. Bu gerek baglangic kiltirinde hizli bolinme kapasitesi disuk
hiicrelerden  hem de kiltir ortaminin  agtlama  yogunlugunu  seyreltmesinden
kaynaklanmaktadir. Halbuki mikroorganizmalarda kiltirin baglatilmast igin  ¢ok
duistik miktarda hiicrelerin ilavesi yeterli olmaktadir.

Havalandirma: Yavas biylme nedeniyle bitki hiicre kiltirlerinin  oksijen gereksimi
mikroorganizmalara gére daha azdir.

Yiizey Gerilim Kiridmalarina Duyarliiik: Hucreletin  kiimeler halinde bulunmasi  ve
sistemin ttkanmasint  Onlemek ic¢in karstiriciya ihtiyag  duyulmaktadir. Karistirma
esnasinda meydana gelen santrifiij glici sonucu olusan yiizey gerilim kirilmalarina
bitki  hiicreleri olduk¢a duyathdir. Cinkii yukarida bahsedildigi  gibi, bitki

hucrelerinin sert hiicre duvari ile kusatilmis olmasi, esnek olmalarint
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engellemektedir.  Mikroorganizmalar  ise  yiizey gerilim  kirlmalarina  oldukca
direncliditler.

Kararllik: Bitki hiicre kultirleri biyoreaktétlerde de zamana baglt olarak degisken
bir yapt sergilemektedirler. Zamanla baslangic kiltitlerinden daha farklt davranan
kultirler meydana gelmektedir. Basta bitki buyime dizenleyicileri olmak tzere bir
cok fiziksel ve kimyasal etmenlerin neden oldugu genetik degisiklikler (6rnegin
kromozom hasarlarr) hem kultiirdeki hiicreler arasinda ¢esitlilige hem de drin
olusumunda degiskenliklere yol acabilmektedir.

Kiopiiklenme: Koépuklenme  bitki  hucreleri  tarafindan  dretilen ve hiicre disina
salinan polisakkarit yapidaki maddelerin olusturdugu beze (meringue) veya kabuk
benzeri yapilardur. Benzer yapilar mikroorganizmalarin biyoreaktordeki
kiltirlerinde de gorilmektedir. Ancak bu sistemlerde kopiklenmenin nedeni
kultirdeki mikroorganizmalarin Urettigi proteinlerdir. Ko&piklenme zamanla tim
biyoreaktorii kaplayabilir ve sonucta oksijensizlikten dolayt 6lu hiicrelerin yer aldigt
bolgeler meydana gelebilir. Daha ileri asamalarda ise biyoreaktériin, timuyle ol
htcrelerden ibaret bir sistem olmast kaginilmazdir. Képiklenmeyi Onleyici gesitli
maddeler biyoreaktére ilave edilebilir. Silikon bazli polietilen glikolin (PEG)
kopiklenmeyi 6nledigi ve bityimeyi engellemedigi gézlenmistir (Scragg, 1990).

Uriin: ~ Bitki  hiicre  kiiltiirleriyle ~ Gretilmesi  hedeflenen  kimyasallar ~ sekonder
metaboliderdir. Bu maddelerin  bitki hticre kiltiirlerinde  buyiime igin  gerekli
olmadigindan, biiyiime dursa bile metabolit tiretimi devam edebilir.

Ozetle, hangi .sistem uygulanirsa uygulansin, bitki hiicrelerinin  biyoreaktorlerde
kultird gintimizde zor ve ckonomik olmayan bir teknik olarak kalmaktadir.
Biyoreaktotlerde iriin olusumu icin gerekli optimum kosullarin belitlenmesi  ve
korunmasi ¢6zim bekleyen esas sorundur. Her bitki hicre kaltird icin uygun
biyoreaktér tasarimlari, degisken olabilecek bu parametrelerin - saptanmast ile
gercekles tirilebilit.

7.10. Genel Degerlendirme

Bitkiler alemi pek c¢ok organik bilesik icin kaynak olusturmaktadir. Gunumizde
sentetik maddelerin  kullaniminin  bir takim yan etkiler yapmasi, 6zellikle ilag ve
besin sanayinde, dogal urtinlere karsi talebin giderek artmasina yol agmaktadir. Bu
durum bitkisel kokenli trtnlerin ya kultir bitkilerinin daha fazla ckimini ya da
dogal olarak yetisen bitkilerin dogadan daha ¢ok toplanmasit anlamina gelmektedir.
Birinci durumda daha ¢ok arazi tarim amach kullanima acilmak zorunda kalinirken,
ikinci durumda bitkinin neslinin tiikenmesine yol agabilmektedir. Her iki durumda
da sayet elde edilecek triin ekonomik acidan ¢ok degerli, yani piyasa degeri yuksek,
buna karsiik bitkiden elde edilen miktart ¢ok dusiik ise hem dretim maliyeti
yikselmekte, hem de zaman ve emek kaybt artmaktadir. Bu nedenle, bitkisel
kokenli dogal trtnlerin elde edilmesinde zaman ve emek kaybinin énlenmesi,
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maliyetin distirilmesi ve doga tahribatinin Onlenmesi bakimindan, doku ve hicre
kiltirleri ile tretimin makul bir secenek oldugu goértlmektedir. Ayrica, bu sistemler
ile Grinin piyasa degerini etkilemeden, istendigi anda gereken miktarda retim
mimkiin olabilmektedir. Ancak burada her hangi bir drin icin biyosentetik
kapasitesi yitksek htcre kiltir hatlarinin elde edilmesi ve bu hatlarin uzun stre
kualtird yapildiginda ayni kararlik ve verimde tutulmasi gilincel sorunlardan biridir.
Ozellikle hiicre siispansiyon kiltiirlerinde gdzlenen biiyiime ve metabolit birikimi
arasindaki ters bagintt bu sistemler ile dogal trlnlerin uretilmesinde karsilasilan en
buyik sorunu olusturmaktadir. Yine de vyapilan arastirmalar ile bu sorunun
ustesinden gelebilecek bir takim alternatifler sunulmaktadir.

Laboratuar kosullarinda veya uzun zaman ve emek gerektiren bitkisel kokenli
kimyasallarin  déntsimi  bitki htcre kiltirleri ile mimkin olmaktadir. Boylece
hem islevsel hem de ckonomik yonden arti degerlere sahip bir bagka irin elde
edilebilmektedir.  Digitoksinin ~ digoksine  doénistirilmesi  bunun en  carpic
ornegidir.  Yine son yillarda cevre kirleticilerinin  detoksifikasyonu ile ilgili
mekanizmalarin  aydinlatlmasinda  hiicre  kaltitleri  ile  biyodéntsim  tekniginden
yaratlanilmaktadir. Gunumiuzde bitki htcre kultirleri ile dogal triinlerin  Gretimi
arttk akademik bir ilgi odagt olmaktan cikmis, endistriye hitap etmeye baslamustir.
Buna paralel olarak hucre kiltirii teknolojisinde yeni tekniklerin ortaya ¢tkmast ve
genetik mihendisligi gibi diger disiplinlerin bu alanda uygulanabilirligi gelecek igin
tmit vericidir.

Son olarak, bitki hiicre kiltirlerinin koken aldigi bitkide vathigt saptanmayan yeni
kimyasallart iretebilecegi olgusuna da dikkat edilmelidir. Cunkd bu yeni drinler
pek cok hastaligin tedavisinde etkin bir sekilde kullanilabilir.
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8.1. Giris

Mikrogogaltim, bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline
sahip bitki kisimlarindan (embtiyo, tohum, govde, strgiin, kok, kallus, tek hiicre ya
da polen tanesi vb.) yapay besin ortamlarinda ve aseptik kosullar altinda yeni
bitkilerin elde edilmesi olarak tanimlanabilir. Eger bitkilerin uygun besin maddeleri
ihtiyact, hormon ve kiltir istekleri yeterince biliniyorsa, mikrogogaltim teknigi
kullantlarak tim bitki tirlerinin Uretilmesi mumkindir (Hartman ve Kester, 1975).
Bitkilerin 7z vitro uretimi, kullandan ecksplantm 6zelligine gore (embriyd, meristem,
anter, hiicre veya protoplast kiltiri vb.) adlandidir. Ancak ¢ogunlukla dretimde
tek-bogum  yontemi, aksiller dallanma, adventif sirgin ya da tomurcuklarin
rejenerasyonu, kallus, hiicte ve pro toplas dardan bitki rejenerasyonu gibi yontemler
kullanidmaktadir.

Klonal c¢ogalim olarak da bilinen mikrogogaltim konusundaki ilk c¢alisma 1902
yilinda, tek bir hiicreden tekrar tam bir canlmun yaratilabilecegini  kanitlamaya
calisan botanik¢i Haberlandt tarafindan yapidmustir. Haberlandt, izole etigi bitki
htcrelerini  besin  ortamina  yerlestirmistir. Besin  ortamindaki canli  htcreler
hacimlerini 11 kat artirmalarina  karsin  ¢ogalamamuslardir.  Habetlandtt  izleyen
caligmalar bu basarisizligin nedenini hiicre bolinmesi, gelismesi ve farklilasmast icin
gerekli olan hormonlarin o yillarda bilinmeyisine baglamislardur.

Babaoglu M, Giirel E, Gzcan S (2001) Bitki Biyoteknolojisi | -
Doku Kiiltiirii ve Uygulamalar, Selguk Universitesi Basimevi
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1934 yilinda White, 7z wvitro kosullarda B vitaminlerini igceren maya 6z (yeast
extract) icerisinde domates koklerini gelistirmeyi bagarmustir. 1939 yilinda Fransa’da
Nobecourt ve Gautheret, Amerika’da ise White birbirlerinden bagimsiz olarak
kallus dokusunun sirekli olarak kiltir ortaminda Uretilebildigini  g6stermislerdir
(Flartman ve Kes ter, 1975).

Morel ve Martin (1952), dalya, orkide ve patates bitkileri ile yaptiklart ¢alismalarla
meristemlerin  viris tasimadigini  kanidamislardir. Bunun ardindan, Morel (1960) bir
orkide turti olan Oymwbidinyjun metisteminden ¢ok fazla sayida bitki {retmeyi
basarmistir. Boylece bitkilerin sz vitro  killtir yoluyla retilebilecegi  distincesi
yayginlasmis ve diger bitkilerle de calismalar yogun bir sekilde yapilmaya
baslanmistir.  [n vitro  kiiltiir yoluyla yapilan tarimsal Uretim, ginimiizde saglikli
karanfil, gerbera, krizantem ve gul gibi siis bitkilerinin aseksiiel klonal iretiminde
etkin olarak kullanilmaktadir (Waithaka, 1987).

Mikrogogaltimin genel olarak bitki yetistiriciligi ve genetigi yoniinden Onemi ve
avantajlart asagidaki gibi siralanabilir:

a. Hastalik ve zararhlardan arindiridmus bitkisel materyal elde edilmesi
b. Kidesel tretimde agagidaki yararlarin saglanmast:
- tretilen bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerlik (homojenite)
- alisilagelen yontemlerden daha kisa kulttr siiresi
- zor uretilen titlerin daha kolay dretimi
- secilen belitli/Gstin genotiplerin hizlt tiretimi
- uretimde daha az anag¢ kullanilmast
c. Somaklonal varyasyondan dolay: yeni ¢esitlerin/genotiplerin elde edilmesi

Yukarda sayilan yaratlarina karsin mikrogogalim egitimli personel, &zel laboratuvar
kosullart ve strekli arastirmaya gercksinim duymaktadir. Bu nedenle, yapilan
uygulamalarin  bagatisi ekonomik faktorlerle biytk o6lciide sinurlanmaktadir. Fakat
sis bitkileri ile yapilan ¢aligmalar, kimi zaman geleneksel yontemlerden daha dstin
sonuglar vermekte (egreltiler ve Kalanchoede oldugu gibi) kimi zaman da rekabet
edebilecek duizeyde olmaktadir (Saintpaniia ve Streptocarpusde oldugu gibi). Gerbera
L’nin farkli cesitlerinde 7z vitro ve diger iretim yontemleri (vegetatif ve generatif)
karsilastinildiginda, 7z vitro bitkilerin daha fazla strgiin ve daha uzun ¢icek sapindan
dolay1 fazla sayida ¢icek tretmesinin yaninda 2-4 hafta daha erkenci, ticari anlamda
tekdiize ve daha iyi genotipler oldugu ortaya ¢tkmustir (Buisman, 1985; Lisiecka,
1988; Osiecki, 1988; Nienhuis, 1989).

Doku kiltirt ile bitkilerin ¢ogaltilmast pahali olmasina karsin, is glicinid azaltan
otomasyon ve robotizasyon teknikleri kullaniddiginda, kisa sirede fazla sayida bitki
ckonomik olarak elde edilebilmektedir. 1991 yili verilerine gére dinyada saksilt
bitkiler, kesme c¢igekler, meyve agaclart ve geofiderde mikrogogalum yontemleri
kullanilarak yaklastk 600 milyon bitki elde edilmistir (Werbrouck ve Debergh,
1994). Bati .Avrupa’da sadece 1988 yilinda, 248 adet ticari doku kiltird
laboratuvarinda yaklagik 215 milyon adet bitki tretilmistir. En sik tiretilen bitkiler
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Ficus, Syngonium, Spathiphyllum, Gerbera, patates ve cilektir. Hollanda, Fransa ve Italya
Batt Avrupa’daki tiretimin %062’sini gerceklestirmektedir (Pierik, 1993).

Mutasyonlar, organ ve somatik embriyo olusumu, organ ve somatik embriyolarin
rejenerasyon  yeteneklerini  kaybetmesi, koklenme problemleri (cali ve odunsu
bitkilerde), toksik bilegiklerin  besin ortaminda  birikmesi, kontaminasyon ve
bitkilerin ~ kaltir tiplerinden topraga aktarilmasinda karsidagilan  zorluklar, ticari
olarak yapilan mikrocogalimda ortaya ¢ikan baslica sorunlardir. Tim bunlarin
ortadan kaldiridmast ya da en aza indirilmesi icin, mikrocogaltima gecilmeden 6nce
bu temel sorunlarin titizlikle degerlendirilmesi gerekmektedir.

8.2. Mikrogogaltim Asamalari

Mikrogogaltim yontemi ile bitkilerin ¢ogaltilmast icin ilk olarak Murashige (1974)
tarafindan ¢ agamali bir protokol onerilmesine karsin, son doénemdeki gelismelerle
birlikte bagarili bir mikrogogaltimin bes asamada gerceklesebilecegi belirtiimektedir
(Debergh ve Read, 1993). Bunlar; 1) hazitlik asamasi, 2) kiltir baslangic asamasi, 3)
sirgin ¢ogalum asamasi, 4) sirgin gelisimi ve koklendirme agsamasi, ve 5) dis
ortama alistirma agamasidir.

8.2.1. Hazirhik agamasi

Mikrogogaltimin  basarist  eksplantlarin  alindigt  ana¢  bitkinin  genotipi, saghk
durumu  ve  yetisme  kosullari  (beslenme, 1stk,  sicaklik,  bitki  buylime
diizenleyicilerinin uygulanmasi, yetisme mevsimi) ile dogrudan iligkilidir. Bu asama,
esas olarak kontaminasyon problemlerinin (6zellikle funguslar) en aza indirilmesi
amactyla, ana¢ bitkilerin hijyenik kosullar altinda yetistirilmesini kapsamaktadir.
Fakat endojen (doku icine yerlesmis) ve ecksojen (doku vyiizeyinde bulunan)
bakteriler  ayirt  edilemediginden  ¢ogunlukla  bakteriyal —kontaminasyonla  ilgili
sorunlar olusmaktadir (Debergh ve Read, 1993). Bu nedenle, ana¢ bitkiler kontrolli
kogullara  sahip  seralarda  yetistirilmeli, damlama sulama ya da ortamin
nemlendirilmesi ile sulama yapimali, Gsten yapian sulamadan (6rnek: yagmurlama)
kacinilmali, en yiksek sicaklik 25 °C ve en dustik oransal nem %70 olmali, saksi
topragt steril edilmis ortamla degistirilmeli ve viriislerin ortadan kaldirilmast icin
sicaklik uygulamast (termoterapi) yaptlmalidir (Werbrouck ve Debergh, 1994; Read,
1988). Sicaklik uygulamasina tim virlsler ve bitkiler ayni sekilde tepki vermezler.
Termoterapide, maksimum viris eleminasyonu ile bitki gelisimi arasinda bir denge
kurulmalidir.  Sicaklik (36-37 °C) uygulamasi gelismekte olan bitkilere uzun sireli
olarak uygulanmakla birlikte kiltir ortamma almmis  bitki materyaline de
uygulanabilmektedir (Sherwood, 1994).

Saglikli  ana¢  bitkilerin ~ mikrog¢ogaltiminda  her tir i¢in  minumum  siire
belirlenmelidir. Ornegin, Cordyline terminalis, Dracaena spp., Ficus spp. ve Araceae
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familyasina ait bazi bitkilerde bu sire ¢ aydir (Debergh ve Read, 1993). Anag
bitkilerin fizyolojik durumlarini etkileyen faktOtlerin en Onemlileri 1sik, sicaklik ve
hormonlardir  (Read, 1988). Tum yil boyunca standart eksplantlarin eldesi icin
seralardaki fotoperiyot kontrol edilmelidir. Bazi anag bitkilere uygulanacak uzun ve
kisa gun uygulamalari cksplantlar tzerinde etkili olmaktadir. Anag¢ bitkiler Begorzia
tuberhybriddda  16/8 saat 1sik/karanlik fotopetiyodunda ve 18-25 °C  sicaklikta
(Nakano ve ark., 1999), Ficus lrata'di ise ayni fotopetiyotta fakat 22 °C sicaklikta
yetistirildikten sonra kiltire alinmigtir (Jona ve Gribaudo, 1988). Eksplant kaynagi
olan bitkinin yetistirildigi ortamin stk kalitesi de mikrocogaltumdaki bagariyt
etkilemektedir. Petunya ve acelyalarda ana¢ bitkilere uygulanan kirmizt ik,
sitokinin Uretimini destekleyerek siirgiin olusumunu artirmaktadir (Read, 1988).

Sogan, yumru, rizom ve diger organlar disik ya da yiksek sicaklik yaninda
dormansiyi kiracak 6zel bir uygulamaya ihtiya¢ duyarlar. Seabrook wse ark. (1976)na
gore, Narcissuf da 11 °Cde 6-8 hafta soguk uygulanan soganlardan alman sirgin
uclari, bu uygulama yapilmayan eksplantlardan-daha iyi ve hizli gelismistir.

Eksplantlarin  rejenerasyonu  bir sonraki asamada (kiltir baslangic agsamast) anag
bitkilere, eksplantin alindig1 dokulara ya da direk olarak eksplantlarin kendisine
belitli miktarlarda hormon uygulanmasiyla kontrol edilebilit. Magnolia sounlangeana dz
ana¢ bitkilerin  gévdesinden igeriye BA solisyonunun enjekte edilmesi, kaltir
baslangic asamasindaki bagariyr artirmustir (Debergh ve Read, 1993). Diger taraftan,
kultir Oncesi sitokinin uygulandiktan sora sitokininsiz ortamda kiltire alnan
petunya yaprak parcalari, sitokinin uygulanmadan optimum = sitokinin iceren
ortamdakilerle benzer oranda strglin olusumu g6termistir (Read, 1988).

Anag bitkinin vejetatif gelisme evresinde olmast mikrogogaltimda basartyr etkileyen
etkenlerden bir digeridir. Yukarda belirtilen ¢evresel faktotlerin etkileri nedeniyle,
yilin  belitli doénemlerinde eksplantlarin  kalitesinde  degisimler —olmaktadir. Bu
nedenle kiltir icin, sirgin gelisiminin hizli oldugu ve aktif buyimenin bulundugu
dénemler secilmelidir.

8.2.2. Kiiltiir baglangi¢ agamasi
8.2.2.1. Eksplant se¢imi

Mikrocogaltimda cogunlukla eksplant olarak tepe (apikal) ve koltuk alti (aksiller)
tomurcuklar secilmekle birlikte, farklt organlar da eksplant olarak kullanilmaktadir.
Ornegin, Gerbera 1.’de kapitulum (Laliberte ve ark., 1985; Pierik ve ark., 1980), 2-3
mm  buytkligindeki kék parcalart (Huang ve Chu, 1987), strgin ucu (Mariska ve
ark., 1991), gen¢ c¢icek sapt patgalart (Chu ve Huang, 1983), _Alstroemeria
hibridlerinde rfizomlardan alman terminal ve lateral uclar (Pierik ze ark., 1988),
Begonidda  yaprak ve govde eksplandart (Nakano wve ark, 1999), Saintpaniia
lonantha'dii orta yasht yapraklar (Schulze, 1988), Kalanchoe'da siirgiin uglart (Horn ve
ark., 1988), Oyclamen persicurrfdy yaprak, yaprak sapt ve cicek sapt parcalari
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(Schwenkel ve Grunewaldt, 1988) , Ulium tutletinde sogan pullari ve yapraklar
(Pelkonnen ve Kauppi, 1999) basartyla kullanidmistir.

Eksplant se¢iminde dikkat edilmesi gereken bazt Ozellikler asagida siralanmistir
(Werbrouck ve Debergh, (1994):

- Bitkilerin toprak tistl organlart toprak altt organlarindan, bitki ici parcalar bitki
disindaki parcalardan daha az kontaminedir.

- Eksplant ne kadar kiigiik ise o kadar az kontaminasyon riski tagimaktadir.

- Eksplantin regenerasyon yetenegi biyiikligiine ve yasma bagldir.

- Eksplandar gelisme mevsiminin baglangicinda aktif biyiiyen sirgtinlerden
alindiginda basarili sonuglar elde edilmektedir.

- Anag bitkinin yetisme kosullarindaki 1stk ve sicaklik kosullart, beslenme
durumu ve yast eksplantin biiyime ve gelisme basarisini etkilemektedit.

Sirgiin ucundan alinan cksplant virlsten ari olacak kadar buyik, rejenerasyon
yetenegini yitirmeyecek kadar da kicik olmalidir. Terminal celikler ve bitin
tomurcuk, 0.5-1 mm’lik sirglin uglarina nazaran daha yiksek oranda kontamine
olmaktadir. Kiigiik strgiin ucu eksplandar disiik canlilik oranina ve baslangicta
yavas gelisme Ozelligine sahiptir. Buna karsin meristem kualtard, virislerle kontrol
edilen bazi karakterleri yok etmektedir, Ornegin Geranium cv. Crocodile’deki agik
damar karakteri gibi (Sekil 8.1). Sterilizasyonda kullanilan maddelerin  toksik
etkilerine karst, terminal ucun alt bolgesindeki daha yasli segmentler terminal
celiklerden daha az duyarhidir. Ancak, Miller ve Murashige (1976), Cordyline
termirialis ve Dracaena  godseffiene>de lateral tomurcuklar tekrar kultire alinabilen
strginler retmediginden terminal tomurcuklart kullanmuslardir.

Sekil 8.1. Geranyum (cv. Crocodile)’da siirgiin-ucu (iiste) ve yaprak sapi (altta)
kiiltiirii (Bhojwani ve Razdan, 1983).
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8.2.2.2. Sterilizasyon

Mikrogogaltimda kullamilan eksplantlar aseptik  kogsullara konulmadan 6nce tam
anlamiyla  sterilize edilmelidir. ~ Sterilizasyon yontemleri ana¢ bitkinin  yetistigi
ortamin Ozelliklerine ve eksplantin  alindigt  organa gore farkliik gostermektedir.
Kullanidacak dezenfektan maddenin cinsi, konsantrasyonu ve uygulama siiresi
s t eriliz a sy onun basarisint etkilemektedir. Ayrica bitki dokularinin  zarar
gérmemesine dikkat edilmelidir. Sterilizasyon genel olarak 4 agamali bir stregtir:

1. On yikamada, bitki materyali sadece musluk suyu ile yikanir ya da
gerektiginde az sabunlu su ile ytkanip ardindan musluk suyu ile durulanir.

2. Etil alkol igerisinde (%70-95) birkag saniye tutulur.

3. Birkac damla deterjan, cogunlukla Tween-20, iceren %7-15lik NaOCI
(sodyum hipoklorit) icerisinde 10-30 dakika bekletilir.

4. En az 3-4 kez steril su ile ¢alkalanarak durulanir.

Bu islemlere, eksplantin 6zelligine gore ilave uygulamalar yapilabilir ve dezenfektan
maddenin konsantrasyonu ile uygulama stresi degistirilebilir. Son iki asamanin,
steril kabin icerisinde yapilmast 6nemlidir.

iris hollandica soganlari Uzerindeki kuru kabuklar ve tam gelismemis kokler
temizlendikten sonra, boyuna iki paraya bélinmis ve ardindan %1lik NaOCI
icerisinde 30 dakika bekletilerek t¢ kez steril su ile calkalanmis tir (Van der Linde ze
ark., 1988).  Alstroemeria spp. rtizomlar: ise musluk suyu altinda topraklar
temizlenerek, %70lik alkolde 2-3 saniye, %1,5lik NaOCI ve birkac damla Tween
20’de 20 dakika bekletildikten sonra sirasiyla 5, 10 ve 20 dakikalik siirelerde steril
su ile calkalanmis, eksplantlar alindiktan sonra ise 10 dakika %0,05’lik NaOCl’de
bekletilerek ve aymt siirelerde yine ti¢ kez steril su ile calkalanarak sterilize edilmistir
(Pierik ve ark., 1988).

8.2.2.3. Baglangig ortamlari

Her bitki tira icin kullanilan besin ortamlart benzer maddeleri icermektedir.
Bunlar, inorganik maddeler (makro ve mikro besin elementleri), organik maddeler
(myo-inositol, thiamin-HCl, adenin silfat, pridoksin-HCI, nikotinik asit), bitki
biyime diizenleyicileri (sitokininler, oksinler, gibberellinler) ve diger (seker, agar)
maddelerdir. Fakat kiltir amacina ve bitki 6zelligine bagli olarak ortam bilesimi ve
konsantrasyonlarinda degisiklik olabilmektedir (Tablo 8.1).

Cok sayidaki bitki tirinin mikrogogaluminda 170 mg/1 NaH:PosHzo, 80 mg/1
adenin sulfat dihitrat, 0.4 mg/1 thiamin-HCl, 100 mg/1 myo-inositol ve %3
sakkaroz ile Murashige ve Skoog (MS) inorganik tuzlarini iceren ortam kullanmustr.
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Besin ortamlarinin  katdagtirlmast icin kullanilan agarin 6zellikleri ile bitki tird ve
gelisme  sireci arasinda bir iliski bulunmaktadir. Agar kalitesi tim  kaltar
streclerinde (adventif sirgin ve kok olusumu) cok etkilidir. Agardan kaynaklanan
sorunlarin  belirtileri  kloroz, nekroz ve camlasma olup, agar tipi ve miktarinin
degistirilmesi ile bu sorunlar ortadan kaldirabilmektedir (Scholten ve Pierik, 1998).

MS ortammin ¢ogu Dbitkiler i¢in hem kualtir baslangicinda hem de siirgin
cogaltmmda kullanddmasinda iyi sonuglar elde edilmesine karsin, bu ortamdaki
tuzlarin orani bazi bitkiler icin toksik ya da fazla gelebilir. Bu bitkiler ve odunsular
icin Woody Plant Medium (WPM) ya da Lepoivre ortamu alternatif olabilir
(Wetbrouck ve Debergh, 1994).

Ljorsicera ~ periclymennm 1’nin  mikrogogaliminda farkli BA  konsantrasyonlari igeren
MS ve WPM ortamlart karsilastirildiginda, baslangic eksplantlart ve siirgin ucundan
alman bogum celikleri 0.1 mg/1 BA iceren WPM ortaminda sirgiin uzunlugu ve
bogum sayist agisindan, MS ortamina gdre daha iyi sonuglar vermistir (Boonnour e
ark., 1988).

Tablo 8.1. Baglangig ortamlarinda kullanilan maddeler (Werbrouck ve Debergh, 1994).

Tuzlar : Murashige ve Skoog (MS)
Woody Plant Medium (WPM)

Lepoivre

Vitaminler : Thiamin-HCI (0.4 mg/1)
Myo-inositol: 100 mg/1
Sakkaroz : %2 (a/h)

Katilagtirma Maddesi : Agar (%0.6, a/h)
Gelrite (%0.1, a/h)

pH:58

Bitki Biiyiime Diizenleyicileri: Sitokiniler: 2-ip, BAP, Kinetin, Zea, TDZ (0-10 mg/1),
konsantrasyonlar aksiller ya da adventif tomurcuk

olusturma istegine baghdir.

Oksinlet. o+ mg/: diizeyinde ve aksiller tomurcuklar igin
IAA, adventif tomurcuklar i¢in ise NAA veya IBA.

Gibberellnlet: o mg/: diizeyinde ve filtrasyon ile steril
edilmis GAs, meristem kiiltiiriinde gerekli olabilir.

8.2.2.4. Cevresel faktorler

Kiltir odasindaki 1sik, sicakltk ve nem bitki titlerinin istegine baglt olarak strekli
kontrol altinda tutulmaktadir (Tablo 8.2). Ficus lyrata’da 1800 lux (22 |LIE nr? sl) ve
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5600 lux (67 pE nr? s') 1stk yogunluklarnin ¢ogalmaya, kirmizit ve beyaz 1sigin ise
adventif tomurcuk olusumuna etkilerinde farklilik  bulunmamistir  (Jona ve
Gtibaudo, 1988).

Tablo 8.2. Kiiltir odasindaki gevre kogullan ve optimal diizeyleti (Wetbrouck ve Debergh,
1994dan degigtirilmigtir).

Sicaklik : 18-28 °C arasinda fakat gogunlukla 23 °C (gece sicakligr 1-2 °C diigiik
olabilir)

Isi1k : Fowperiyot Meristem kiiltiirii bagladiktan sonraki ilk giinler 0 saat 151k
(yani 24 saat karanlik) olabilir, diger durumlarda 16 saattir.

Istk miktarv. Genellikle 30 pE m'2 s*!

Ik spekturmu| Cogunlukla beyaz floresan lambalar

8.2.3. Siirgiin gogaltim agamasi
8.2.3.1. Besin ortamlar1

Genel olarak  baslangic icin  kullanllan  ortamlar ¢ogalum  asamasinda da
kullanilmakla  birlikte,  bazt  durumlarda  degisiklik  yapilabilmektedir.  Bitki
dokularindan organ farklilasmasinda oksin ve sitokininler 6nemli rol oynamaktadir.
Sitokinin/oksin  oraninin  yiksek olmast  surgin  olusumunu, oksin/sitokinin
oraninin yiksek olmast kék olusumunu, oksin ve sitokinin oranlarinin esit olmast
ise kallus olusumunu desteklemektedir. BAP ¢ok stk kullanilan ve genellikle olumlu
sonuglar veren bir sitokinindir. Genel olarak 1-2 mg/1 sitokinin c¢ogu sistemde
yeterlidir. Yuksek dizeyler, adventif sirgiin olusumunu artirma egilimindedir.
Thidiazuron (TDZ) dusik konsantrasyonlarda (0.05-1.0 mg/1) etkili oldugu icin
umut veren bir sitokinindir. IAA ortamda ¢ok az stabi odugundan, sentetik
oksinlerden NAA ve IBA tercih edilmektedir. Bunlarn = sirgin  ¢ogaltim
asamasinda  kullamlan  oranlart  0.1-1.0 mg/Idir. Kakus olusumunu  artirma
egiliminde olan 2,4-D’nin kulanimindan ise kaginilmakdir (Werbrouck ve Debergh,
1994).

8.2.3.2. Kallus olusumu

Bitkilerin ¢ok hizk c¢ogaltlmas: onlarin totipotensi (tek hicreden yeni bir birey
olusturma) Ozekigine bagkdir. Kiltire aknan hicrelerden bitkilerin farkklasmas:
surgiin-kok olusumu ya da somatik embriyogenesis de meyd'ana gelir. Kakus tan
sirgiin  cogaltlmasinin en hizk yoéntem olmasina karsin bitkderin  klonlanmasinda
bazi  cekinceler icermektedir. Bunun en Onemk nedeni hicrelerin  stabu
olmamasidir.  Ornegin,  Asparagus  officinalis  hiicre ve kakus killtiirleri de
cogaltddiginda pokploid ve aneuploid bitkder meydana gelmektedir. Oysa ki

269



S. Mansurogluy E. Giirel

tomurcuk kaltarinde, tek dize (homojen) bir sekilde diploid bitkiler elde edilir.
Kallus evresini iceren siirgiin ¢ogal timinin bir diger olumsuz yani ise bir ¢ok tiir
icin uygulanamaz olusudur. Dokunun baslangictaki bitki rejenerasyon kapasitesi
zamanla alt kiltirlerde azalmakta ve sonunda yok olmaktadir. Tim bunlara ragmen
palmiye ve frezya gibi bazt 6nemli bitkilerin 77 wvitro vejetatif Gretimi yalniz bu
yontemle yapilmaktadir (Bhojwani ve Razdan, 1983).

8.2.3.3. Adventif tomurcuk olugumu

Yaprak koltuk alti (aksiller) ya da stirgiin tepelerinin (apikal) disinda herhangi bir
yerde olusan tomurcuklar adventif tomurcuk olarak adlandiriir.  Kalkislardan
surgiin  farklilasmast da adventif tomurcuk olarak ele aknmasina ragmen, bu
tomurcuklar kallus evresine gerek kalmadan dogrudan bir organ ya da organ
parcasindan da olusabilmektedir. Bitkilerin bit ¢ogu degisik otrganlardan i vivdda
adventif — strglinler olusturmakta  (Phlox  koklerden, _Alstroemeria  rizomlardan,
Hjadnthus ~ve iris soZanlardan, Begonia, 1elargoninum, Saintpanlia ~ve Streprocarpus
yapraklardan) ve bu Ozelliklerinden yararlanilarak vejetatif olarak —tretilmektedir.
Kiiltiir kosullart altinda adventif tomurcuk gelisimi artirilabilmektedir. Ornegin,
Takayama ve Misawa (1982) Begonia x hiemalisin yogun uretiminde 7z vitro yontemin,
7 mm x 7 mm’lik bir yaprak segmentinden bir yil icerisinde 10%Un tzerinde bitki
Uretimine izin verdigini saptamuglardit. Chrjsanthemum  cinerariaefolium gibi normalde
vejetatif olarak ¢ogal titkmayan Dbitkilerin  kilttrlerinde uygun konsantrasyonlardaki
hormon  kombinasyonu yaprak ve govde c¢eliklerinden adventif tomurcuk
olusumunu  desteklemektedit. ~ Monokotiledonlardan  Hjadnthus — ise  degisik
organlarindan (yaprak, sogan gibi) adventif sirgiin gelistirme kapasitesine sahiptir
(Bach ve Cecot, 1988).

Kallus hiicrelerinin  sitolojik olarak stabil oldugunu belirten Sheridan (1975), Hiium
longiplorum'un kallus  kultitleri aracih@t ile cogalulabilecegini agiklamigtir. Fakat bu
hucrelerin - karyolojik  olarak stabilitesinin  strekli olmadigt bilindiginden, H/ium
cesitleri kallus yontemi ile glvenli cogaltilamamaktadir. Alternatif olarak sogan pulu
segmentlerinin aseptik kiltirinden dogrudan adventif sogancik (bulblet) olustugu
Hackett (1969) tarafindan belirtilmistir. Tim sogan pulundan 15 gin icerisinde 10
adet sogancik olusmaktadir. Her sogan pulundan olusan soganciklarin  sayist
pullarin  kiigiik parcalarnin  kiiltiirii ile artirilabilmektedir. Soganin  dis  kismindaki
pullarin rejenerasyon kapasitesi en dst diizeyde olup, i¢ kisma dogru bu kapasite
azalmaktadir.

Bitki titlerinin klonal iretiminde organlardan dogrudan adventif sirgin olusumu
kallus yonteminden daha iyi sonuglar vermektedir. Kalluslar sitolojik olarak
anormal  bitkiler ~Uretitken, adventif tomurcuklar tek dize diploid bireyler
olusturmaktadir. Ancak bu adventif tomurcuklarin her zaman dogru tip oldugunu
gostermemektedir.  Adventif  tomurcuklarin  gelisimi  yoluyla  yapilan  vejetatif
tretimde karsilagilan en ciddi problem genetik kimeralardir. Geraniums"'da Mme
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Salleron cesidinin alacali yapraklan bir genetik kimeradir. Yaprak sapi parcalart
tzerinde dogrudan (kallus asamasi olmaksizin) gelisen adventif tomurcuklardan
tireyen bitkiler asla varyasyon gostermemekte, ya albino ya da yesil olmaktadir.
Buna kargin sirgiin ucu kiltirlerden elde edilen tim bitkilerde tipik varyasyon
gorilmektedir (Sekil 8.2) (Bhojwani ve Razdan, 1983).

AN
-*

o
\ o / >

Sekil 8.2. Geranyum (cv. Mme Salleron)’un variyegat yapraklarindan —alinan

siirgiin-ucu (iiste) ve yaprak sap1 (altta) kiiltiirii (Bhojwani ve Razdan, 1983).

8.2.3.4. Aksiller (koltuk alt1) tomurcuk olusumu

Aksiller tomurcuklar genellikle yaprak koltuklarinda bulunur ve her tomurcuk bir
strgin gelistirme potansiyeline sahiptir. Dogal olarak bu tomurcuklar bitkilerin
gelisme donemlerine bagli olarak dinlenme halindedir. Terminal tomurcugun zarar
gormesi ya da ortadan kaldirilmasi ile aksiller tomurcuk olusumu desteklenir.
Mikrogogaltimda,  aksiller ~ dallanmayla  strgiin =~ ¢ogalmasinin  artirlmast  uygun
konsantrasyonda ve tipte bir sitokinin iceren (oksinli ya da oksinsiz) besin
ortaminda yapilir. Iz vitro sardarda olusan siirgiinler taze ortamlara aktarilarak
aksiller dallanma ile siirgiin ¢ogalmasi siirdirilebilir. Béylece bir adet ana¢ bitkiden,
ornegin cilek ve karanfilden, bir yil icerisinde milyonlarca bitki elde edilebilir (Sekil

8.3 ) (Bhojwani ve Razdan, 1983).

Aksiller dallanma ile strglin ¢ogaltimi yukarida agiklanan diger iki yOnteme gore
baslangicta daha yavagtir. Fakat her alt kiltirde strgiin sayist logaritmik olarak
artarak bir yil icerisinde astronomik rakamlara ulagsmaktadir. Bu yontemin klonal
cogaltmada ticari olarak yayginlasmasiin bir diger nedeni ise slrgin ucu
hiicrelerinin = tek  diize diploid olmasi ve kaltir kosullart  altinda  genotipik
degisikliklere cok az yatkin olmasidur.
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D

Sekil 8.3. Aksiller dallan kullanarak yapilan mikrogogaltimin agamalan
(Bhojwani ve Razdan, 1983). Ana bitkiden (E) alman tek bogumlu govde
veya dal segmentleri yiizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra besin
ortaminda kiltiire alinir. Ortamdaki bitki biyiime dizenleyicilerinin etkisiyle,
aksiller tomurcuklar bir veya birden fazla sirgiin (A) meydana getirir. Daha
sonra tekli siirgiinler ayrilarak taze siitgiin g¢ogaltim ortamina aktarilir ve
burada 3-6 hafta igerisinde birgok yeni siirgiin elde edilir (B). Yeterli sayida
siirgiin elde edildikten sonra bunlarin bir kismu ile ¢ogaltim iglemi devam
ettirilirken diger bir kismi koéklendirme ortamina aktardir (C). Yeterli bir kok
sistemi gelistiktikten sonra, bitkiler iyi drene olan saksi topragina aktardir (D)
ve ilk 10-15 giin boyunca yiitksek nem altinda tutulur.

8.2.4. Siirgiin gelisimi ve koklendirme agamasi

Adventif ve aksiller sirgiin gelisimi ortamlarinda sitokininin varligi koéklenmeyi
engellemektedir. Tam bir bitki olusturmak icin strglnler, strgin olusturma
ortamindan farkli bir hormonal kompozisyona sahip olan yeni bir ortama
aktartlmaktadir. ~ Strgtnler belitli bir uzunluga eristikten sonra koklenmeleri
amactyla koklenme ortamina alinr. Gerbera jamesonii Bolus.’da strgiin ucu Ornekleri,
5.0 mg/1 kinetin ve 0.5 mg/1 IAA iceten standart MS ortamunda en yiksek stitglin
olusumunu, kinetin bulunmayan 0.1 mg/1 IAA iceren ayni ortamda ise en yuksek
koklenme oranint vermektedir (Matiska ve ark., 1991).

In vitro sartlarda cogaltdan bitki sirgtinlerinin bazdan i vitro’az bazdan da in vivdda
iyi sonuclar vermekte, bazt durumlarda ise her iki kosulda da esit sonuglar elde
edilmektedir. Baz1 bitkilerde ise stirginlere standart kéklenme tozlari ya da toz IBA
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uygulandiktan sonra topraga dikilerek koklendirilebilmektedir. Kyte ve Briggs
(1979ye gote Khododenrodan in  vitrida geligtitilen surglnleri, in wvivo ve in vitro
sardarda yapilan koklendirmede benzer sonuglar vermektedir. Feijoa siirginleri ise,
in vivo sartlarda in vitro sardara gore daha iyi koklenmektedir. Krizantem siirgiinleri
ise mikrobiyal enfeksiyonlar nedeniyle zz wivo sardardaki koklendirmede basarisiz
sonuglar vermektedir.

In vitro koklendirmede uygulanan bir diger yontem ise siirgiinlerin taze ortama
aktartlmayip, sitvi  besin ortammm mevcut kiltirler Gzerine dokilmesidir  (gift
tabaka teknigi - double layer technique). Tutlerin ¢ogunda koklenmenin
desteklenmesi icin NAA ya da IBA (0.1-1 mg/l)’ya gereksinim duyulur. Makro ve
mikro tuzlarin konsantrasyonu ve uygulama zamant bu yoéntemin basarisint belitler.
Cogunlukla Knop ortami gibi diisiik tuz konsantrasyonuna ihtiyag duyulur. Sivi
ortama aktif karbon eklenerek sitokinin artiklarinin etkileri adsorbe edilir. Yiksek
scker konsantrasyonlar: (%3-4) koklenmeyi ve bitkilerin  kalitesini artirnr.  Stirgiin
buytimesi ve kok olusumu tek bir stvi ortamda bagatilabilir. Tablo 8.3’de Cordyline
fruticosa cesitleri icin kiltiir baglangic (2.), sirgiin ¢ogal tim (3.), siirgin gelisimi ve
koklendirme (4.) asamalarina ait ortam icerigi ve kiltir kogullart verilmistir
(Wetbrouck ve Debergh, 1994).

Ticari olarak tretim yapan doku kiltiri laboratuvarlarinm bir ¢ogunda yogun is
guci  gereksinimi ve pahall olmast nedeniyle mikro celikler i wvitri  da
koklendirlmemektedir. Iz vitro  koklendirme — sireci  toplam  mikrogogaltim
masraflarinin - %35-75’ini  olusturmaktadir. Ancak bazi  tirlerin  dis  ortamda
koklendirilmesinde kayiplar artugindan, bu titletin iz vitrd da koklendirildikten
sonra dig ortama aktarlmast daha ekonomik olmaktadir (Preece ve Sutter, 1993).
(Sekil 8.4).

8.2.5. Daig ortama aligtirma (aklimatizasyon) agamasi

Steril kosullarda, disik 15tk yogunlugunda, yitksek nem iceren ve tim besin
maddelerinin bulundugu bir ortamda gelistirilen bitkilerin, daha disik nem, daha
yiksek 1stk dizeyi ve steril olmayan kosullara sahip dis ortama aktarilmast cok
dikkat isteyen bir islem olup, bunun agamali olarak yapilmasi gerekmektedir (Preece
ve Sutter, 1993). Alistirma islemi bitkiler iz witri da. iken, Ustten sogutma ile kultir
kaplarinin  tzerindeki nemin  azaltdmast ile baslatlabilir. Besin  ortamindan
ctkarlmadan 6nce bitkiler serada kiltir kaplart icerisinde tutulabilir. Kaplarin agz
actk olarak bir haftadan fazla kalmadik¢a ortamin kontaminasyonu sorun
yaratmamaktadir (Sherwood, 1994).

In vitroda gelisen bitkiciklerin anatomik ve fizyolojik durumlarindan dolayr dig
ortama aktarildiktan sonraki birka¢ giin icerisinde yitksek nem igeren bir ortamda
tutulmalart  hayati 6nem tagimaktadir. Bu nedenle ticari dretim yapan biyik
isletmeler otomatik ciselemeninin yerine, daha pahali olmasina ragmen sislemeyi
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kullanmaktaditlar. Cinkii ciseleme bazi mantar ve bakteriler ile alglerin gelisimi icin
uygun ortam yaratmaktadir. Bitkiciklerin su kaybini azaltmak icin uygulanan diger
yontemler ise nemlendirici (humidifier) kullantmi ve su buharini tutacak kapalt
mekanlara yerlestirmedir.

Tablo 8.3. Condiine futicosa gesitleri igin kiiltiir baglangig, siirgiin gogaltim, siirgiin geligimi
ve koklendirme asamalarina ait ortam igerigi ve kiiltiir kosullan (Werbrouck ve Debergh,
1994).

ASAMALAR 2 3 4a 4b

Amag baglangig gogaltma biiyiitme koklendirme

Siire (hafta) 5-8 6 6 1

I§lka (IE m 2 s%) 30 30 30 (3 hafta) 100
100 (3 hafta)

Kiiltiir kab1 tiip Tiip tiip tiip

Ortam miktar1 (ml) 20 100 +200 +200

Ortam igerigi:

- makro elementler MS MS MS %10 MS

- mikro elementler NNC¢ NN¢ NNC¢ NNC¢

- NaFeEDTA (mg/1) 33 33 33 33

- thiamin-HCI (mg/1) 0.4 0.4 0.4 0.4

- inositol (mg/1) 100 100 100 100

- adenin siilfat (mg/1) 80 80 80 80

- NaH,P0, (mg/1) 170 170 170 170

- sakkaroz (%) 2 2 4 2

- agar (%) 0.6 0.6 0 0

- NOA¢d (mg/1) 0.1 0.1 0 0

-IBA (mg/1) 0 0 0 0.5

- kinetin (mg/1) 1-10 1-10 0.25 0

a Beyaz renkli ve serin floresan 1g1k (16 saat 1g1k / 8 saat karanlik)
b Cift tabakali uygulama (double layer application)
¢ Debergh ve Maene (1983)
d Naftoksi asetik asit

Dis ortama alistirma strasindaki su kaybint azaltmak icin kullanilan antitranspirant-
larin  (bitkilerde su buhart  kaybini, yani transpirasyonu, engelleyen bilesikler)
transpirasyonu azaltmasinin yaninda fitotoksik etkilere sahip olmast bazt sorunlara
da yol a¢maktadir. Hastaliklara neden olan mikroorganizmalar icin uygun bir ortam
saglamasindan dolay1, agarli besin ortami iyice yikanarak tamamen bitkilerden
uzaklagtirtlmalidir.  Strglnler 77 wvitri*da koklenmis ise yaralanma riskini azaltmak
icin aktarma isi dikkatli bir sekilde yapilmalidir. Kokler yeni olusmaya basladigindan
surgiinlere  celik muamelesi  yapilarak  dogrudan  dikilmelidir. Kokler —heniiz
olusmamis ise dikim Oncesi kéklenmeyi destekleyen toz ya da solisyona daldirmak
etkili olabilir.
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Proiiferasyon Gosteren Kultiirler

I

Mikrosiirgiinlerin Hasad1
(uzunluklar1 6nemli olabilir)

M Viitro Ex Vitro
1 1
Jn Vitri da uygun Bir Koklendirme Koklendirici Bilesiklerin
Ortamina Yerlegtirme Uygulanmasi

A. 3-7 gtin in vitrid a karanlikta
B. S1v1 ya da toz bilegiklere kisa siireli daldirma

Yeterli Koklenme Oluncaya C. Tim tirlere uygulama gerekmeyebilir
Kadar Beklemek
Kiiltiir Kaplarinin Koklenen Mikro
Kapaklarinin Surgiinlerin Kaltirden
Aralanmast Cikarilmast
Koklerdeki Agarlarin Uygun Bir Serada
Fungusit Soliisyonu veya '""P> Koklenme Ortami veya
Ilik Suda Temizlenmesi Kiigiik Kaplara Yerlestirme
Kosullar:

1. Yiiksek Nisbi Nem (Sis, likksek nem dalari, mist)

2. Golge (Mevsimlere gore degisir)

3. Fotoperiyodun Ayarlanmasi (Mevsimlere ve tiitlere gére degisir)
4. Alttan Isitma 1

Yem Yapraklar Olusurken:

L Alttan Isitmanin Kapatilmasi
2. Nisbi Nemin Kademeli Olarak Seradaki Diizeye Dugiiriilmesi

Kademeli Olarak Siddetli Isgga Maruz Birakma

Normal Sera Kogullarina Yerlestirme

Golge Kosullarinda Dig Ortama Aktarma
(Seradaki tiirlere bagl olarak tercih edilebilir)

Tam Giines Isig1 Altina Yetlestirme

Sekil 8.4. Mikrogogaltimla elde edilen bitkiciklerin koklendirilme si ve dig ortama
aligtinlmas1 (Preece ve Sutter, 1993).
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Bitkilerin dis ortama aktarilmasinda dikkat edilmesi gereken en 6nemli gereksinim
yuksek nemdir (%90-100). Bu nedenle ilk 10-15 giin bitkiler temiz plastik ile
kaplanmali ya da cisdenmelidir. Ardindan, asamali olarak plastiklerde kicik
delikler acilarak hava sirkillasyonu saglanmali, daha sonra ise seralardaki 6zel
alanlara taginan bitkiler birka¢ giin gélge altinda tutulmalidir. Yaklagitk 4-6 hafta
siren bu calismalardan sonra bitkiler normal sera kosullarinda yetistirilmeye hazir
duruma gelmektedir (Preece ve Sutter, 1993).

8.3. Mikrogogaltimda Karsilagilan Sorunlar
8.3.1. Vitrifikasyon

Elde edilen siirginlerin saywsinin  artirilmast icin alt kiltirler yapilmaktadir. Her
bitki tird icin kabul edilebilir bir alt kiltir sayist vardir. Alt kaltirlerin sayisina ya
da kaltar siresine baglt olarak  eksplant  6zelligini  kaybeder.  Vitrifikasyon
(camlasma), bu asamada karsilasilan en Onemli fizyolojik sorunlardan birisidir.
Besin  ortamindaki oksin, sitokinin, mineral madde, seker ve agar miktar
vitrifikasyonun nedenlerini  olusturmaktadir  (Hempel, 1985). Dokularin 6lmesi ve
vitrifikasyon, agar tipi ile iliskili genel bir sorundur. Agarin etkileri (jellesme giict,
mineral kompozisyonu, mineral icerigi, inhibit6r bilesikler) ile ilgili degisik goriisler
bulunmaktadir. Bunlarin  disinda  kiltirde  kullanilan  agarlarin =~ Szellikleri  ile
rejenerasyon  sirecleri arasinda  interaksiyonlar  bulunmaktadir. Agarin  kalitesi
adventif surgiin ve kok re jenerasyonun tim sireglerinde etkili olabilmektedir
(Scholten ve Pierik, 1998). Pasqualetto (1992) ise vitrifikasyonun bazi morfolojik
(hiicrenin astr1 su almasi, hicre duvarmnin yikilmasi, klorofil eksikligi, yaprak yapist
ve besin kompozisyonu) ve eckolojik (agarin niteligi ve konsantrasyonu, BAP
konsantrasyonu, ortamdaki K ve Mg bilesikleri ve kiltir kabi icerisindeki
atmosferin durumu) etmenlere bagli oldugunu bildirmistir.

8.3.2. Toksik bilegiklerin ortamda birikmesi ve kararma

Mekanik yaralanma gibi stres durumlart ortaya ¢iktiginda, bitki dokularinda fenolik
bilesiklerin  metabolizmast uyarilmaktadir. Eksplantlarin = kesim  yiizeyinden ¢ikan
fenolik bilesiklerin oksidasyonu bazi bitki titlerinin kultirtinde ciddi bir sorundur.
Bu durum besin ortaminin kararmasina ve dokularda toksik etkiye yol agarak,
cksplantlarin  gelisme ile farklilagma yeteneklerini ciddi olarak sinurlandirmaktadir.
Kararma sorunu daha c¢ok odunsu tirlerden alinan olgun dokularda yaygindir. Bu
toksik  bilesiklerin  bitkiler tarafindan engellenmesi olduk¢a zordur. George ve
Sherrington (1984)’a gore ortam ve dokularin kararmasini engellemek icin alinmasi
gereken oOnlemler sunlardir; 1) fenolik bilesiklerin  ortamdan uzaklastirlmast  (aktif
karbon veya polivinilpiroliden, PVP, gibi fenolik adsorbantlar araciligi ile), i)
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redoks potansiyelinin azaltlmast ve 1iii) fenolaz enziminin inaktive edilmesi

(Debergh ve Read, 1993).

Askorbik asit ve sitrik asit gibi fenolik oksidasyonu engelleyici antioksidandarin
kullanimi, karanlkta kaltir ve sivi ortam gibi uygulamalar, toksik bilesiklerin
ortadan kaldirlmasinda genellikle basarih olmamaktadir. Besin ortamindaki toksik
bilesikleri yok etmenin en etkin ve kolay yolu aktif karbon kullanmaktir. Ancak
aktif karbon toksik bilesiklerle birlikte ortamdaki oksin ve sitokinin gibi organik
bilesikler ile diger bir ¢ok bilesigi de adsorbe etmektedir. Bir cok acidan PVP toksik
bilesiklerin adsorbsiyonunda basarili sonuglar vermektedir (Pierik, 1988). Bu tir
problemlerin ortaya c¢tktigt tirlerin  mikrogogaltiminda besin ortamint tamponlayict
(pH) maddelerin kullanimi (6tnek: 1 g/1 MES) da yardimet olabilir.

8.3.3 Kontaminasyon

Doku kiltirinde kontaminasyon, ekplantlarin  dokularinda ya da  ylzeylerinde
bulunan organizmalar ve laboratuvar kosullarindaki hatalardan kaynaklanmaktadir.
Bitki yuzeyleri mikroorganizmalarin dogal yasam alanlaridir. Bunlar bazi  dogal
olaylar, yaralanmalar gibi nedenlerle bitki dokularindan igeriye girer ve yerlesitler.
Boylece bitkilerde, hiicre i¢i ve hiicreler arasinda virtsler, viroidler, prokaryodar ve
mantarlardan olusan bir flora gelisir. Doku kultirlerinde kullamilan eksplanta bagl
olarak mikroorganizmalar kiltir icerisine taginir. Meristem kiltirinde kullanilan
cksplantin  buyukligtine bagl olarak bir ¢ok organizma ortadan kaldirilabilirken,
yaprak, yaprak sapt ve gévdelerden alnan cekplantlarda mikroorganizmalar
dokulardan  uzaklastirlamazlar. Bu  gibi durumlarda  eksplandardaki —mikrobiyal
kontaminasyon, hazitllk  asamasinda  bitki materyalinden  yuzeysel  dokularin
cikartlmasi ile azaltilabilmektedir (Cassels, 1993).

Mikrogogalim  tek  basina  hastaliklardan  arindirilmis  bitki  Gretimini  garanti
etmemektedir. Bunun ic¢in fungal, bakteriyal, viral ve subviral patojenlerin
belitlenmesi amaciyla karmagik ve hassas teknikler kullanidmalidir. Belitlenen bu
patojenler, meristem kultird ile birlikte yapilan termo ve kemoterapi ile ortadan
kaldirabilmektedit. Mikrogogaltimda virtslerin belirlenmesinde, geleneksel
yontemlere gore hizlilik, standardizasyon, hassasiyet ve otomasyon saglayan ELISA
testi rutin olarak kullanilmaktadir. Ticari olarak o6nemli siis bitkilerinin kultirinde
viroidler PAGE yontemi ile, fungus ve bakteriler spesifik besin ortaminda kiltiire
alinmak suretiyle, mikoplazma benzeri organizmalar ise ¢ok ince doku kesitleri
(ultra thin sectioning), floresan 1stk mikroskobu, elektron mikroskobu ve tetrasiklen
testieri gibi yontemler ile belitlenebilmektedir. Kiltiire alman  eksplandarda
belirlenen patojenlerin  ortadan kaldirilmast icin meristem kaltird  kullanilmaktadir.
Bunun nedenleri; meristemlerin viris ve bakterilerden daha hizli ¢ogalmast ve bu
patojenlerin  kendilerini  inaktive edecek bazi metabolitlerin  konsantrasyonunu
artirmastdir (Prakash, 1988).
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8.4. Bazi Siis Bitkileri igin Mikrogogaltim Yoéntemleri

Bitki Ad1: Alstroemeria spp. (Pierik ve ark, 1988)
Eksplant: Apikal ve aksiller rizom uglan

Sterilizasyon Yontemi: Musluk suyu altinda topraklarin temizlenmesi, %70’lik
alkolde 2-3 sn, %1,5’lik NaOCI ve birkag damla Tween
20’de 20 dk, steril su ile 5, 10 ve 20 dk’lik siirelerde
¢alkalama, eksplantlar alindiktan sonra 10 dk. %0,05’lik
NaOCl’de bekletme ve yine iig kez steril su ile galkalama

Besin Ortamlar: ve Hormonlar : MS (1962) tam doz makro ve mikto elementleri (Fe
diginda), 25 mg/1 NaFeEDTA, %3 sakkaroz, 2-4 mg/1
BA, 0,4 mg/1 B1 vitamini, %0,7 agar ve disdle su (pH
6.0), kéklenme igin 0,5 mg/1 NAA eklenerek BA ¢ikarilir

Kiltiir Kogullar: Kiiltiirler baglangigta 21 °C’de, 8 saat floresan 1s1k ve 16
saat karanlik, koklenme sirasinda 21 °C’de, 16 saat

floresan 151k altinda ve 8 saat karanlik

Bitki Adu: itis halandica Tub. (Van der Linde ve Klerk, 1988)
Eksplant: Sogan pullan

Sterilizasyon Yontemi: Soganlar iizerindeki kuru kabuklar ve tam gelismemis
kokler temizlendikten sonra soganlar boyuna iki pargaya
boliiniir. Bu yarim soganlann yiizey sterilizasyonu %71’lik
NaOCI iginde 30 dk bekletildikten sonra iig kez steril su
ile galkalanark yapilir.

Besin Ortamlari1 ve Hormonlar : MS (1962) yarim doz makro ve mikro, 0,4 mg/1

thiamine, 100 mg/1 myo-inositol, 30 g/1 sakkaroz, 10 g/1
agar, (pH 6.0), koklenme igin 0,5 mg/1 NAA eklenerek
BA ¢gikarilir.

Kiultiir Kogullart: Eksplantlar 20 °C’de, karanlikta kiiltiire alinir.
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9.1. Girig

Tarimin  baglangicindan  beri, tohumlarin ya da bitkisel materyalin (gelik, yumru,
sogan) korunmast veya saklanmasi yaygin bir uygulama olmugtur. Kiltird yapilan
bitkinin gelistirilebilmesi icin ¢esitli kaynaklarin ve tohumlarin elde bulundurulmasi
veya muhafazast son vyillarda gida givenligi bakimindan da 6nem kazanmustir.
Cinki bazt c¢esiderin  Uretim alanlarinda monokiltir olarak artist  ve Thizla
¢ogalmasindan dolayi, kiltirii yapilan bazi bitki tirleri, onlarin yabani akrabalari ve
kdy cesideri kaybolma tehlikesi (genedk erozyon) ile yiz yiizedir. Bu yiizden uzun
yillar tohumlarin canliliklarini ve genedk yapilarini bozmadan muhafaza edilmeleri
(germplazm muhafazasi) her zaman 6nemli olmugtur.

Muhafaza sekilleri cesitli yontemlere sahiptit. Bunlar muhafaza etme ve kullanim
amacina uygun olarak; muhafaza yerine, bitki c¢esidine, materyalin yapisina ve
genetik kompozisyonuna (saf hat, karistk hat, popilasyon vs.) uyan en gegerli
yontem olarak  secililer. Ornegin  tohumlarin, vejetatif organlarin  ve  bitki
dokularinin  muhafazast farkli olmaktadir. Cesitli bitki gen kaynaklarinin baslica
muhafaza yontemleri Tablo 9.Tde verilmistir.

Babaoglu M, Giirel E, Ozcan S (2001) Bitki Biyoteknolojisi | -
Doku Kiiltiirii ve Uygulamalar, Selguk Universitesi Basimevi
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9.2. Bitki Kiltiirlerinin In Vizro Muhafazas1

Yitksek verimli bitkilerin ve degerli bitki materyalinin muhafazasi, bunlarin arzu
edilen bitkisel Ozellikleriyle ve sttekli 7z vitro Uretimleriyle yakindan iligkilidir. Stok
kiltirler asagt yukart optimal kogullarda stirekli altkiltir yapiarak uzun sire
muhafaza edilebilmektedir. Ancak, biylime ortamimnin degistirilmesi ile (biyiimenin
hizlandirlmas: ya da yavaslatilmasi suretiyle) yapilan altkiltir calismalarinda, ortam
degistirme araliklarinin  uzatdmasi  bazt  riskler tasimaktadir. Bunlardan 6nemli
olanlar sunlardir:

1) Somaklonal varyasyonlarin (kimera gibi) ortaya ¢tkmast,

2) Tum ebeveyn kiltiirinin mikroorganizmalar tarafindan toplu istilasi,

3) Altkaltir stresince verimliligin azalmasi.

Germplazm muhafazasinda bugtn iki temel yontem uygulanmaktadir:
1) Bitki materyalinde bluylimenin yavaslatilmast veya azaltilmasi,
2) Bitki materyalinin sogukta muhafaza edilmesi (krayoprezervasyon).

Tablo 9.1. Bitki gen kaynaklarinin baglica muhafaza yéntemleri (Sakai, 1986).

Muhafaza
Edilen
Materyal Muhafaza Yontemleri

1) Diisiik sicaklikta muhafaza (-1 veya -10 °C)
2) Cok diisiik sicaklikta muhafaza (-150 7-196 °C)

Tohum Kurutmaya toleranslh
tohumlar

Kurutmaya duyarl

tohumlar

Inatg1 tohumlar

1) Digiik sicaklikta muhafaza
2) Doku kiiltiirii

Doku kultiirii ile muhafaza

Bitki Kiiltiire edilmig 1) Altkaltiir (@ vitro kogullarda)
geng bitki (plantlet) 2) 0 °C’de karanlikta veya 6teki kontrollii kosullarda
(6rnegin: D-O ¢ozeltisi iginde)
Sakstya sagirtma ve Gozlem evi (sicaklik, nem, 1g1k kontrollii kosullarda,
tarlaya dikim biiyiitme odas1 — fitotron gibi)
Ozgan Kallus 1) Altkiiltiir @n vitro kosullarda)
2) Sogukta muhafaza (LN-’de )
Doku Siirgiin ucu 1) Dugiik sicaklikta muhafaza
2) Sogukta muhafaza (USb’de)
Hiicre Hiicre kiiltiiria 1) Altkiiltir @ vitro kogullarda)

Protoplast kiiltiiria

2) Sogukta muhafaza (ITU’de)
Sogukta muhafaza (LN:’de)
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9.2.1. Yavag (azaltilmig) biiyiitme ile muhafaza

Yavas ya da azalulmus biyitme ile muhafazanin esasy, bitki kiltirlerinin  canl
kalabilmelerinin  izin verdigi oranda, kiltir ortaminin  ve kiltir kosullarinin
degistirilmesine  dayanir. Degistirilmis kosullarda buyime orani, oldukca disik
olmaktadir. Boyle bir uygulamanin  baglica avantaji ise gOrinebilir  kiltir
bozulmasinin kolayca fark edilebilmesidir. Bu sayede canlilik kaybindan kagcilabilir,
cesidere patojen testi uygulanabilir (Sekil 9.1), ve dolayist ile materyal uluslararast
degisime agilabilir. Germplazm materyali dogal felaket ve zararlilardan kacabildigi
icin ¢ogalma orami ¢ok fazladir. Tarla ya da bahge gen bankalarinda muhafaza
edilen kultirlere gore, 7z vitro materyalin muhafazast icin gerekli alan oldukca
kiiciiktiir.

Gen kayna$* tarlasi

Eksplant e -

Meristem > ~
yada bodum \

kesiti
ut
h\“”“
Apikat tomurs:uk
invitro . ya da bodum
bitkicik kesiti
‘\

/ \
o 4D00-6000 Liiks \
N ik yoduniugu ve |
. 25-30°C'de |

- 3 mkubayon |
7 \ |

!
I
Disik inkibasyon
sncakhgmda
(s -20°c dc}
dcpolama Meristemden
rqmcrc bstkmk/
Viriis garetienmesi ~
C;ogamm Gen kaynadinin
viriis testi
Tarla deFeriendirmesi Uluslararas: dagitim

Sekil 9.1. Gen kaynaklarinin yavas biytutme ile 7 vitro
muhafazasi (Ng and Ng, 1991).

Tomes (1979) san cigekli gazal boynuzunun (Lotus corniculatus) 100 genotipi ile
yaptigt ¢alismada, materyalin 0.24 m? raf alaninda muhafaza edilebildigini, buna
karsin aynt sayida bitkinin buyiitme odasinda 0.18 m?, tarla kosullarinda ise 400
m?1tk bir alana gereksinim oldugunu bildirmistir. Arastirmact bir kis dénemi
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boyunca, bahcede muhafaza edilen 100 gbzlem  materyalinden  34°niin
kaybedildigini, oysa 7z vitro kosullarda muhafaza edilen 100 materyalin hicbirinin
kaybedilmedigini  gbzlemistir.  Yavag buyitme yontemini kullanan  Uluslararas:
Tropikal Tartm Ensdtisi (UTA), 1500’den fazla tatli patates, yam ve kokoyam gen
kaynagi koleksiyonunu muhafaza etmektedir. Hesaplamalara gore 3500 germplazm
ornegi (herbiri 10 bitkicik 6rnegi bulunduran tiplerde), kiltir odasindaki 22,27
m¥lik  bir hacimde muhafaza edilebilmektedir. Hucrelerin = veya  dokularin
buyimeleri, c¢esitli sekillerde yavaslatdabilir  (Tablo 9.2). Yavas buyiitme ile
muhafaza; farklilasan kdltirler, bitkicik ya da bitki sirglinlerinde yaygin olarak
uygulanirken, farklilagsmayan kiltirler, kallus ve sispansiyon kiltirlerinde nadiren
uygulanmaktadir. Kullanilan  yontemler doért ana  baglik altinda  toplanmaktadir
(Tablo 9.3):

1) Inkiibasyon sicakliginin azaltiimast,

2) Kultir ortaminin degistirilmesi,

3) Sicaklik ve kiltiir ortaminin bitlikte degistirilmesi,
4) Gaz aligveris ortaminin degistirilmesi.

Kiltir sicakliginin azaltilmasi (Tablo 9.3a), hormonal ya da ozmotik olarak biyiime
diizenleyicilerin  ortamda kullanlmasi (Tablo 9.3b) veya bunlarin birlikte uygulan-
mast (Tablo 9.3c) en ¢ok kullandan yontemlerdir. Mutlak gerekli besin maddeleri-
nin azaltilmast olumlu olmamaktadir.

Tablo 9.2. Kiiltiire edilmis hiicrelerde biiyiime oranlarim azaltict iglemler

Uygulama Etkinligi

Mineral (madeni) yag ile kaplama Solunumu  engelleme

Diigiik basing ve diigiik oksijen Solunumu  azaltma

Sakkarozsuz besin ortami Metabolik faaliyetin azaltilmasi
Suyun azaltilmasi (dehidrasyon) Metabolik faaliyetin azaltilmas1
Besi ortamina absisik asit ilavesi (5-10 mg/1) Metabolik faaliyetin azaltilmasi
Manitol ilavesi (%3-5, a/h) Metabolik faaliyetin azaltilmasi
N-dimethyl succinic asit ilavesi (50 mg/1) Metabolik faaliyetin azaltilmasi
Diigiik sicaklikta depolama Metabolik faaliyetin yavaglatilmasi

Dondurmatksizon  depolama: Bu tip depolamada, uygulanan normal kultir sicaklig
ile muhafaza sicakhigt arasinda bir iliski vardir. Kiiltar sicakligt 20-25 °C arasinda ise
muhafaza sicakligt 4-10 °C arasinda olmalidir. Buna karsin, kultir sicakligt 30 °C
olursa, muhafaza sicakliginin 15-20 °C arasinda olmast gerekir. Genellikle kultir
sicakliklar, donma sicakliklatinin Ustiinde tutulur. Bu arada 16/8 saat fotoperyot
(sik/karanlik) uygulamast ve yogunlugu 50 likse kadar azaltulmis istk ile doku
kiltirlerinin muhafazast desteklenmektedir.

Biiyiimeyi  engelleyiciler:  Buyumeyi kontrol edici olarak, absisik asit, N-dimetil
suksinik asit ve manitol kullanimi yaygin hale gelmigtir. Birkag yontem birlikte
uygulanabilir. Ote yandan baska faktérler 6nem sirasina gére uygulanabilir. Bu
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faktorler tek basina kullanildiginda hiicreyi 6ldirmeseler bile, bunlar zarara neden
olabilitler. Ornegin, absisik asidin mevcudiyetinde patates siirgiinlerinin depolama
sicakligt 25 °C’den 6 °Clye dustrilebilmis, buna karsilik N-dimetil suksinik asidin
varliginda kultir islemi 10 °C’de miimkiin olabilmistir.

Tablo 9.3. Bitki doku kiiltiitlerinin yavag biiyiitilmesi ile uygulanan muhafaza yéntemleri
(Ng and Ng 1991).

a) inkiibasyon sicakliginin azaltilmasi

Kiiltiir Depolama
Tiirler Eksplant Tipi Depolama Yéntemi Stiresi
Vitis nupesttis Siirgiin Siirgiin =~ 9 °C 10 ay
Fiagarta annanus Meristem Bitkicik 1-4 °C’de karanlikta ve 6 yil

gerektiginde 1—2 damla siv1
ortam ilave edilerek

Solatumn spp. Bogum kesiti Siirgiin %3 sakkaroz katkili MS ortam 12-24 ay

ve 6 °C sicaklikta
Beta vulgaris AksiUer siirgiin (5 mm),Bitkicik 12 °C 18 haftadan

yaprak (10-15 mm) fazla

Ipomeadomestica Bogum Bitkicik %3 sakkaroz katkili MS ortam 55 hafta

ve 22 °C sicaklikta
Malus domestica Siirgiin ucu Siirgiin = 1-4 °C 12 ay
Lotus comiculatus ~ Bogum/siirgiin ucu  Bitkicik  2-4 °C 1ay
Trifolkium spp. Siirgiin ucu Bitkicik  2-6 °C’de, 300 liiks 151k 15-18 ay

yogunlugu ve 8 h fotoperyot
ya da 4-6 °C’de tam karanlikta
Medicago sativa Siirgiin ucu Bitkicik 2-6 °C’de, 300 liiks 151k 15-18 ay
yogunlugu ve 8 h fotoperyot
ya da 4-6 °C-.de tam karanlikta

Lol spp. Meristem Bitkicik 2-4 °C’de, 300 liiks 151k 12 ay
yogunlugu ve 8 h fotoperyot

Dagctylis glometata Meristem Bitkicik 2-4 °C’de, 300 lLiiks 151k 12 ay
yogunlugu ve 8 h fotoperyot

Festuca spp. Meristem Bitkicik 2-4 °C’de, 300 liiks 151k 12 ay
yogunlugu ve 8 h fotoperyot

Phleum pratense Meristem Bitkicik 2-4 °C’de, 300 liiks 151k 12 ay
yogunlugu ve 8 h fotoperyot

Manthor esculenta Bogum Bitkicik 20 °C 18-24 ay

Beta vulgaris Siirgiin Bitkicik 5-10 °C, diisiik 151k yogunlugu 12 ay

Beta vulgaris Cigek Tomurcuklan Siirgiin 5 °C, digiik 151k yogunlugu 13 ay

Gitrus spp. - Kallus  4-5°C 18 hafta

Fcus spp. - Kallus 15°C -

Phoeniks dactylifera - Kallus  5°C 12-18 hafta
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Saccharum spp. Yaprak kini dokusu - 0-4 °C 6 ay
Atropabeladonna - Yaprak Kallus 4 °C 3-5 ay
Deatura innoxia Hipokotil, K6k, Sap Kallus 4 °C 3-5 ay
Musa spp. Meristem Siirgiin 15 °C’de, 1000 liiks 151k 13-17 ay
yogunlugu
Prunus spp. Siirgiin Bitkicik 3 °C sicaklik ve karanlik En az 10 ay
b) Kiiltiir ortaminin degistirilmesi
Kiltiir Depolama
Thtler Eksplant Tipi Depolama Yontemi Stiresi
Secale cereale Kok Kok 30 mg/1 maya ekstraktinda, her 14 74 hafta
giinde bir alt kiiltiir
Daucuc carota Kok kesiti Kallus ~ White ortaminda kiiltiir muhafazas1 116 hafta
Ipomoea batatas Bogum Bitkicik %3 sakkarozlu Heller ortami, MS 89 hafta
veya %]1 sakkarozlu Nitsch ortami
Cojfea atabica L. Meristem Bitkicik 1M IBA katkili sakkarozsuz yanm 2 yildan fazla
dozdaki MS ortaminda ve 26 °C’de,
7500 liiks 151k siddetinde 16 h
fotoperyot
Passiflora caenilea Siirgiin ucu - Azaltilmig ortam 5 hafta
Vitis spp - Surgiin/ Diisiik sekerli veya sekersiz ortam -
Bitkicik
Vanila planifolia Stirgiin ucu Bitkicik 0,5 ppm BAP katkili MS ortaminda 10 ay
6nbiiyiitme, sonra hormonsuz MS
ortamina transfer
Bibus idacus Kok siirgiin Kok 0,5 mg/1 IBA ve vitamin igerikli 4-6 hafta

ucu

Lycopersicon esculenta - Aksiller siirgiin - Bitkicik

Anderson s1vi ortami

%>5 sakkarozlu ve %75 MS katkil Bitkide
ortamin 30/20 °C’de (giindiiz/gece) biiyiimenin
kiiltiiria azaltilmasi

c) Sicaklik ve kiltiir ortaminin birlikte degistirilmesi

Sobtum spp.

Solatum spp.

Ipomea batatas

Bogum kesiti

Bogum

Bogum

Bitkicik

Bitkicik

Bitkicik

MS + %2 sakkaroz + 50 mg/1 N- 2 yil
dimetil suksinamik asit, 20-22 °C’de
6nbiiytitme, 4000 liiks 151k

yogunlugunda 16 h fotoperyot ve

sonra 10 °C’de depolama, 2000 liiks

151k yogunlugunda 16 h fotoperyot

%4#liikk manitol katkilit MS ortam ve  2-3 yil
sonra 8°C’de depolama

%3’liikk manitol katkili ve %3 1-2 yil

sakkarozlu MS ortamda 18/22 °C’de
(gece/giindiiz) depolama
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Tablo 9.3’iin devamu ...

Beta vuganis Meristem Siirgiin %10 sakkarozlu ortamda 4-5 °C’de 2 yil
depolama

d) Gaz ortaminin degistirilmesi

Kultiir Depolama
Tiirler Eksplant Tipi Depolama Yéntemi Siiresi
Vitis spp. Kallus  Agar ortaminda maksimum 33 mm 120 giin

derinlige kadar mineral yag ilavesi ve
sonra diisitk 151k kosullarinda
depolama
Daucus carota Floem Kallus  Agar ortaminda maksimum 33 mm 120 giin
derinlige kadar mineral yag ilavesi ve
sonra diigiik 151k kogullarinda
depolama
Nicotiana tabacum Kallus, Siirgiin  Kallus, Oksijen basinci 50 mm Hg altinda
Bitkicik depolamayla bityiime oraninin

azaltilmasi
Chtjsanthemum Siirgiin Bitkicik Oksijen basinci 50 mmHg altinda
morifolium depolamayla biiyiime oraninin
azaltilmasi

Stvi/kati  ortam: Depolama sirasinda, sabit ¢evre sicakliginda bile buhatlasma
nedeniyle stvt ortamimn bilesimi yavas yavas degisir. Bitki kaltiri tarafindan
tiketilen besin maddesinin stvi besin ortama yeniden ilavesi oldukca kolaydir. Katt
ortamda,  altkdltir  calismalarinda  bircok  stres  faktéri  olmasina  ragmen,
katilastirilmis  ortamlarin  daha  uygun oldugu birgok  arastrmact  tarafindan
bildirilmektedir. Besin maddeleri fakirlesmesini sinirlandirmak igin, ortam hacminin
olabildigince biytk tutulmasinda yarar vardir.

9.2.2. Sogukta muhafaza

Sogukta muhafaza terimi, bitki Otneklerinin dakikada bitka¢ °C, kademe kademe
sogutularak muhafazasini ifade eder. Genellikle Ornekler dakikada 30 ila 40 °C
sogutulur ve sonra stvilastirilmis gazlara (cogunlukla stvi azota - LN-"e) daldirilarak
depolanirlar. Biiyiime ve biyosentetik giigler bu islemlerden etkilenmezler. Uretim
islemlerinde  kullanilmadan 6nce 6rnekler, uygun birr ¢6zindirme isleminden
gecirilmelidir. Bu asamada, dondurmanin olabilecek olumsuz etkisine ragmen,
hiicreler giicli donanimlariyla ve ¢ozindirme islemleriyle muhafaza edilirler. Cok
dustik  sicaklikta muhafaza  biliminin  temelleri, arastirmact  Quatrano  (1968)
tarafindan, keten (JJnum  wusitatisimurn) hicre suspansiyon kiltiriinin, -50 °C’de
basarih  bir sekilde muhafaza edilmesiyle atlmistir. Bitki doku kaltirt bilim
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alaninda son yillarda kayda deger 6nemli gelismeler saglanmistir. Cok sayida bitki
kultirinde izole edilmis hiicrelerden, protoplastlardan, meristem ve organlarindan
yeni bitkilerin elde edilmesi basarilmustir.

Bitki tirlerinde somatik embriyolar, embriyogenik kiltirler ve kiltire alinmis
stirgiin ucu yaprakgiklart bu alanda bagarih bir sekilde tesvik edilmislerdir. Ote
yandan, bircok 6nemli bitki hiicre kiiltiirleri, deneysel olarak basarilmistir. Ornegin,
senkronize kiiltiirler, es zamanli biyimeleri saglanan hucre kiltirleridir. Normalde
hiicre boélunmesi, sansa bagli olarak meydana gelmektedir. Boyle hicrelerden
olusan kultirler farkli gelisme devrelerindedir. Opysa, senkronize bitki kiltiirlerinde
artan Uretim, basit olarak e zamanli hiicrelerin gelisimiyle gerceklestirilmektedir.
Bu islemler, periyodik uygulamalarla kimyasal olarak duragan kiltirlerin  temsili
buyimeleri, N2 ve etilen (C:H2) gazlart ile es zamanli yapilmaktadir. Ayni islemler
bazt  kimyasal ~maddelerle hiicre  bolinmesinin  engellenmesi  seklinde  de
yaptlmaktadir.

Giintimuzde yaygin olarak uygulanan bitki kiiltirleri sunlardir (Ishikawa, 1992):

- Hiicre kiltiirleri

- Pro toplas t kiltira

- Senkronize kaltirler

- Meristemler kltiirleri (vejetatif tretilen bitkilerde)
- Embriyonik kiltarler (somatik embriyolar)

- Stirgtin (yaprakeik) kiltiri

- Transgenik kulttrler

Bu kiltirler, bitki rejenerasyonu icin gerekli araclarla, kontaminasyondan uzak
deneysel yontemlerle ve yogun is glct ile 7z witro olarak muhafaza edilitler.
Bunlarda yasamin stirdiiriilmesi;

a) Altkiltirlerin tekrari ile (aktif koleksiyonlar i¢in),

b) Biyimenin sinirlandirildigt kosullarda, yavas biiyiitme ile (aktif koleksiyonlar
icin)

©) Sogukta muhafaza ile (temel koleksiyonlar icin) saglanmaktadir.

Soguktan korunacak htcre ve meristemler 6nce altkiltir islemlerinden gegirilir. Bu
uygulama ile;

a) Kurutmaya ve donmaya toleransin tesvik edilmesi (amaca uygun genlerin
ekspresyonu ile),

b) Hicre ici bosluklarin (vakuollerin) azaltilmasi ya da hiicrede su oraninin
duistrilmest,

c) Hicre zar gecirgenliginin artirilmasi,

d) Sakkaroz ve 6teki seketlerin hiicre icinde artirtlmast saglanir.

Ayrica  bu fenomenler, krayoprotektantlarm (antifirizlerin) etkisiyle de tesvik
edilmektedir. Ornegin, bu kimyasallardan dimetilsiilfoksit (DMSO, -20 °C’de

289



Y. Emeklier

yiksek koruma saglar) hicrede dondurulamayan suyun artisini saglar, hiicre zarinin
gecirgenligini arttirir, seker ve suyun tutulmasini kolaylastirir. Seker (sakkaroz) ise -
20 °C’de koruma saglar, hiicre i¢i buzlanmaya izin vermez, hiicre dist buzlanmadan
dolayt buztlmeyi azaltir, bu da istenmedik etkiye yol acan stres miktarini azaltir.
Seker ayni zamanda hiicre zarini da koruyarak, hiicre i¢i Ogelerin suyla atilmasindan
(kaybedilmesinden) korur.

Canliliklarinin - stirdtrilmesi  bir  problem olan bu  kiltirlerin en 6nemli  6zelligi,
uzun  streli  altkiltirlerde  embriyogenik  6zelliklerinin ~ kaybolma  egiliminde
olmasidir. Strekli tekrar edilen altkdltirler bulagsma (kontaminasyon) tehlikesiyle
karst karsiya kalirlar. Ayrica, bu is fazla zaman ve iscilik gerektirir. Iste bundan
dolayt sogukta muhafaza bu tip problemlere dikkatleri c¢ekerek, 6nemli hiicre
kiltirlerinin - glivenle muhafaza edilebilecegi ve gerekli oldugu zaman istenen
genetik materyalin saglanmasi amaciyla gelistirilmislerdir. Gunimiizde 70’den fazla
tir ya da ¢eside ait kiltire edilmis hiicre ve meristem, sivt nitrojende depolanmayi
takiben, yeniden hayata kavus turuldugunda yeni bitkicikleri (plan te t)
olusturmuslardir. Sogukta muhafaza ile ilgili temel kavramlar asagida 6zetlenmistir.

9.2.2.I. Dondurma iglemleri ve zararlari

Swvilastirdmis  gaz  (nitrojen vb.) sicakligina sogutulmus (dondurulmus) hicrelerin
canliligs  Uzerine dondurma islevinin  Onemli etkisi vardir. Bitkisel hicrelerde
donmanin iki tipi vardir:

a) Hiicre dist (ekstraselilar) donma
b) Hiicre ici (intraseliilar) donma

Hiicre  dist buge olusumm: - Sitoplazma  ve vakuoller yiksek oranda suya sahiptir.
Sitoplazmanin donma noktast -1 °C civarindadir. Ortama ilave edilen maddeler
(Tablo 9.4) vakuol ve sitoplazmanin donma noktasint degistitit ve bunu -10 °Clye
kadar dustrtrler. Bitki hiicreleri yavas sogutuldugu zaman buz kristalleri genellikle
hicre duvarnin disinda olusur (Sekil 9.2). Sicaklik, suyun donma noktasinin altina
distiginde buz  kristalleri  hiicreler arast ortam boslugunda olusur, bunun
sonucunda hiicre kiiltirii materyalinde %9—10 oraninda hacim artist olur.

Hiicre dist donmus htcrelerde, hiicre suyu ve htcre disindaki buz arasinda buhar
basincindan dolayt, hiicre suyu yavas yavas disartya hareket eder (Sekil 9.2).
Hiicrenin i¢ kisimlari  yalnizca soguk altindadir, ancak donmamustir. ki alan
arasinda buhar basimnct bakimindan bir fark vardir, hiicrenin i¢ kisimlarindaki
donmamis suyun buhar basmnct belirgin  olarak  buzunkinden daha yiiksektir.
Boylece cekstraselilar  olarak dondurulmus hiicrelerde, sicakligin  dismesine bagh
olarak yavas dondurma sirasinda hiicre donar ve su kaybiyla buzilir, ¢ekilir (Sekil

9.3 ve Sekil 9.4).
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Tablo 9.4. Sogukta muhafaza proseslerinde krayoprotektant (antifiriz) olarak kullanilan
kimyasal bilesikler (Endreb, 1994).

Alkoller Kiikiirt Bilesikleri Polimerler

Etilen glikol Amino asitler Hidroksietil amidon
Gliserol Dimetil siilfoksit (DMSO) Polietilen glikol (PEG)
Propilen glikol Seker (Glikoz, Trehaloz, Sakkaroz) Polivinil pirolidon (PVP)
Sorbitol

Manitol (mannit)

Hiicre dist dondurulmus hicreler, titlere gore degisen oOldurict  (lethal) kritik
sicakligin altinda sogutuldugu zaman Olirler. Soguga duyath bitkiler -5 °C’de bile
hiicre dist donmaya dayanamazlar. Buna karsin soguga dayanildi bitkiler -70 °C’nin
alundaki donlarda canlt kalirlar. Hucre disindaki donmalar muhtemelen agiri
btzilme ve su kaybindan dolayt dolayt zarara neden olurlar. Ancak, bunun hicre
duzeyindeki mekanizmast hala anlagitlamamusgtir.

Hiicre dist buz olusumunda, hiicre diizeyinde iki temel olay gergeklesir:

a) Suyun cikarilmasi1 (dehidrasyon): Hiicre ici ve hicre dist bosluk arasinda buhar
basincindaki bu farklidik, suyun istinde (buhar alaninda) buhar basinct doygun hale
gelinceye kadar devam eder. Bu durum hiicre dist buzun doymus buhar basincinin
artugini ifade eder. Bu olusum hiicreden siirekli olarak suyun c¢ikisint saglar, boylece
hticre yavasca kurur.

b) Hiicre zarmin acilmasi: Yart gecirgen htcre zari, hicre icinde ¢ézinmis
unsutlart, yogunlagmis hiicre bilesiklerini muhafaza eder. Donma/¢ozilme  islemi
sirasitnda  hiicrenin  hacmi kicilir (buzilir). Eger ylzey hacmindeki bu degisim
%2-3 smutlarint agarsa, hicreler bunu hiicre i¢i kabarciklarin  ayrt ayr  acilmast
suretiyle plazma zarinin basincini  telafi  ederler. Zarin acilmasi, bu tir kiresel
cisimlerin tekrar eski hale gelinceye kadar devam eder.

Hiicre dgi - buzg oluswmmn: Bitki hiicreleri hizla dondurulursa ya da soguga duyath
hiicreler donma sicakhiginin  altundaki sicakliklarda soguga maruz birakilirsa, hiicre
ici donma meydana gelir. Eger hicre buz olusumu ic¢in kendi karakteristik
sicakligina ulasmadan Once ozmotik dengesini olusturamazsa hiicre i¢i  buz
olusumu meydana gelir. Ote yandan hiicre dist buz kristallerinin inokiilasyonu da
buz olusumunu gerceklestirit. Hiicre ici buz olusumu, soguga ¢ok dayaniklt
hiicrelerde  bile canlit htcre zarinin  mekanik olarak pargalanmasindan  dolayt
hticrelerin dlimiine neden olur (Sekil 9.5 ve Sekil 9.6).
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Hiicre digi donma

o

"!:o.«'
&

1

Cok diigiik sogutma
(Devamli derin sogutma)

Donabilir suyun tiimii

B s
Buz " hiicreyi terk eder. Hiicre
o koruma zararina
g dayanabilir
Yavas donma

Donabilir suyun bir kismi
<N Su_ hiicreyi terk eder. Hiicre
Euz}“‘"” zarara neden olacak kadar

s yeterli kurumam 1gtir

Orta dereceli donma

Donabilir suyun ¢ok azi
hiicreyi terk eder veya hig
ayrilmaz. Hiicre igi

bu olugur

Su,”

'vBJLvéﬁ( hizli donma

Sekﬂ 9.2. Bitki kistmlarinin donma davramglari (Ishikawa, 1992).
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4

Sekil 9.3. Yabani defnenin  (Daphne pseudo-Me’ereum  ssp.  Je’oensis)  yaprak
protoplastlannin  hiicre dist donmasi. Protoplast kiiltiiri 0,7 M sorbitol ¢dzeltisi iginde
bazi1 kimyasallar (20 mM fosfat tamponu, 5 mM MgSCb ve %0,5 fenosafranin) ile
siispanse edilmigtir. Ortalama hiicre ¢ap1 28,8+4,4 p’dur. 1: 0 °Cden -24 °Clye
dondurmadan énce, 2: -3,3 °Cde buz agillamasindan hemen sonra, 3: Hiicre dis1
donmadan dolay1 protoplastlann birgogu biiziilmigtir, 4: -1,9 °C'de buz ¢éziindiiginde
protoplastlann ¢ogu canli bulunmustur. Bu tiiriin yapraklan soguga ¢ok dayaniklidir ve -
40 °C’ye tolerans gostermektedir (biyiitme: x220).

Sekil 9.4. Mirver bitkisinin Sambucus sp.) kabuk dokularinda hiicre digt donma. Solda
donmadan once findik kirmuzisi ile boyanmus canli doku kesiti, sagda ise donma
sirasindaki hiicreler goriilmektedir.
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Sekil 9.5. On dakika LN: muamelesinden sonra -30 °C’de muhafaza edilen
kishk dutun kabuk hiicrelerinin elektron mikrograf kesiti. Bu hiicreler daha
sonra -78 °C’de mutlak alkol i¢inde buzlandinlmigtir (biiyiitme: x!0 000).

A TR .~. Ll wx,

Sekil 9.6. -27 °Cden -17 °Cye ¢ozindiiriildilkten sonra, donmug kalibi
¢ikarilan timor hiicresinin elektron mikrograf kesiti (biyiitme: x7 500).
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Hicre i¢i buz kristallerinin olabilecek kiiciik zatratlarina meydan vermemek ve daha
sonra da buz kristalleri zarar verici boyutlara ulasmadan 6nce erimek sartiyla, bitki
hiicreleri hiicre i¢i donma olayinda canli kalabilitrler. Eger sogutma olduk¢a hizli
yapilirsa sadece zararsiz hicre i¢ci donma meydana gelir. Bunda en 6nemli roli
htcre zart oynar.

Hiicre  zar:  gecirgenligi:  Bitki  hiicre  zarlan  gegirgen olmasinin  yaninda, buz
kristalleri icin gecilemez engellerdir. Diustk sicakliga adapte edilemeyen Puma
cavdar cesidinde yaprak pro toplas darinin mikroskop incelemeleri, hiicre i¢i buz
olusumunun gercekte hiicre zarlarnin mekanik zararindan 6nce meydana geldigini
gostermistir. Bu yuzden hiicre ici buz olusumu, plazma zatlarinin her zaman tam
kararli olmadigini géstermektedir (Sekil 9.7) (Grout ve Morris, 1981).

SOGUTMA
Yavasg Hizlh
Buzun hiicre digt Buzun hiicre ici
kristallesmesi kristallesmest

A

Kurutma

(suyun gikarilmasi)
L]

1

Hiicre igi

konsantrasyon

artigtyla hiicre Membran degisimi
iginde hacmin

azalmasi

Membran stabilitesi

I
CANLILIK

Sekil 9.7. Donma oranlarina gére, bitki hiicrelerinin donmayla iligkili
farkli islemleri (Gazeau ve Dereuddre, 1986).
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Bu calismada ayrica hiicre i¢i buz olusumunun, meydana gelme derecesinin
sogutma oranina ve materyalin  kondugu muhafaza soguklugunun minimum
derecesine kuvvetle baglt oldugu beliflenmistir. Kritik sogutma derecesinin tedricen
dakikada 3 °C olarak uygulandigi calismada, sogutma derecesi dakikada 5 °C ve
daha fazla oldugunda, -3 ila -20 °C arasinda minimum sicakltk asir1 derecede
azaldigindan, hicre i¢i buz olusumunun biyik oranda arttufl saptanmugtir

(Steponkus, 1985).

9.2.2.2. Hiicre iginde serbest suyun azalmasi

Asirt diustk sicaklilarda  bitki  hiicresinin - canli  kalabilmesi icin  6nemli faktor
muhtemelen serbest sudur. Dondurucu (donma noktast altindaki) sicakliklarda
htcrelerin - hayatta kalmasi icin serbest suyun azaltlmast mudak gereklidir. Bu
nedenle ¢ogu altkiiltiriin (kiltiir ortaminda 0,5 M sorbitol, 10 ppm ABA ya da %5
DMSO vathginda) sogukta muhafazadan 6nce hucrelerde serbest suyun azaltilmasi
ve hiicrelerin daha az vakuol ihtiva eder duruma sahip olmast istenir.

Hiicrede serbest suyu azaltmak icin sakkaroz (0.3, 05 ve 1 M) ve ABA
kullantlmaktadir. Bu is i¢in yapilan islemlerin sirast soyledir:

1) Altktltir yapilmasi,
2) Krayoprotektant (DMSO, sakkaroz, gliserol, etilen glikol) ilavesi,
3) Hiucre dist donmanin saglanmas.

lave edilen DMSO ve ortamdaki sakkaroz hiicre icindeki serbest suyu azaltir.
Hiicre dist dondurma esnasinda, hiicre i¢i serbest suyu azaltmak icin bir bagka
yontem de oOndondurmadir. Sogukta muhafaza vitrifikasyon yontemiyle (cok hizlt
sogutma ve hizli ¢6zindirme) yapildiginda, yiksek ozmotik degere sahip ¢6zeltide
1slanan  materyal, siddetli bir plazmolize ugrar, bu da serbest suyun azalmasiyla
sonuglanir. Elde edilen bu sonug, sivi nitrojene dogrudan daldirma ve hizli
¢ozindirmeyle, kalan serbest suyun vitrifikasyonunu kolaylastirir. Eger dokular,
tohumlar  gibi kututulmus halde ise, aymi sekilde dokularmn basit olarak
kurutulmastyla da serbest suyun azaltilmast basarilabilir. Dolayistiyla tohumlar gibi
kurutulmus durumdaki dokular sogukta muhafazaya dayanabilitler.

9.2.2.3. Ondondurma yoéntemi

Daha o6nce agiklandigr gibi, hiicre dist olarak donmus hiicreler sicakligin diigmesiyle
tedricen  kurutlar  (Sekil  9.8). Bu  ylzden soguga  dayanikli  hicrelerin
kurutulmasinda, hiicre dist dondurma en etkili yontem olarak kabul edilir. Farkl
derecelerde kurutup dondurmada; kisa dayanikli dokular ILNa’ne daldirlmadan
once farkll sicakliklarda dondurulup sonra 0 °Clik hava icinde yavasca
cozundurtldiklerinde (Sekil 9.9), -25 °C’nin altinda 6n dondurulmus hiicreler canlt
kalmiglardir. Buna kargin -15 °C’nin ustinde 6n dondurulmus cogu hicreler
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Slmuslerdir. Bu aragtirma gostermistir ki, -25 °C’nin altindaki 6ndondurmayla

hticrelerdeki donabilir su kurutulmustut.

100r

80r

Hizhs
cozlindirme
(400 °Css)

60

(1°C/ss)

*1e Canlilik

Yavas cOzindirme

5§ 0 -8 20 -5 -%

Ondondurma sicaklidi (°C)
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Sekil 9.8. Frontier cavdar
¢esidinde soguga dayaniklt (0)
ve duyarlt (o) bitkilerde donma
egrisi. Stvi nem igerigi an,

kum 6rnegin birim graminda
suyun agirhigr olarak verilmistir.
Bu sicakliga karst ve sicakligin
su miktanyla resiprok
degisimine gore planlanmustir.
-2,5 ve -40 °C arasindaki
sicakliklarda, Lt’ye karst T
noktalan hiperbol olarak; Lj ye
karst 1/T noktalarinda (0,1 °C
sicaklikta) en uygun hat ise bir
dogru olarak cizilmistir.
Soguga dayanikli Frontier
cavdarlar -24+1 °C’de, duyarlt
cavdatlar ise, -5 +1 °C’de
olmislerdir.

Sekil 9.9. Yavas ve hizli
¢Oziindirmede,
6ndondurma sicakliginin
canlilik tizerine etkisi.
Kabuk dokusu parcalan
0,05 mi su ile lamel arasma
yerlestirilerek,
6ndondurmayr takiben stvi
nitrojene daldirilmis ve
sonra hizli (30 °C suda -400
°C/ s) ya da yavas (0 °C
havada -1 °C/s)
¢coztiindurilmustir (Sakai,
19606).
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Stvi nitrojene daldirildiktan  sonra  (Stanwood, 1985; Sekil 9.10, Sekil 9.11),
hiicrelerin = canliigini muhafaza etmek i¢in gerekli 6ndondurma sicakligi, soguga
dayaniklilikla yakindan iliskilidir. Soguga dayamikli 6rnekler daha az 6ndondurma
isterler. Soguga dayanikli olmayan materyallerde 6ndondurma, daha az (hafif dugik
sicakliklarda) ya da krayoprotektandar ile 6n islemden sonra uygulanmaktadir.
Kultire  edilmis  htcre ve  meristemlere  LNa’ne  daldirlmadan  Once,
krayoprotektantlarin  varhiginda -30 °C ya da -40 °Cde ondondurma iglemi

uygulanir.

Giris kapag
Cift duvarls (cidarli)
bosaltilmis kovan (dis kabuk)

Doner tepsi
bolmesi

(-196 )
Tohum 6rnedi
konan metal
sepet (kutu)

\

Sekil 9.10. Likit nitrojen depolama tanki (s1v1 fazda bitki kiiltiirlerinin

depolanmast).

Giris kapagi
L. Cift duvarli (cidarli)

bosaltilmiskovan (dis kabuk)

Doner tepsi
bolmesi

=

«150%C)
Kiltir 6rnedi
konan metal
sepet

(-196°C’

Sekil 9.11. Likit nitrojen depolama tanki (buhar fazda bitki kiiltiirlerinin

depolanmast).
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9.2.2.4. Vitrifikasyon (camlagtirma) yontemi

LN: sicakhiginda canliligin muhafazasinda bir baska yontem, c¢ok hizli sogutma

yontemidir. Bu yontem, LN sicakligina digsirmek igin yapilan hizli  sogutma

sirasinda buz kristallerinin gelisme sicakligindan (genellikle -10 ila -40 °C arasindaki

sicaklik zonundan) hizla gegcilirtken olusan hiicre ici buz kristallerinin gelismesinin
engellenmesinden ibarettir (Sekil 9.12).

Sekil 9.12. %50
o e polivinilprolidon
‘} cozeltisi iginde
‘: donma sicakligi
E bakimindan buz
4 kristalinin geligme ve
/ \ cekirdeklegme oram.
Sk l, : \‘ 1250 1 Sol kenardaki egri
| ‘ ' { buz kristalinin

\ / | 200 gelisme oranini,

! \ / i 1 sagdaki ise buz

L | Gdi;mc\ | knstalinin
3 » \

i

\ / ] ‘i cekirdeklesme

Gelisme orani (mm/dak)
~

(niikleasyon) oranini
gostermektedir. Sol

|

2 !

/Cekideklesme
\ Vs g otrdinatta buzun
/ ' 4 450 radyal gelisme oram
/\ ; (mm/dak), sagda ise
¥ {
ol = 7.y A q - UDSInEn { BT 110 gekirdeklesme oram

o] -0 -20 30 -40 -50 -60 -70 -80 -90

Sicakhk C

(niikleasyon, cm?2/s)

verilmigtir.

Soguga ¢ok dayanikli dut agaciun (/Morus sp.) kabuk hiicreleri, oda sicakligindan
dogrudan LNeone daldirilip sonra 0 °C hava icinde yavasca ya da 30 °C sicakliktaki
suda hizla ¢ozindirildiklerinde, hizla ¢ozindirilen hiicrelerin hepsi canli kaldigt
halde, yavas ¢6ztindirilen hiicrelerin hepsinin 6ldiagi saptanmistir (Sekil 9.13).

299



Y. Emeklier

W00p -+~ 0 ----0-0.q Sekil 9.13. Siv1 azottan gikarildiktan
9 OL ‘b /,//" sonra, ¢6ziindiirme iglemlerinde
sicaklik degigiminin hiicre
80r “w aw . . .  yaralanmalarina etkisi. Dut kabuk
0 gozundurme egrisi hiicreleri -10 °C’de 6ndondurularak
/ : . LN.5ye daldirilip, hava i¢inde (0 °C)
g— 80 / f i Yava§ gozundurme yava;;‘a 2,6 °C/P s oraninda)
0 s ! ¢oziindiiriilmisiim L"’den
Wk Canlilik ¢ grisi gikarildiktan sonra doku pargalan 30
¥ ] °C’de suya daldirilarak gesitli
30r  / ' sicakliklarda hizla ¢ézindiiralmiigiim
200 / Hizh 9 Gesitli sicakliklarda hizla
| C 6zindirme 4 ¢ozundiiriilen doku pargalarindaki
1 é} Z dsof gmpop | “ b EN o hiicrelerin canlilig1, canlilik egrisinde

goriilmektedir. Sicaklik 0,1 mm sabit

0 0 20 30 & S & 70

bakir sicaklik pili ile saglanmus ve

Siire (Saniye) osiloskop ile kaydedilmistir.

Bu  sonuglar islemlerinde
¢ozindurtlmis hiicrelerin  hepsi  6lmektedir. LN2'de gesitti sicakliklara ulagildiktan
hemen sonra yavas c¢oézundirme sirasinda, zararlara neden olan sicaklik degisimini
saptamak doku pargalari, 30 °C  sicaklikta daldirilarak  hizla
cozundurulmetidit. Hemen hemen butin hucreler -40 ila -30 °C arasinda birden
bire o6lmektedir (Sekil 9.13). Bu durum c¢ok hizli sogutulmus htcrelerde, 300-500
A%den kuglk, zararsiz hiicre i¢i buz kristallerinin  olugsmastyla izah edilmektedir.

actkca  gostermektedir ki ¢6zindlirme yavas

igin suya

Yavas c¢ozindirme sirasinda sézkonusu bu ince kristaller zarar verici boyutlara
ulasir ve hiicreleri 6ldiiriir. Ote yandan hizh ¢oziindiirmede, ince buz kristallerinin
zarar verici Olctilerde gelismesine zaman kalmamaktadir.

Soguga toleranst az olan hiicre kultirlerinin sogukta muhafazasi icin vitrifikasyon
yontemi son zamanlarda sikhikla kullanilmistr (Uragami ve ark., 1989; Langis ve
Steponkus, 1990; Sakai ve ark., 1991a,b; Yamada ve ark., 1991).

Kiltire edilmis hiicreler ve somatik embriyolar, krayoprotektantlar [6rnegin 2
no’lu bitki vitrifikasyon ¢6zeltisi (PVS2) = %30 gliserol, %15 etilen gikol, 0.4 M
sakkaroz icinde %15 DMSO] ile zenginlestirilmis yiksek ozmotik degere sahip
¢ozelti icinde plazmotize edilerek kurutulup, dogrudan LNz’ne daldirmayr takiben
hizla canlt  kalabilmislerdir. Bu
vitrifikasyon ¢6zeltisinin toksik etki gdstermesidir.

¢oziinduruldiklerinde yontemin  bir  problemi,

Vitrifikasyon ¢Ozeltisi icinde uzun sureli inkiibasyon (zarar verici toksik bilesiklerin
ortaya c¢tkmast suretiyle) hicrelere zarath olmaktadir (Sekil 9.13). Bu yiizden en
uygun inkiibasyon stresinin bulunmast gereklidir. Cinkd bu sire dokulara, tirlere
ve inkiibasyon sicakligina goére 3-20 dakika arasinda degismektedir (Sekil 9.14, Sekil
9.15). Vitrifiye edilmis materyalin LN="ne dogrudan daldirmadan sonra, daima
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UNDb’de depolanmast zorunludur. Asirt distk sicakliklara kisa stire maruz kalmak
bile canlilik oranim azaltmaktadir (Tablo 9.5).

Sekil 9.14. PVS2’ye 25 °Cde

10 O[‘" ERG A o—o Kontrol maruz birakilip vitrifiye edilmis
— Vitfiﬁy( edilmis hiicrelere uygulama siiresinin
canlilik iizerine etkisi. Hiicreler
80 25 °C’de PVS2nin yer aldig1 1,8
x E ml plastik tiip iginde farkli
é siirelerde tutulup sonradan 30
s 60 dakika igin dogrudan LN: icine
L£ daldirilmagtir. Hizl
<40 ¢oziindiirtmeden sonra hiicre
siispansiyonu 1,2 M sakkaroz
igeren 2 mPlik MT ortam
20 tizerine yayilmugtir. Kontrol
uygulamasi ise -196 °C’ye
0 sogutmaksizin vitrifiye edilmig
Ql: &Ik 6 8 13012 1ldlarr 36 plBr1i 20 hiicrelerdir. Diigey bar standart
" hatay1 (S,) gostermektedir
Maruz kalma suresi (dakika) (n=2).
—p- - 100
4 T . h -
\ 25°C % 0'c
80 \ pou e <k Kontrol
% 60 4 - 601
f . Vitrifiye edilmis : d Vitrifiye edimis
5 o
g
20 4 20
0 T v | 0 : e
9 re 20 30 0 10 20 30 40 50
Siire (Dakika) Sire (Dakika)
Sekil 9.15. 25 ya da 0 °Cde PVS2ye maruz birakma ve vitrifikasyonla -196 °Cye
sogutmada, uygulama siiresinin meristemlerin canlilig1 {izerine etkisi. Apikal meristemler

altkiiltiirti  takiben 25 °C veya 0 °C’de farkli siirelerde PVS2 ile muamele edilip, sonra 30

dakika igin dogrudan LN2*ye daldirilmugtir. Her birinde yaklagtk 20 meristem olan 2
tekrarlama test edilmigtir. Diisey bar standart hatayr (S,) gostermektedir (n=2). Kontrol
uygulamasi bir onceki gibi -196 ©°Cye sogutmaksizin vitrifiye edilmis meristemlerdir.

Konr< olde tekrarlama yapilmamugtr.
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Tablo 9.5. Vitrifikasyonla -196 °Clye sogutulup hizh ¢éziindiirmeden 6nce tutulan
sicakligin apikal meristemlerin canlilig: izerine etkisi.

Tutulan Sicaklik ve Siite % Canliik + S_

Kontrol3 75 +3
-70 °C’de 15 saniye 67 * 16
-70 °C’de 30 saniye 51 +8
-70 °C’de 1 dakika 1513
-70 °C’de 5 dakika 0to0

“Vitrifiye edilmig meristemler -196 °Ciye sogutulmug ve -70 °C’de tutmaksizin hizla yeniden
¢ozundirilmiigtiir.

Bu calismada altkiltire edilmis meristemler PVS2 ile 5 dakika 25 °C’de muamele
edilmistir.  Meristemler 1,8 mFlik tiplerde ILN:’y¢ daldinhp sonra hizla
coziindiirmeden 6nce, derhal -70 °Clik banyoda cesidi siirelerde tutulmustur. Tki
tekrarlamada yaklastk 20 meristem test edilmistir. Simdiye kadar bu yeni y&ntem
yalnizca birka¢ derece (°C) soguga dayaniddi ve kurutmaya toleransh  bitki
kultirlerinde basard: olmustur. Kurutmaya duyarlt bitkiler ya da dokular de soguga
duyarli kiltirlerin - sogukta muhafazasinda yiiksek canlilik icin daha ¢ok sayida
arastirmaya gercksinim  vardir. Herhangi bir yaklasim vitrifikasyon —¢6zeltisinin
toksik etkisini azaltabilir.

9.2.2.5. Hizli sogutma ve hizli ¢oézundiarmeyle 6ndondurma ydnteminin
kombinasyonu

Cesidi  sicakliklarda 6ndondurulmus, soguga cok dayanidi hiicrelerin - canliligt
lzetine ¢ozindurmenin  etkderi daha o©nce acgiklanmistir. -20°C’nin  altinda
ondondurulmug  hiicrelerin - canliligr  Gzerine, ¢6zindirme oranimnin  ciddi  etkderi
bulunmustur (Tablo 9.5). Bu durum g6stermistir ki, kismen kurutulmus hicrelerde
hala bir dereceye kadar donabilir su kalir ve sogutma islemlerinde bu sudan,
zararsiz, ince hicre ici buz kristalleri olusur. Bunlar geliserek (buz nikleasyonu)
yavas ¢Ozundurme sirasinda hiicrelerin 6liimine neden olutlar. Hizli sogutma/hizli
¢ozundirme yontemi, Ondondurmayla kombine edddiginde, Onceden uygun
krayoprotektant uygulanmis soguga az dayanildi veya duyarli 6rneklerin  sogukta
muhafazasinda ~ ¢ok  yararlh  bulunmustur. Hicreler  donma  sicakligina
konulduklatinda, DMSO gibi krayoprotektant maddeler hiicre icinde kalan stvi su
miktarint  artirir (Sekd  9.16). Bu maddeler uygulanan sicaklikta agirt su  kaybini
engellemektedir. DMSO yardimiyla htcre icinde kalan stvi suyun c¢ogu, donmaz
karakterde olabilmektedir. Eger bunlar sekerle kombine edilerek kullanilirsa,
DMSO hiicre zarinin gecirgenligini artirarak hiicre icine seker girisine yardimct olur
(Sekil 9.17). Cezayir meneksesi 200 no’lu hiicre hatti, 1 M’dan ytiksek sorbitol agarh
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ve agarsiz, cesitli krayoprotektantlar ile 4 giin yapilan alt kiltir islemlerinin donma
egrisi cizilmistir. Sorbitol, Rosaseae fam. bitkilerinde ¢ok kullanilan bir sekerdir.
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Sekil 9.16. Bs ortami iginde DMSO, CaCl. ve KClle 1 saat altkiltiir yapilan 916 (soldaki)
ve 200 (sagdaki) no’lu Cezayir meneksesinde (1Vinm rosed) donmayan suyun egrisi (A: %10
DMSO’da 1 saat, O: %5DMSO’da 1 saat, *: kontrol, A: 0.64 osmolar CaCb’de 1 saat, O:
0.64 osmolar KCI’de 1 saat).

Aym sekilde sogukta muhafaza Oncesi altkiltir uygulamast da, hicre icinde
donmayan likit su miktarini artrmaktadir (Sekil 9.17). LNrne daldirlmadan 6nce
sogutma oranlari cogunlukla 0.3 ve 1 °C/dakika arasinda uygulanmakta, hucreler -
30 °C ya da -40 °Cye yavagca dondurulmaktadir (6ndondurma). Daha sonra
hiicreler rej enere edildiklerinde hizli ¢ézindirme uygulanmaktadir. Bu uygulamayla
bir cok meristem ve hiicrede yitksek canlilik saglanmaktadir (Sekil 9.18).

9.2.2.6. Hizli 6ndondurma yontemi

Bu yontem, plazmolize ederek kismi kurutmayla kombine edilmis 6ndondurma
yontemidir. Dokularin  serbest suyunun alinmasi igin bir baska alternatif yontem,
bunlarin  yiksek ozmotik degere sahip madde uygulamast ile kombine edilerek
kurutulmasi, sonra 6ndondurmanin uygulanmasidir. Bu yontem programlanabilir
bir dondurucu gerektirmez ancak, -30 °C’ye ayatlanmis bir detin dondurucu
gerektirir.
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Sekil 9.17. Cezayir menekgesinde alt kiiltiir iglemlerinin donma egrisi (solda; A: 0.5 M
sotbitol + %5 DMSO’da 1 saat, A: 1 M sorbitol’da 20 saat, O: 0.5 M sorbitol’da 20 saat, *:
kontrol, sagda; A: 1 M sotbitol + %5 DMSO’da 1 saat, O: %5 DMSO’da 1 saat, A: 1 M

sorbitol’da 20 saat, *: kontrol).

70 v ¥ v T

Canlilik (*s)

Sekil 9.18. LN. igine daldirma ve
sonra hizla ¢ozindiirme iglemleri
oncesi gegitli sicakliklarda yapilan

yavag dondurma igleminde havug

(A), kuzuyosunu (m) ve soya (*)
protopla s darinin canliik oranlan.

p " Canliigin  tahmini  diasetik  asit
O -10 -20 -30 -40 -50 -60 tuzu ile gesitli renklerde boyanma
Coziundurme sicaklidi (C) ile yapilmugtir.
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Yiksek ozmotik degere sahip maddeler aynen krayoprotektandar gibi calisitlar.
Gliserol (%18-30, a/h) ve sakkaroz (%5-13, a/h) kombinasyonu c¢ok etkilidir
(Tablo 9.6). Materyaller tamamen protektant (koruyucu) icine batirilmak ve oda
sicakliginda 10 dakika inkibasyonu saglanmakdir. Sonra bunlar hemen -30 °Clik
buhar fazina tasinmakdir. Bir saadik inktbasyondan sonra, materyal dogrudan IN:
icine daldiridmakdir. Bu yontem buz asllamayr ve 6ndondurmayi gerektirmez. Bu
caksmada, MT ortam icinde 0.4 M sakkarozla desteklenmis (25 °C’de 10 dakika
inkiibasyon) yumurta hucrelerinin  sogukta muhafazasinda ortamda ¢6zindirilmis
cesitli krayoprotektandar karsilas tirilmis tir. LISE’ye konmadan 6nce kiigiik (0,5 ml)
kamiglara konulan hicreler -30 °C’de 30 dakika dondurucuya yerlestirilmistir. 40 °C
suda hizla ¢oziindirmeden sonra, hiicreler 1.2 M sakkaroz iceren 2 mlI MT ortama
yayilmuslardir. Her uygulamada, her birinde 100 hiicre kiimesi bulunan 2 kamis
kullamlmis  ve bunlardaki hicrelerin  canliligt  incelenmistit. Hizli  6ndondurma,
yavas ondondurma yoénteminden daha basit olmakla birlikte, bosluklu dokularin
azaltlmasinda olduk¢a sinirll sonu¢ vermektedir. Bu ylzden bazen olumlu sonug
alinmasi zordur. Bogluklu dokularin azaltilmast icin stk stk altkiltiir yapilmalidir.

Tablo 9.6. Ondondurmadan (30 °Cde) sonra LNwe daldirilan hiicrelerin canliligt itizerine
krayoprotektantlann etkisi.

Krayoprotektant % Canliik + S
2 M etilen glikol 49.7 £ 1.6
3 M etilen glikol 323+1.9
2 M propilen glikol 66.1+1.4
3 M propilen glikol 356+ 1.8
2 M gliserol 912+ 1.4
3 M gliserol 804t 15
2 M DMSO 63.4+1.8
3 M DMSO 52.5 1.6

9.2.2.7. Kurutma yéntemleri

Bitkiler gelismelerinin  belirli dénemlerinde, tohum ve ¢icek tozu olusturma
dénemlerinde kurutmaya oldukca toleranshidir. Bu sunu ifade eder, bitkilerin bir
¢ogu kurumayr tolere edecek sorumlu genlere sahiptir. Ancak bunlar birkag 6zel
doku ya da organin gelisme dénemi hari¢, mudak goénilli olarak kendilerini belli
etmezler. Kurutma yonteminde hormon uygulamast (genellikle ABA), ya da yiiksek
dozda ozmotikum uygulamast ile potansiyel kurumaya (doku ve organlarin kendi
genetik yapilarinda mevcut) toleransin  kontrolii amaglanir. Eger doku kurutmaya
bir dereceye kadar tolerans gOsterirse, ki bu dénemde hiicrelerde serbest su yoktur
ve bunlar tohumlara uygulandigi gibi, oldukca disiik sicakliklarda kolaylikla canlt
kalabilirler.
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Disaridan verilen (eksojen) ABA ya da yiksek ozmotik degere sahip maddelerle
yaptlan 6n uygulamayla, doku ve organlarda olusturulan ABA diizeyi artirihir. Bu
artisla bitkilerde kurakliga toleranst saglayan genlerin sorumlulugu tesvik edilir ya da
dokular ABA’e toleransa ya da uyuma sahip olurlar. Uyardmis genler hiicrelerin
kurakliga alismasini, muhtemelen hiicre ici bilesiklerin ve hiicre zarinin gecirgenlik
ozelliklerinin ~ degismesini  saglamaktadir. Ortama disaridan verilen sakkaroz, bu
alismaya yardim etmektedir. Yavas ya da hizli kurutmayla uygun su oranma ulasilr,
bu esnada hi¢ ya da ¢ok az su serbest kalir. Béylece hiicreler LN= sicakligina
sogutulabilir, sonrada ¢6ztindirilebilitler (Sekil 9.19).

100¢
90r \
L 8 0 " N x
- . b .
e 70 \ . Sekil 9.19. Farkl nispi
= 601 % ANESe nemde kurutma sirasmda
E 50F ?" somatik embriyolarin nem
8 4LOF ‘.‘ oraninin degigimi. Yapilan
‘E' 30F 04 kurutma islemi sonucunda,
Z o RME0% s Do 13.8% %60 nispi nemde
SO~ con Penm e nin o .
10 LiRG-g . o embriyolar daha hizl
. i , : L X o ) ‘-8‘ *le kurutulmusg ve final nem
0 0 ) 2 3 4 S 6 7 oram %65 nispi nem

- T oranina gore daha diigiik
Kurutma siresi (gun)

bulunmustur

Shimonoshi ve ark. (1990), kavun somatik embtiyolarinda daha bilytk ya da daha
olgun embriyolarin (2-3 mm), kiiciiklere goére kurutmaya daha yiksek tolerans
gosterdigini saptamustir (Tablo 9.7). Kurutmaya tolerans icinde bir dénem vardir ki,
bu bagka bir nedene baglt olarak degisir gibi gériinmektedir (Sekil 9.20, Sekil 9.21)

Ancak  dokularin  kurutulmasinda  ¢6zimlenememis  bazt  problemler  vardir.
Ornegin, bazi dokular ABA’e karsilik verebilir ya da bazt dokular veya bitkiler
yuksek derecedeki sicakliga toleranst gostermeyebilir. Tolerans iginde dokularin
kendine has yapilart ve bitki cesitlerinin farkliligt ile ABA’e duyarlilik ya da yiksek
ozmotik  degere sahip maddeler kurutmanin bircok bitki ya da dokuya
uygulanabilirligini azaltmaktadir. Kurutmada bir baska problemde kiltire edilmis
materyalin, tohum icindeki zigotik embriyodan farkli olarak (somatik embriyo ya da
anterik  embriyo gibi) uzun sireli kurumaya karsihk muhakkak korunamaz
olmasidir. Cunkld tohumlar koruyucu tabaka (bariyer) olarak, tohum kabuguna
sahiptir. Bir ¢cok tirde de tohum kabuk hiicreleri farkli 6zelliklere sahiptir.
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Sekil 9.20. Kultir
edilmis kavun stirgiin
yaprakciklannin yavas
6ndondurma yontemiyle
sogukta muhafazasi.
Ustte, kavunun kiiltiire
edilmis stirgiin
yaprakgiklan, altta
sagda kalture edilmis
kavun stirgiin
yaprakgciklannin yavas
6ndondurma yéntemiyle
sogukta muhafazasindan
rejenere edilen bitkiler,
altta solda
6ndondurma
yapilmamis kontrol
bitkileri g6rilmektedir.

Sekil 9.21. Sagda
kiltire edilmis kavim
somatik embriyolarinin
yavas 6ndondurma
yontemiyle sogukta
muhafazasindan
rejenere edilen bitkiler,
solda 6ndondurma

yapilmamis kontrol
bitkileri.

307



Y. Emeklier

Tablo 9.7. Farkli nispi nemlerde kurutulduktan sonra sogukta muhafaza edilen kurutulmug

embriyolarin canlilik oranlan.

Kurutmadan Sonra Sogukta

Kurutulmusg Mubhafaza Edilmig

Nispi Test Edilen  Canlt Test Edilen  Canli
Nem Embtiyo  Embriyo  Canliik®  Embriyo  Embriyo  Canlihk
(%>> Boyut? Say1s1 Say1st (%) Sayis1 Sayis1 (%)

50 S 34 9 26 36 5 14

50 M 46 18 39 42 16 38

60 S 35 4 11 35 5 14

60 M 45 19 42 40 22 55

60 L 24 14 58 23 15 65

65 S 36 7 19 34 7 21

65 M 44 21 48 42 19 45

65 L 25 10 40 '23 13 57

AKurutma siireleri %50 ve %60 nispi nemde 4 giin, , %065 nispi nemde 5  giin olarak

uygulanmigtir, 2Embriyo Olgileri uzunluklarma bagl olarak 3 grupta smiflandirilmugtir, S:
kigik (1 mm), M: orta (2 mm), L: biiyik (3 mm), 3Canlilik kéklenme veya siirgiin vermenin

yesil rengi baz alinarak degerlendirilmigtir.

9.2.2.8. Absisik asitin fizyolojik tepkileri

Bitkilerde buyimeyi tesvik eden hormonlar (oksinler, gibberellinler, sitokininler ve
poliaminler) yaninda, buyimeyi engelleyen hormonlarda (absisik asit ve etilen)
vardir (Wareing ve Phillips, 1978; Roberts ve Hooley, 1988). Absisik asit bitkilerde
dogal olarak buyumeyi engeller. Bu engelleme bitkilerde ksantoksin (sart renk
pigmenderinin olusturdugu madde) olusumuyla yakindan iligkilidir. Hentiz ticari
uygulamasi olmamakla Dbirlikte, ABA arastirma amagh kullandmaktadir.  Absisik
asidin bitkilerde olusturdugu fizyolojik tepkiler sunlardir:

1) Absisyon: Absisik asit yaprak ve meyvelerde kopma veya dismenin tesviki ile
yaprak sapi tabaninda biyimeyi durdurucu etkide bulunur. Bitkilerde goriilen
bu olaya absisyon denir.

2) Dormarisi: -~ Doku ve organlarda fizyolojik uyku devresi olusturur.
Dormansinin  kirilmast belli bir siire soguk veya sicaklik uyarimi, ve hormon
uygulamasi ile saglanabilmektedir.

3) Gaz girisinin kontrolii: Doku ve organlarda, stomalar tarafindan su ve gaz
(CO:= ve Og) girisinin kontrol edilmesini saglar.
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4) Biiyiimenin engellenmesi: Biyimeyi tesvik eden uyaricilarin aksine, biylmeyi
engeller.

5) Hiicre etkilenmesi: Hucre zarnin gegirgenligi tzerine etkin olur. Hiicreye daha
fazla madde giris cikist olur.

6) Stres kogullatinda adaptasyon: Hucrelerin cgesitli olumsuz kosullara uyumunu
saglar. Bunlar, donmaya, udsiimeye, kuraga, sicakliga, mekanik wuyarilara ve
tuzluluga uyum olarak sayilabilir.

9.3. Kiiltiire Edilmis Materyalin Sogukta Muhafazasinda Ornek Kurallar

Kiltire edilmis hiicrelerin  ve meristemlerin  sogukta muhafazasinda ginimiizde
doért yontem ya da strateji uygulanmaktadir. Bunlardan tc¢l yavas 6ndondurma
yontemine gbre daha yeni olup, birgok yaklasim cesitli materyale uygulanmaktadir.
Bu yontemlere iliskin kurallar sunlardir:

1) Yavas 6ndondurma kurallari,
2) Hizli 6ndondurma kurallari,
3) Vitrifikasyon kurallari,

4) Kurutma kurallaridir.

9.3.1. Yavag 6n dondurma kurallar

Kiltire edilmis hiicreler ve meristemlerin  ¢ogu dondurulmaya duyarlidir. Bu
yuzden hiicre ve meristemlerin bagarii bir sekilde sogukta muhafazast icin en
o6nemli sey, soguga az ya da hi¢c dayanikli olmayan materyalin canhihigini strdirmek
icin LN: icine daldirmadan 6nce yaklagtk -30 ila -40 °C arasinda bunlarin
ondondurulmasidir.  Sekerler, sorbitol, etilen, glikol, gliserol, prolin ve DMSO,
donma zararim Onlemede etkili bulunmus kimyasallardir. Bu kimyasallar icinde
DMSO ve etilen glikol hari¢ digetlerinde soguga az dayanan ya da hi¢ dayanamayan
hicrelerde sogukta muhafazada alman sonuglar, muhafaza bakimindan ¢ok azdir ya
da yetersizdir. Buna karsin bu iki krayoprotektantin bitki hicrelerine yayiimi ya da
niifuz etmesi ¢ok kolaydir.

Yiksek molekil agithiklt 6teki koruyucu maddelerin DMSO ile kombine edilip
kullanilmasi, bunlarin hiicre icine ntfuz etmelerine yardimect olur. DMSO hiicre ve
hiicre duvarinin  gecirgenligini  artirmaktadir. Bireysel materyale (tir, ¢esit, doku,
organ) uygun degisiklikler yapilmak kaydiyla, yavas Ondondurma igin temel
protokol asagidaki adimlari icerir (Sakai, 1985; Sekil 9.22): 1

1) Hiicre kualtarantn hasadi ya da apikal meristemin izalosyonu yapilir.
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2) Materyale uygun 6n islem ya da 6nkdiltiir yapilr. Bu islem iki sekilde uygulanir:

4

5)

1. kiltiire edilmis hiicrelerde:

a) 0.5-1.0 M sorbitol ya da sakkaroz ilave edilmis kultir ortaminda 16-48 saat
onkiltir yapilarak,

b) 10-20 ppm ABA varhiginda 2-7 giin 6nkdltir yapilarak,

¢) %5’lik DMSO ile 1-2 gin 6nkdltir yapilarak,

1i. apikal meristemlerde:

a) Agar kultir ortaminda, 15tk altinda 2 glin 6nkdltir yapilarak (6rnek: patates),
b) %51k DMSO’nun ilave edildigi kiltir ortaminda 2 gin ya da 0.5-1.0 M
sorbitol veya sakkaroz ile 1-2 giin 6nkdltir yapilarak

Ondondurma éncesi krayoprotektandarin ilavesi damla damla yavagca ya da seri
halde damlatilarak hizla dogrudan yapilabilir. Krayoprotektandann, protoplast-
lara ilavesi genellikle yavasca ya da damitilarak yapilmaktadir.

Materyalde donmayt baglatmak icin -7 ila -10 °Cde buz agilamast yapilir.
Donmadi baslatmak icin tipin alt kismi stvi azotta sogutulmus celik cubuga
dokundurulur (Sekil 9.23). Dondan koruyucu maddelerin alimindan sonra tip
bu sicaklikta 30 dakika kadar tutulur. Programlanabilir dondurucu ile -30 ya da -
40 °Cye yavasca (0.3—1.0 °C/dakika) ya da soguk banyosu ile dikkatli adimlarla
sogutulur (Sekil 9.22). Final 6ndondurma sicakhiginda (-30 ya da -40 °C’de) 10-
20 dakika bekletilir.

Ornek materyal LN: icine daldirilir ve orada depolanir. Depolama ILNa’nin
buhar ya da likid fazinda yapilir.

6) Hizl ¢oziindiirme yaklagtk 37 °C sicaklikta su banyosunda yapilir.

7)

Krayoprotektandann materyalden uzaklagtirilmas: asagidaki yontemlerden  biri
ile gergeklestirilir:

a) Sulandirmayla krayoprotektant madde (6rnegin DMSO) yikanir, damlatma
yoluyla kultir ortami ya da %3 sakkaroz ilave edilir, sonra taze kultlr
ortamina alinir.

b) Krayoprotektant maddeyle bulasik 6rnek dogrudan filtre kagidinin {zerine,
bir tabaka halinde alir ve filtre kagidinin en st tabakasi yikanmaksizin agar
ortamin Uzerine transfer edilir. Birka¢ saat veya bir gin sonra filtre kagidiyla
bitlikte 6rnek, bir baska taze ortama transfer edilir.

8) Kiltiire edilmis materyalin yeniden kiiltire alinarak canlilik kontrolii yapilir.
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9.3.2. Hizli 6ndondurma kurallari

1) Uygun doénemde kilturlerin se¢imi Onemlidir. Genellikle biiyiimenin hizlandig
dénem bagindan, blyimenin orta hizda siurdigi doneme kadar olan zaman
uygundur. Bu ylizden kiltiirtin yaglanmast uygun degildir.

311



Y. Emeklier
2) Yiksek ozmotikum ortaminda (0.3-1.0 M sakkaroz ), 1-3 giin kadar Onkdltir
yapilir ancak, mudak gerekli degildir.

3) Ufak siseler ya da tiipler icindeki hiicrelere 0.5-1 ml krayoprotektant (%5-30,
a/h, oraninda sakkaroz ve/veya gliserol) dogrudan ilave edilir.

4) Oda sicakliginda 5-10 dakika krayoprotektant maddenin inkiibasyonu beklenir.

5) Tupler -30 °Clye haztlanmis (buz agilamast yok) dondurucunun buhar fazina,
dogrudan transfer edilir, bir saat burada bekletilir.

6) Sonra derhal USU’ne batinlir ve depolanir.
7) Cozundurme tiplerin 40 °C sicakliktaki suya batirilmastyla yapilir.
8) 1 M sakkaroz ilave edilmis suyla krayoprotektant madde 5 kez yikanur.

9) Kiiltirler dogrudan rejenerasyon ya da altkiltiir ortamina alinirlar.

9.3.3. Vitrifikasyon kurallar1
1) Uygun dénemde kiltiir ya da uygun boyu darda materyal se¢imi yaplir.

2) 0.3-1 M sakkaroz iceren ortamda (yiksek ozmotikum) 6nkiltir yapilir ancak bu
islem mudak gerekli degildir.

3) Ufak sise veya tiip icindeki materyale dogrudan 0.3-0.5 mi vitrifikasyon cézeltisi
ilave edilir. Bu ¢ozelti oransal olarak gliserol : etilen glikol : DMSO : sakkaroz
(%30 : %15 : %15 : %5 veya %I15’lik sakkaroz, a/h) seklinde hazitlanir.
Materyale gore oOrnekler oda sicakliginda (20-25 °C) veya 0 °C’de 1-20 dakika
inkiibasyon igin bekletilir.

4) Tupler dogrudan LN: icine batirilir ve depolanir.
5) Tuplerin 40 °C sicakliktaki suya batirilmastyla hizli ¢6ziindiirme yapilir.

6) Buzlar c¢o6zindirildikten sonra vitrifikasyon ¢ozeltisi 1.2-1 M sakkaroz (buzda
sogutulmus) iceren suyla sulandirilip dogrudan 5 kez yikanir.

7) Filtre kagidi tzerine toplanan materyal cikarilir ve filtre kagidinin tzerinden yart
kati ortam Uzerine alinarak yeniden kulttr yapilir veya rejenerasyon saglanit.

9.3.4 Kurutma kurallar1 (yapay tohumlarin sogukta muhafazasi)

Kurutma yontemi, somatik embriyolarin, embriyogenik kallus ve belitli tirlerin
meristemlerinin  sogukta muhafazasinda kullanilabilmektedir. Bu yontem en basit
yontemlerden biri olup, programlanabilir dondurucu gerektirmez. Cunkd, 6rnekler
kurutulmustur ve bunlar tohumlar gibi ele alinabilir ya da onlar gibi muamele
edilebilir. Ancak, bitki dokularinin timii kolayca kurutmaya tolerans gésteremezler.
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1)  Somatik embriyolarin  (genellikle 2-3 mm boyutunda) ve embriyogenik
kalkislartn  uygun gelisme doneminde secilmesi gerekir. Uygun meristem
boyudannin segimi, i) apikal ya da lateral olarak, ii) primordiyal yaprakeik
sayist olarak ve iii) tiim tohumcuk olarak diguntlr.

2) 10 ppm ABA ihtiva eden ortamda 2-3 gin onkiltir ya da seri halde artan
yuksek ozmotik degere sahip ortamda ikiser giin bekletilerek Onkultir yapilir.
Materyal 0.3 M sakkarozdan 1 M sakkaroz ortamina kademeli transfer edilir
0.3 —» 0.5—» 0.7 —» 0.9 —P 1 M). Her ortamda 2’ser glin tutulmak suretiyle 1
M sakkaroza 8. ginde ulagilir (Sekil 9.24).

3) Kurutma iki sekilde uygulanmaktadir:

a) Huglr kurntma: Yan katt ortam (%3 sakkaroza ve 10 ppm ABA ilave
edilmis) tzerinde doku kultiri bulunan petri kabmnin kapagi steril kabin
veya steril tezgah icinde acilarak, birka¢ saat ya da bir gin kadar kurutma
seklinde yapilir.

b) Yavas kurutma: Filtre kagidi tzerine cikarilmis materyal, 0.5 ml MS sivi
ortamla (%3 sakkaroz ve 10 ppm ABA ilave edilmis) 6zel kiltir kabi icine
konur. Bu kabin kapaginda bulunan 2 delik gecirgen zarla kaphidir. Sonra
6zel kap, 25 °C ya da 7 °C’de %060-65 nispi nem duzeyine ayarlanmis sabit
nem ortamma (6zel kapta, %37.6-35.6’hik H2SO4 c¢Ozeltisi bulunan kap
icine) konur. Burada dengeli nem diizeyine disiinceye kadar, HaSO4
¢ozeltisinin - kurutucu etkisinden vyararlanarak 4-5 gin kurutma islemi
surduralir (Sekil 9.25).

Kurutma islemi sentetik tohumlarin ya da yapay tohumlarin dretiminde son
derece oOnemlidir. Embriyogenik kallus kiltirt pargalart (1 mm  boyutunda
somatik embriyolar) bir pens yardimiyla aseptik kosullarda %3 sodyum aljinat
iceren ortamda stispanse. Suspanse halindeki bu materyal daha sonra genis
agizlt pipet yardimi ile toplanarak iyice karstirdmis kalsiyum klorar (CaCh)
igeren NO kiltir ortamina kigik damlaciklar (¢Ozeltinin kiigiik bir parcast)
halinde damlatilir. Bunlarin etrafi kapstl ile cevrilerek (enkapsiilasyon) yaklagik
4 mm capinda yapay boncuklar (tohumlar) yapilir. Manyetik kargtirict
tzerinde  ¢Ozelti iyice kanstiilir.  Enkapstilasyon  yoluyla  embriyogenik
(somatik) kallus materyalini iceren yapay boncuklar (sentetik tohumlar), kiciik
bir elek ve pens yardimiyla sivi  kiltir ortaminda  toplanitlar.  Sonra
boncuklarin etrafindaki ortam fazlasi bir filtre kagidi tzerinde uzaklagtirilir ve
0.3 M sakkaroz igeren yiksek ozmotikli ortamda (NO), karanlikta 2 gin
onkiltir yapilir ve yapay tohumlar ikiser giin ara ile 0.5 ve 0.7 M sakkaroz
iceren NO ortamla yine karanhkta onkdltire edilir. Bu islemler ya da ABA
iceren ortamda 2-3 gin Onkiltir yapilabilit. Bundan sonra steril kabin icinde
ya petri kabinin agzi acik birakilarak ya da filtre kagidi tizerinde birka¢ saat (0-
12 saat) hizla kurutulur. Yavag kurutma ise, %70-80 sabit nem iceren soguk
odada (ortam sicakligi 7 °C) birka¢ gtinde yapilir. Bunun icin yavag kurutulacak
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tohumlar, 6zellikle kurutma icin dizayn edilmis 200 mklik polikarbonatdan
yapilmis ve kapaginda filtre edici zar bulunan iki delikli kaltir kaplarina alinur
ve havalanmaya (ventilasyona) izin veren aseptik kosullarda sabit nem
igerigine kadar kurutulurlar.

4) Uygun nem oranina kadar kurutulan 6rnekler daha sonra tiplere veya siselere
transfer edilir.

5) Tip ya da siseler dogrudan LN=nin buhar veya likit fazina maruz birakilir ya
da -80 °C’deki derin dondurucuya konur ve sogukta muhafaza edilitler (Sekil
9.26, Sekil 9.27).

6) Cozundirme islemleri tiplerin 40 °C sicakliktaki suya daldirlmasiyla hizli ya da
oda sicakliginda (20-25 °C) tutulmastyla yavas olarak yapilir.

7) Kiltitler bundan sonra yeniden kultir islemine tabi tutularak (25 °C sicaklik
ve karanlikta 2-3 hafta), kultlrlerin rejenere olmalart ya da altkiltir ortaminda
yeniden kullanilmalart saglanir.

9.4. Hiicre Kiiltiirlerinin Canliligina Katkida Bulunan Bazi Faktérler
9.4.1.Gelisme donemi

Hiicre stspansiyonu Uzerine yapilan c¢alismalar, gelisme doénemi icinde belli bir
dénemin, bagarili bir sogukta muhafaza icin 6nemli oldugunu isaret etmistir.
Gerileme doneminin  baginda ve duragan doénemde, ¢Ozindirme sonrast canlilik
dizeyi dustktir. Gerilemenin sonuna dogru ve biyimenin ¢ok hizli oldugu
dénemde, krayoprotektandarin  varliginda, donmaya tolerans bakimindan Gnemli
bir hosgorii vardir. En ylksek canhlik biyime déneminin ortasinda elde edilmis,
bu dénemin ikinci yarisinda kapasite azalmis ve durgun doénemde canlidik oram 0’a
yaklasmustir (Sekil 9.28). Yiksek canliligin nedeni tamamen actk olmamakla birlikte,
kiicilmis hiicre hacmi, daha az bosluklu olma, olduk¢a yogun sitoplazma ve
metabolik faktotlerce iligkili oldugu kabul edilmektedir. Duragan dénemde olan
htcreler genellikle buyik merkezi vakuole sahiptir ki, bu vakuol serbest suca cok
zengin olup, sogukta muhafazast oldukea zordur.

9.4.2. Onkiltiir

Hiicre kiltirlerinin, sorbitol ¢6zeltisi (0.5-1.0 M) ya da cok yiiksek kuvvedendirici
sakkarozun 1ilave edildigi kiltir ortamlarinda, donma oncesi 16-48 saat icin
onkiltire edilmesi, donma-¢oziinme sonrast iyilestirmenin gelistirilmesi acisindan
etkili bir yontem olarak bulunmustur (Chen se. ark., 1984). Kiltir ortaminda 10-20
ppm ABA’in vathginda 2-7 gln Onkiltir yapilmast bir alternatiftir (Ishikawa ve ark.,
1990; Shimonishi ze ark., 1990).
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Sekil 9.25. Kurutma yontemiyle kavun embriyolarinin sogukta muhafazast (Shimonoshi ve
ark., 1990). a)Kavun somatik embriyolarinin olusturulmast. b) ABA veya hipertonik bir
ortamda 6n kiiltiire alindiktan sonra kiltiir materyalinin aseptik olarak kurutmak amaciyla
somatik embriyolanin kondugu 6zel kap. Kabin kapaginda havalanma igin gecirgen iki delik
bulunmaktadir. ¢) Somatik embriyolarin stlfirik asitle saglanan sabit nispi nem ortamli kap
icinde kurutulmasi. d) Ufak siseler icinde somatik embriyolarin LN, icine daldirilmast e)
%065 nispi nemde kurutmay: takiben sogukta muhafaza edilen embriyolann rejenerasyon
ortaminda yeniden ¢imlendirilmesi (5 embriyo ¢imlenmistir). Okla gosterilen bazt
embriyolar genislemis, yesil ve canli olmakla birlikte ¢imlenmemistir. f) Kurutulup sogukta
muhafaza edilen kavun somatik embriyolarindan rejenere edilmis bitkicikler.
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u‘

Sekil 9.26. Solda LN ile ¢alistirilan tipik programli dondurucu, sagda ise antifirizli
ve elektrikle ¢alisan dondurucu.

Sekil 9.27. Aljinat ile kaplanmis misir somatik embriyolarinin laminar kabin icinde

kurutulmast.
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Sekil 9.28. TTC testi
sonuglarina gore celtik
bitkisinde gelisme
doénemi i¢inde hasat
edilen (®) ve sogukta

Yas agiriJa gore canlilik

muhafaza edilen (0)

hucrelerin canliligs.
Hizl gelismede

Gelisme (*/» Asilt hiicre hacmi)

A . hucreler en yiiksek
= & - P 36 soguga toleransa sahip
Sure (gin) olmuslardir.

Onkiiltiir yapiminda bagka bir alternatif, kiiltiir ortamma 1-2 gin %5 DMSO’nun
ilave edilmesidir (Kartha, 1985). Yiksek ozmotikli maddeletle ya da ABA ile
onkiltir yapilmasinin  kurumaya ve donmaya dayanikliligt yiksek dizeyde tesvik
ettigi ileri sturilmektedir. Bu durum muhtemelen vakuolin azalmasi, sitoplazmanin
artmasindan ve membran Ozelhklerinin  degismesinden dolayidir. Bu  islemlerden
herhangi biri hiicrede serbest su miktarint azaltmaktadir.

Meristemler  ve  kiltire  edilmis sirgiin ~ yaprakctklarinm  dondurularak
muhafazasinda bu materyallerin  kigik parcaciklara ayrlmis  kisimlarinin  uygun
boyutlarda olmast kacginidmazdir. Altkdltir icin kicik parcalara ayrilmis materyalin
sade bir ortamda Onkiiltire edilmesi, sogukta muhafazadan sonra genellikle canliligs
artirmaktadir. Bunun 6nkdltir sirasinda  yaranmn  iyilesme etkisinden oldugu ileri
sturtilmektedit.

9.4.3. Coziuindiirme sonrasi islemler ve iyilestirme

Soguktan  koruyucu  maddelerin  (krayoprotektandarin)  hiicre  saghgina  etkili
zaratlarindan  kaginmak icin, cOziindirme sonrast rutin bir islem olarak yikama
déneminde soguktan muhafazanin ik gozlemleri yapilmalidir. Bununla beraber
yikamadan sonra yapilan ¢ok sayida aragtirma gOstermigtir ki, uzun sire
krayoprotektant muamelesine maruz birakilmaya gbre, yikamanin kendisi genellikle
daha zarath olmaktadir. Coziindirme sonrasi krayoprotektandarin uzaklastirilmasi,
standart kiltiir ortamlarinin kullanilmastyla yapilmaktadir. Yikama islemleri
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deplazmoliz ~ zararlarina  yol agabilir. Ozellikle yikama krayoprotektandarin  hizh
sulandirilmasiyla, canli hiicrelerin oranini azaltabilir.

Baska Dbir alternatif yoéntem de deplazmolizin ve krayoprotektandarin  toksik
etkisinden kacinilmast i¢in, ¢Ozindirme sonrast hizli iyilestirmenin bagarilmasidir
(Chen e ark., 1984). Cozundirilmis hucreler, ytkama islemi yapilmaksizin filtre
kagidi tzerinde 4-5 saat agar ortam uzerine vyerlestirildiginde, krayoprotektandarin
agar ortam icine yavas yavas sizdirdmast olanagr vardir. Gunimizde bu yontem
krayoprotektandarin ~ yavas  damlatma  yoluyla  sulandirlmasina  (yikanmasina)
alternatif bir yontem olarak kabul edilmektedir. Ancak materyale goére degismekle
birlikte, canllik ve yeniden biyime icin yikama yontemi daha iyi sonug
vermektedir. Bazi durumlarda damlatma yoluyla yikama (sulandirma) daha iyi
sonu¢ vermistir (Niwata ve ark., 1991; Ogawa ve ark., 1991).

9.4.4. Sogukta muhafazadan dolay1 genetik degismeler ve seleksiyon

Soguga  dayaniklt  hicrelerin - secilmesinde,  tekrarlanan  sogukta  muhafaza
islemlerinin uygun oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte bu problem, eger
canlilik orani oldukca yiksek ise (%70’in {zerinde) ¢6ziimlenebilir. Rejenerasyon
kapasitesi, izoenzim modelleri, sekonder metabolit verimliligi gibi 6teki 6zelliklerin,
sogukta muhafazadan siurh olarak etkilendigi gorilmistir (Nag ve Street, 1973;
Ultich ve ark, 1982; Chen e ark, 1984). Sogukta muhafaza edilen kallus
dokusundan rejenere edilen bitkilerde fenotipik degisiminin, bu islemi g&rmeyen
kallus bitkilerine gore daha farklt oldugu ortaya ¢ikmustir (Fujii ve ark., 1991).

Sogukta muhafazanin genetik degisimi tesvik edip etmedigi mikroorganizmalarda
ve memeli hicrelerinde arastirilmustir. Ancak hem olumlu sonuglar  (Ashwood-
Smith ve Grant, 1976; Banno w»e ark, 1978) ve hem de olumsuz sonuglar
(Ashwood-Smith ve Friedman, 1979; Ashwood-Smith, 1985) elde edilmigtir. Son
zamanlardaki iki aragtirma, bitki materyalinde kromozom sayilarindaki degismeleri
bildirmektedir (Charne ve ark, 1988 ). Ancak, fenotipik ozellikler ve belirli
Ozellikler — tzerine yapilan  bircok arastirma  bir  6nceki  paragrafta sogukta
muhafazanin =~ 6zel  genetik  degismeler  gosterdigini  bildiren  sonuglart  kabul
etmemektedir.

Sogukta muhafazanin  tesvik ettigi ~muhtemel genetik degismeler hakkinda
kromozomlarin  ve DNA dizeyinde elektroforetik yontemlerle DNA  protein
bantlarinin  izlenmesi gereklidir. Kiltire edilmis htcrelerde altkaltir  farkldiklar,
seleksiyon olayini epeyce tesvik etmektedir. Yapilan arastirmalar (Yamada ve ark.,
1991), vitrifikasyon yontemiyle IJNb’ne maruz birakilan butiin meristem kolonisinin
canlt kaldigini gOstermistir. Eger tim rejenere edilebilen dokular canli kalabilirse,
tesvik edilen farkli hiicrelerden herhangi biri rejenerasyon sirasinda ayrilacak ve
rejenerantiar icinde az da olsa bir genetik degisim sanst olabilecektir.
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9.4.5. Gelecekteki beklentiler

Guntimuze kadar birka¢ sogukta muhafaza yontemi gehstirilmistir. Yetmisten fazla
bitki tirtnin kiltire edilmis materyali (embriyogenik kiltarler, somatik embriyolar
ve protoplast kiltiri) ve meristemleri basariyla sogukta muhafaza edilmektedir
(Tablo 9.8). Sogukta muhafazadan zarar gorip canhilk orant disen materyalde,
iyilestirme ¢aligmalari basariimalidir.

Tablo 9.8. Sogukta muhafaza edilen hiicre, kallus ve protoplast
kiltiirlerinin listesi (Kartha 1987).

Hiicre Stispansiyon
Kiiltiirleri

Kallus Kiiltiirleri

Protoplast Kiiltiirleri

Acerpseudoplatanus
Atropa belladonrta
Brassica napus
Capsicum anmuum
Gathatanthus roseus
Datura innoxia
Datura stramontum
Dioscorea deltoidea
Daucus carota

Giy cine max
Hordeum vulgare
Hyosyamus muticus
Malus domestica
Nicotiana tabacum
Oxy” a sativa

FPanax ginseng
FPopulus sp.

Rosa. Paul’s scatlet rose
Saccharum sp.
Sotghum biocolor
Zea mays

Yavan duba vera
Medicago sativa
Phoenix dactit
Populus sp.

Saccharum sp.
Tt ,
Ulmus arneticatia

Bromus inetrmis
Datura innioxia

Daucus carota

Giy cine max
Hordeum vulgare
Merchantia polymotpha
Titicun aestivim

Zea mays

muhafazadan

Sogukta

olusumundan  kaginmak

sonra,
onemlidir.

meristemlerde
Béylece

yeniden biylime

kallus
o6nce  bildirildigi  gibi, tim

sirasinda

meristem ya da koninin (sirgin ucunun) canl kalabilmesi saglanabilecektir. Bu

calismalarda bir baska y6n, yontemlerin basidestirilmesi, daha az karmastk olmalari
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ve c¢ok daha standart olmalar1 saglanacaktir. Bununla  birlikte, bazi  bitki
materyallerinin  halen bu yo6ntemlerin hicbirisiyle sogukta muhafaza edilemediginin
bilinmesi gerekir. Bu yiizden ¢ok sayida arastirma, Ozellikle soguga ve kuraga
duyarl bitkilerde, daha ¢ok ta suptropik bitkilerde yogunlasabilecektir.

Cok sayida bitki tiiriinde genetik kaynaklarin ve hiicre hadarinin muhafazasinda;

- Bilim adamlatinin ve 1slah¢ilarin bir merkezde toplanmast,

- Sogukta muhafaza tekniklerinin gelistirilmesi i¢in bir merkezin kurulmast,

- Bu merkezin egitim kurslart saglamast,

- Biytik bir merkezi gen bankasinda, biyiik LN= tanklarinda ¢alismalarin
yuritilmesi,

- Cok sayida hiicre hattinin ve genetik kaynagin burada depolanmasi gereklidir.

Kaynaklar

Ashwood-Smith M]J, Grant E (1976) Mutation induction in bacteria by freeze drying.
Cryobiol., 13: 206-213.

Ashwood-Smith M]J, Friedmann GB (1979) Lethal and chromosomal effects of freezing,
thawing, storage time and X-irridation of mammalian cells preserved at -196°C in dimethyl
sulfoxide. Crybiol., 16: 132-140.

Ashwood-Smith MJ (1985) Genetic damage is not produced by normal cryopreservation
procedures involving either glycerol or dimethyl sulfoxide: A cautionary note, however, on
possible effects on dimethyl sulfoxide. Cryobiol., 22: 427-433.

Banno I, Sakane T, lijima T (1978) Mutational problem in preservation of bacteria (E cof)
by L-drying. Cryobiol., 15: 693.

Charne DG, Pukacki P, Kott LS, Beversdorf WD (1988) Embryogenesis following
cryopresetvation in isolated microspores of rapeseed (Bmssica mpus L.), Plant Celi Rep., 7:
407-409.

Chen THH, Kartha KK, Constabel F, Gusta LV (1984) Freezing characteristics of cultured
Gatharanthus  roseus (L). G.Don cells treated with dimethysulfoxide and sorbitol in relation to
cryopreservation. Plant Physiol., 75: 720-725.

Endreb R (1994) Plant Celi Biotechnology, p. 353, Springer-Verlag, Berhn, Germany.

Fujii T, Fujisaki M, Kuraoka Y, Klikuchi S, Ono K (1991) Regenaration of plants from rice
callus frozen by liquid nitrogen (II). Japan. J. Breed., 41 (suppl. 1): 192-193.

Gazeau C, Dereuddre ] (1986) Effects des substances cryoprotectrices au niveau cellularie.
Bull. Soc. Bot. Fr. 133 Actual Bot., 3: 41.

Grout B, Morris GJ (1981) Membranes as a factor in cryoinjury. In: Proc. 4th Symp. on
Problems of Low Temperature Preservation of Cells, Tissues and Organs, p. 63, May 20-
23, Humboldt Universitat Berlin, DDR.

321



Y. Emeklier

Ishikawa M, Robertson AJ, Gusta LV (1990) Effect of temperature, light, nutrients and
dehardening on abscisic acid and induced cold hardiness 1n Bromus inermis Leyss suspension
cultured cells. Plant Celi Physiol., 31(1): 51-59.

Ishikawa M (1992) Cryopreservation of Plant Genetic Resources. NIAR, p. 70, Japan.

Kartha KK (1985) Meristem culture and germplasm preservation. 115—133. In: Kartha KK
(ed), Cryopservation of Plant Celi and Organs, p. 276, CRC Press, Florida.

Kartha KK (1987) Advances in the cryoprersetvation technology of plant cells and organs.
In: Green CE, Somers DA, Hackett WP, Biesboer DD (eds), Plant Tissue and Celi Culture.
Plant Biology 3, p. 447, Liss, New York.

Langis R, Steponkus PL (1990) Cryopreservation of rye protoplasts by vitrification. Plant
Physiol, 92: 666-671.

Nag KK, Street HE (1973) Carrot embryogenesis from frozen cultured cells. Nature, 245:
270-272.

Ng SYC, Ng NQ (1991) Reduced-growth storage of germplazm. In: JH Dodds (ed), in
Vitro Methods for Conservation of Plant Genetic Resources, p. 247, Chapman and Hail,
The University Press, Cambridge.

Niwata E, Ogawa R, Ishikawa M, Oosawa K (1991) Cropreservation by prefreezing
method for somatic embryos of melon. Japan. J. Breed, 41 (suppl. 1): 188-189.

Ogawa R, E Niwata, M Ishikawa, K Oosawa (1991) Cropresetvation by prefreezing
method for shoot primordium of melon. Japan. J. Breeding. 41 (suppl. 1) .190—191.

Roberts JA, Hooley R (1988) Plant Growth Regulators, Blackie and Son Limited, London,
Great Britain.

Quatrano RS (1968) Freeze-preservation of cultred flax cells utihzing dimethyl sulfoxide.
Plant Physiol, 43: 2057

Sakai A (1966) Survival of plant tissue at super-low temperatures. IV. Celi survival with
rapid cooling and rewarming. Plant Physiol, 41: 1050-1054.

Sakai A (1985) Cropreservation of shoot-tips of fruit trees and herbaceous plants. In:
Kartha KK (ed), Cropreservation of Plant Cells and Organs, pp. 135-158, CRC Press,
Florida.

Sakai A, Kobayashi S, Oiyama I (1991a) Cropreservation of nuclear cells of navel orange
(Gitrus  sinensis Osb. var. bmsliensis Tanaka) by a simple freezing method. Plant Sci, 74: 243-
248.

Sakai A, Kobayashi S, Oiyama I (1991b) Sutvival by vitrification of nuclear cells of orange (
CGitrys sinensis xat. brasthiensis Tanaka) cooled to -196 °C. Plant Sci, 74: 249-254.

Shimonishi K, Ishikawa M, Suzuki S, Oosawa K (1990) Cropreservation of melon somatic
embryos by desiccstion method. Japan. J. Breed, 41: 347-351.

Stanwood P (1985) Cryopresevation of seed germplazm for genetic concervation. In:
Kartha KK (ed), Cryopsetvation of Plant Celi and Organs, pp. 199-226, CRC Press,
Florida.

322



Germplazm Muhafazast

Steponkus PL  (1985) Crybiology of isolated protoplasts: Applications to plant celi
cryopreservation. In: Kartha KK (ed), Cryopservation of Plant Celi and Organs, pp. 49-60,
CRC Press, Florida.

Tomes DT (1979) A tissue culture procedure for propagation and maintenanace of Lows
comiculatus genotypes. Can. J. Bot., 57: 137-140.

Ulrich JM, Finkle BJ, Tisserat BH (1982) Effects of cryogenic treatment on plantlet
production from frozen and unfrozen date palm callus. Plant Physiol., 69: 624-627.

Uragami A, Sakai A, Nagai M, Takahashi T (1989) Survival of cultured cells and somatic
embryos of Asparagus officinalis L. grown in vitro. Plant Celi Rep., 9: 328-331.

Wareing PF, Phillips IDJ (1978) The Control of Growth and Differentiation in Plants,

Second Edition, Pergamon Press, William Clowes & Sons Limited, London, Great Britain.

Yamada T, Sakai A, Matsumura T, Higuchi S (1991) Cropreservation of apikal meristems
of white clover (Thfolium repensh) by vitrificadon. Plant Sci., 78: 81-87.

323



Bolim 10
Embriyo Kiiltiirii
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10.1. Giris

Yiksek  bitkilerin  tohumlarindan  ve tohum  taslaklarindan  embriyolarin  izole
edilerek belli ortamlarda kiltire alnmast embriyo kiltird olarak tanimlanmaktadir.
Bitki embriyolatinin kiltird ile ilgili ilk calisma Hanning (1904) tarafindan Rapbanus
ve Cochlearidnin  tohumlarindan olgun embriyolarin ¢ mm) mineral tuz ve seker
iceren basit bir ortamda kiltiire alinmasi ve bitkicik gelistirilmesidir. Bundan sonra
cok degisik bitki tirlerinin embriyolart kontrolld kosullarda gelistirilmistir. Bu
calismalarla embriyolarin  besin ihtiyaglari, biyime ve farklilasmalart vb. konular
incelenmis ve embriyo kiltirine iliskin bazi metotlar ortaya konmustur (Raghavan,
1980; Monnier, 1990a).

1ki tip embriyo killtiiriinden s6zedilmektedir (Raghavan, 1980):

1. Olgun tohum embriyolarinin kiltirt: Bu kiltir oldukca kolaydir ve basit bir
kialtir ortami ile bagarili sonug¢ alinmaktadir. Bdéylece embriyonik buytimeyi
incelemek ve biylime donemlerini ortaya koymak, dormansi ve ¢imlenmenin
metabolik ve biyokimyasal ayrintilarint analiz etmek mimkin olmaktadir.

2. Olgunlasmamis erken boélinme fazindaki proembriyolarin  kiltird: Bu  tip
kiltir erken embriyo doénemlerinden itibaren embriyolarin besin ihtiyaclarinin
ortaya konulmasini ve farklilasmasini saglamaktadir. Embriyonun izolasyonu
oldukea zor bir istir bu nedenle glic olan bir kiltiir yéntemidir.

Babaoglu M, Giirel E, Ozcan S (2001) Bitki Biyoteknolojisi | -
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Embriyo izolasyonunun zor olmast nedeniyle embriyo kiltiriine bir alternatif
olarak tozlagmis yumurtalik (ovary) kiltiri ve olgunlasmamis tohum taslagi (6vil)
kiltird de kullanilmaktadir (Sekil 10.1) (George, 1993).

Geng meyve
Stigma ¥

Meyvenin
Yumurtalik = perikarpi
Testa
Tohum taslagi wee
Embriyo — N\

YUMURTALIK veya TOHUM TASLAGI
EKSPLANT!

(

EKSPLANT EMBRIYD

Fidenin geligmesi

Basit bir ortama
yerlestirilen embriyo
veya tohum taslag: -

Sekil 10.1. Tohum taslagi (oviil) ve embriyo kultiri (George, 1993).

Embriyo kalturinde, gelisen tohumdan veya tohum taslagindan olgun déneme
yakin bir doénemdeki embriyolar izole edilitse bu embriyolar ototrofiktit ve enetji
kaynagi iceren basit bir inorganik ortamda gelisebilir. Olgunlasmamis embriyolar
kiltire almada ise onlarin biylime ve gelismesine destek olabilecek bir kaltir
ortami belirlemek ¢ok 6nemli olmaktadir (Hu ve Zanettini, 1995).

Zigotik embriyolar bitki doku kiltitlerinde eksplant olarak sik stk kullanilmaktadir.
Ornegin, kallus kiltiitlerini baslatmada embriyolar cok yogun olarak kullanilmakta
ve bazt melezlerde uyusmazlik engelini asmak icin de embriyo kiltird
uygulanmaktadir. Dogada eseysel melezlerin elde edilmesini siurlayan ve kisirlikla
sonuglanan uyusmazliklar s6z konusudur (George, 1993):

1. Pre-zigotik uyugmazlik: Polen ¢imlenmesi ve/veya polen tipt buytimesi
onlenir. Bu durumda zigot asla meydana gelmez. Bu uyusmazlik laboratuvarda
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in vitro tozlasma (in vitro dolleme) olarak isimlendirilen teknigin kullanilmast ile
agilabilmektedit.

2. Post-zigotik uyusmazlik: Zigotun meydana gelmesi fakat endosperm
tarafindan  kabul edilmemesi durumudur. Bdyle bir durumda embriyo
beslenemez ve diser. Bu sorun hibrit embriyonun 7z witro kiltirt ile bircok
bitki tiirlerinde giderilebilmektedir.

Yukarida belirtilen sorunun giderilmesine uygun olarak bu amagla uygulanan
embriyo kiiltiiri “embriyo kurtarma” olarak belirtilmektedir. Embriyo kiiltiirinin
en 6nemli uygulama alanlarindan biri de bu sekilde embriyo kurtarma teknigidir.

10.2. Embriyo Kiiltiirii igin Gereksinimler

Bir embriyonun gelisme donemleri Sekil 10.2’de verilmigtir. Embriyo kiltiriinde en
o6nemli konu farkli gelisme dénemlerinde kiltiire alinan embriyolarin diizenli olarak
gelisimini  destekleyici bir kiltiir ortaminin belirlenmesidit. Embriyo kiltird ile ilgili
ilk  calismalar basit bir ortam {izerinde olgun embriyolardan bitki  gelisimi
konusunda olmustur. Sonra olgunlasmamis embriyolarin kiltird ile ilgili ¢alismalar
da yapilmis ve kiltire alinan embriyonun gelisme dénemine goére kiltir ihtiyaclar
belitlenerek basarili sonuglar alinmistir.

Heterotrofik embriyolarin  kiltiird icin  besin ortamlarinda mineral tuzlar, organik
besinler ve biyime dizenleyicilerinin  bulunmast  gereklidir.  Ayrica ortamin
ozmotik basinct proembriyolarm  basarili  kiltard icin  kritik bir faktér olarak
belirtilmektedir ~ (Bhojwani ve Razdan, 1996). Embriyolarin heterotrofik  fazt
sonuglandirdigt ve ototrofik faza girdigi kritik donem tiirlere gére degismektedir.

10.2.1. Besin ortami bilegimi

Embriyolarin bliyiimesi tzerine farkli soliisyonlarin etkisi arastirilmis ve  genellikle
en iyi gelismenin Murashige ve Skéog (MS) (1962) ve Bs (Gamborg ze ark., 1965)
ortamlarinda  oldugu gézlenmistir. Ancak, MS solisyonunun ki¢lik boyuttaki
embriyolar icin toksik etkisi de go6zlenmistir. Tablo i.’deki ortam bilesiminin
embriyolarin  canliligt  tzerine ¢ok iyi sonu¢ verdigi belirtilmektedir (Monnier,
1990b). Burin ve Korkmaz (1999), olgun arpa embriyolarinin kiltirinde MS, V.
MS, Randolph and Cox (RC) ve Bs5 ortamlarini kullanmis ve embriyodan bitkicik
gelisim yiizdelerine gére RC (% 92.1), MS (% 91.3), V. MS (%87.7) ve B, (%o 85.7)
ortamlart olarak siralanmistir.
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Sekil 10.2. Dikotiledon bitkilerde zigotik ve
somatik embriyolarin gelisim donemleri (Collin

ve Edwards, 1998).

Tablo 10.1. Cgpsela embriyo kiltirii  igin  Monier

tarafindan gelistirilen besin ortami.

Embriyo Kiiltiirii

(1990b)

Kimyasal Madde Miktar(mg/1)
KNO; 1900
CaCl,.2H,0 880
NH.NO; 825
MgS0,.7H,0 370
KC1 350
KH,PO, 170
Na,EDTA 14.9
FeS0,.7H,0 11.1
H;BO; 12.4
MnS0,.H,0 33.6
ZnS0,.7H,0 21.0
KI 1.66
Na,Mo0,.2H,0 0.5
Cus0,.5H,0 0.5
CoC1,.6H,0 0.05
Sakkaroz 120 000
Glutamine 400
Vitamin B1 1
Vitamin B, 1
Difco agar 7000
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10.2.1.1. Mineral maddeler

Embriyo kiltirinde mineral tuzlarin bir¢ok farkli formulasyonu kullanilmaktadir.
CapsellelUnin  embriyo  killtiirinde maksimum oranda biyimeyi destekleyen MS
ortaminda embriyolarin canli kalma frekanslart ¢ok distik olmus, en az toksik olan
Knop ortaminda ise embriyo biylimesi zayif bulunmustur. Monnier (1990b) her iki
durumu da (biyime ve yiksek oranda canl kalabilme) iyilestiren yeni bir mineral
solisyonu formile etmistir (Tablo 10.1). Bu ortam MS ortaminin inorganik
kompozisyonu ile karslastirildiginda K+ ve Ca™un yiiksek konsantrasyonlarina ve
NHE iyonlarinin ise azalan bir seviyesine sahiptir (Monnier, 1990b; Bhojwani ve
Razdan, 1990).

10.2.1.2. Karbohidrat ve ozmotik basing

Olgun veya olgunlasmamis embriyolarin kiltirinde genellikle uygun bir karbon
kaynagina gereksinim vardir. Sakkaroz, karbohidratin en iyi formudur ve embriyo
kiltari  icin  ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Zesmin  birkag tird, Datura
stramonium, Pinus nigra, Capsella-bursa-pastoris'm embriyolarinda sakkarozun ustinliga
belirlenmistir. Sakkaroz kiltir ortamina enerji kaynagi olarak eklenmesinin yani sira
ozmolariteyi de  korumaktadir. Bu  fonksiyon icin = sakkarozun  optimum
konsantrasyonu embriyo gelisme doénemine gore degismektedir. Olgun embriyolar
%2 sakkarozda olduk¢a iyi buyime gOsterirler fakat daha gen¢ embriyolar daha
yuksek karbohidrata ihtiya¢ duyarlar. Bu 7z witro pr o embriyolarin- yuksek
ozmolaritedeki bir stviyla cevrelenmesi ile ilgili gozlemlerle de uyum icerisindedir.
Embriyolar  i¢in  kiltir ortami  bitki doku  kultirlerinde  kullanilan  genel
ortamlardakilerden daha yiksek bir sakkaroz konsantrasyonu igerir. Kultirin
sonunda bu konsantrasyonun azalmast gerekir. Ayrica sakkaroz konsantrasyonu
embriyo yasina gore belirlenmelidir. Pr o embriyolarin kiltird i¢in genellikle % 8-12
arasindaki sakkaroz uygun bulunmustur (Bhojwani ve Razdan, 1996).

10.2.1.3. Aminoasit ve vitaminler

Embriyo kaltiri ortamlarinda azotun nitrat, nitrit veya amonyum formunda
ilavesine ragmen degisik aminoasitlerin ortama ilave edilmesi de kiltire alman
embriyolarin  biyiime ve gelismesi Uzerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (Raghavan,
1980).

Aminoasiderin tek basina veya kombinasyon halinde kiltir ortamina eklenmesi
embriyo biiyiimesini uyarabilmektedir. Ornegin, glutamin ¢icekli bitkilerin dokuz
farkli familyasina ait embriyolarin blyumesini tegvik etmistit. Cruciferae  (Capsella
bursapastoris, Arabidopsis  thaliana, Sisymbrinm orientale), Resedaceae (Keseda odorata),
Ljeguminosae  (Medicago  tribuloides, Medicago orbicularis), Primulaceae (Anagallis ~arversis),
Solanaceae  (Datura  stramonium), Capparidaceae  (Cleome  viscosa), Chenopodiaceae
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(Chenopodium  albiim), Gramirae (Hordeum vulgare) ve Uliaceae (Allium  cepd) gibi
familyalardan izole edilen embriyolarin kiltiriinde glutamin biyimeyi asparagine
gore onemli olcide iletletmistit. Hatta C. bursa-pastoris, A. thaliana ve R odorata'ya
ait embriyolarin buylimesi Uzerine asparajin engelleyici olmustur (Raghavan 1980,
Bhojwmi ve Razdan, 1996). Genellikle glutamin embriyolarin biyiimesi icin en
uygun aminoasit olatak belittilmektedit (Bhojwani ve Razdan, 1996). On’a satvate
proembriyolarin  zz  witro gelisimi icin ortama 14 aminoasitin ve hindistan cevizi
sitinin ilavesinin vazgecilmez oldugu belirtilmektedir (Zhao ve ark., 1998).

Yine bir aminoasit kompleksi olan kazein hidrolizat (CH), embriyo kiltird
ortamlarinda genis ¢apta kullanilmakta ve embriyolartn CH konsantrasyonlarina
olan duyarlilig: turlere gbre degismektedir. Kazein hidrolizattaki biytimeyi tegvik
edici faktorlerin  tanimlanmasi icin yapilan bir calismada 20 aminoasidin  karigimi
denenmistir. Ayrica buna ilaveten daha 6nceden bitki buyumesi icin yararh oldugu
tespit edilen bu aminoasitlerin 10’u (alanin, arginin, aspartik asit, sistein, glutamik
asit, glisin, lisin, fenilalanin, prolin, tyrosin) hem tek baslarina hem de bitlikte
denenmistir. 20 aminoasit karistminin embriyo buyime ve gelisiminde CH kadar
etkili oldugu gosterilmistit. Bu aminoasitlerin  higbiri bireysel olarak CH’a ya da
benzer etkideki 20 aminoasit karigimmna uygunluk gdstermemistir. Bu gézlemler
ammoasitler arasinda bir sinergistik interaksiyon oldugunu ortaya koymaktadir
(Raghavan, 1980).

Vitaminler embriyo kiltird ortamlarinda da kullanilmaktadir. Ancak bunlar  her
zaman gerekli degildir. Ototrofik olan tohum embriyolar: hiicresel biyosentez ile
vitamin ihtiyaglarini kargilayabilmektedir (Raghavan, 1980).

10.2.1.4. Dogal bitki ekstraktlar1

Farkli  bitki ~embriyolart  farkli  besin ihtiyaglarna  sahiptir.  Ayrica, embriyo
biiyiikliighi ve gelisme dénemi arasindaki iliski tiirlere gére degismektedir. Ornegin;
biiyik tohumlu bir bitki de 500 |Um uzunlugundaki embriyolar olduk¢a gencken,
daha kigik tohumlu bir bitkide bu biytklik karsilastirmak olarak daha yask bir
doénemi gostermektedir.

D a tura'mn post-torpedo sekilk embriyolarinin %1 dekstroz, %\ agar, mineral tuz,
gksin, thiamin, askorbik asit, nikotinik asit, BO vitamini, adenin, suksinik asit ve
pantotenik asit iceren bir ortamda normal fideler olusturduklart gézlenmisgtir.
Tohum taslagindaki olgunlasmamis embriyolarin endosperm ile c¢evrik olmasindan
dolay1 daha gen¢ embriyolart kiltire almak icin yukarida bahsedilen ortama
otoklavlanmamis hindistan cevizi siti eklenmistit. Bu modifiye ortam Uzerinde
kiltare aknan 150-200 \Xm (kalp sekilk) capinda ve tozlagmadan 10 glin sonraki
gen¢ embriyolardan geksme gozlenmistir. Hindistan cevizi suti Brassica juncea’nmmn
35-80 [Um wuzunluktaki proembriyolarmin  kiltird i¢in  gerekli  bulunmugtur
(Bhojwani ve Razdan, 1996).
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Tohum embriyolarinin  kiltirinde hin  distan cevizi sttintin  kiltire alinan
embriyolardan kok, sturgiin veya yaprak gibi 6zel organlarin biytimesini tegvik etdgi
goOsterilmistir. Diger bitkilerin  endosperm  ekstraktlart embriyo kaltirii ortamlarina
nadiren ilave edilmektedir. Bunlarin uyarict veya engelleyici etkilerinin oldugu tespit
edilmistir (Raghavan, 1980).

Hejazi ve ark. (1998) tarafindan ekmeklik bugday (Tutkum aestivum, 2n= 6x=42) ve
musit  (Zea mays, 2n=2x=20) ile melezlenerek haploid bitki Uretimi imkamn
arastitilmustir. 100 mg/1 maya eckstraktt ilave edilen yari kuvvetinde MS ortami
haploid bitki olusumunda diger ortamlardan tstiin bulunmustur.

Embriyo kiltird ortamlarinda kullanilan diger bir madde aktif katbondur. Kdultire
alman organ tarafindan salinan toksik maddeler veya ortamda iz miktarda mevcut
olan engelleyici maddeleri absorbe etme yoluyla aktif karbonun embriyo
buytumesini tesvik ettigi disinilmektedir (Raghavan, 1980).

Taxus chinensis olgun tohum embriyolart en iyi olarak Bs ortaminda ve litrede 500
mg NH4NO;, 250 mg KNOs, 500 mg Ca (NO,),4H,0, 200 mg KC1, 250 mg
MgSCKVEEO, 550 mg KH=PO,, 1.0 g laktoalbiimin hidrolizat, 100 mg vc iceren
ortamda c¢imlenmistir. % 20 seker ve % 80 aktif karbon olumlu sonuglar vermistir
(Chen ve ark. 1998).

10.2.1.5. Bitki biiyiime diizenleyicileri

Oksin, gibberellin ve sitokinin gibi eksojen biyime dizenleyicilerinin ayri ayri yada
kombinasyon halinde uygulanmast ile primordiyal kék ve strginlerin gelismesi ve
morfogenesiste  gorilen  modifikasyonlar  arastiricilart  embriyo  biylimesinde
hormonlarin rolt tizerindeki arastirmalara sevk etmistir (Raghavan, 1980).

Embriyo ve embriyo segmenderinin kallus olusturmast igin genellikle bir oksin veya
sitokinin, ya da her ikisine ihtiyac duyulabilir. Bununla bitrlikte bazt bitkilerdeki
dormansinin kirilmasi amact disindaki caligmalarda kiltiire alinmis olan olgun veya
olgunlasmamis embriyolarin normal gelisimi icin eksojen biylme diizenleyicilerine
ihtiyag duyuldugu konusunda yeterli kanit bulunmamaktadir (Bhojwani ve Razdan,
1996).

Oksinler:  Oksin  genellikle embriyo buyumesi icin bir engelleyicidir.  Datura
Stramoninm embriyolarinin  biytimeleri Uzerine IAA’nin bir dizi konsantrasyonlarinin
etkisinin incelendigi bir c¢alisma, oksinin genel engelleyici etkisine ragmen ekstrem
olarak dusik konsantrasyonlardaki uygulamasinin  kék primordium  biyimesinin
artmasint  sagladigini ortaya koymustur. Cesitli bitki embriyolarindan kallus tretimi
icin ortamda oksinin nisbeten yitksek konsantrasyonlarda olmasinin 6nemi de
bilinmektedir. Ortamin hormonal bilesiminin kontroli ile kallus stresiz kiltlre
alinabilir veya kok, sirgin tomurcugu ve yapraklart farklilasmaya tesvik edilebilir
(Raghavan, 1980).
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Giberellinler: Kiiltire alnan embriyolarin  gelisme ve morfogenesis  lizerine
giberellinlerin etkilerine de dikkat ¢ekilmektedir. Ornegin, pamuk embriyolarinda
(Gossjpium  hirsutum) giberelik asitin hiicre bolinmesi ve gelismesi ile kotiledonlatin
buytimesini ilerlettigi belirtilmistir. Giberellik asit (GA) muamelesinin embriyolarin
karbohidrat ve azot igerigini azalttigt belirtilmistir. Ayrica, GA’nin IAA ve kinetin
gibi  diger  hormonlarla  intereaksiyonu  arpa  embriyolarinda  koleorhizanin
buyimesini tegvik etmistir (Raghavan, 1980). Dormant tohumlardan alinan
embriyolar tzerinde GA’in etkisi arastirlmis ve kimyasal inhibitérlerin  ¢imlenmeyi
engelledigi, Protea compacta ve Comptonica peregrira tohumlarinda ise ortama GA
eklenmesinin kiltirdeki embriyolarin normal biytimelerini ve farklilasmasini tesvik
ettigi belirlenmistir (Raghavan, 1980).

S ito  kininler: Embriyo motfogenesisi ve tohumlardaki embriyo dormansisinin
ustesinden gelmek icin sitokinin grubu hormonlar tzerinde de durulmustur.
Ornegin, Capsella-bursa-pastoris™'m  torpedo bigimli embriyolarinin  stvi  ortamlarda
gelismeleri tzerine, bir dizi kinetin konsantrasyonlarinin etkilerinin incelendigi bir
calismada embriyolarin  kiltire alinmasindan 7 giin sonra embriyo uzunlugunun
olcilmesi sonucu 10 mg/1 kinetin ilavesinin kotiledon ve hipokotil biyumesini
engelledigi ve kok taslaklarinda nekroza yol agtigr belitflenmistir (Raghavan, 1980).
Tohum dormansisini kirmak tzere eklenen bilesikler icin yapilan arastirmalar
embriyo kiltiriinde sitokininlerin kullanilmasina Onctlik etmistir. Arastiricilar,
soguklama  siiresince  tohumlarin  sitokinin  dizeylerindeki  degisimlerini  analiz
ederek sitokininlerin diger hormonal maddeletle birlikte embriyonun olgunlasma
sonrast dénemi boyunca metabolik olaylarda 6nemli bir roli oldugu sonucuna
varmislardir (Raghavan, 1980).

Diger Maddeler: Embtiyolarin buyime ve morfogenesisinde diger hormonlarin etkileri
tzerinde genellikle daha az arastirma vardir. Tohum dormansisini kirmada etilenin
roli genis olarak bilinmektedir. Ornegin, olgunlasma sonrasindaki Malus domestica
tohumlarindan alinan embriyolarin  kiltirinde % 0.01-0.1 etilen gaz1 biiylimeyi
iletletmistir (Raghavan, 1980).

ABA’nin  bitki htcrelerindeki etkisi biylmeyi engelleyici yondedir. Bu engelleyici
etki hormonun RNA sentezi Uzerindeki etkisinden ileri gelebilir.

Ortamda embriyolarin gelismesi sirasinda  kiltir ihtiyaglarinda devamli bir degisim
vardir.  Ornegin ~ Sekil 10.3’de  gosterilen alet ile kiiltir boyunca ortam
kompozisyonun degisimi saglanabilir. Bu alette embriyolart kiltire almada 2 ortam
kullanilabilir. Biri (merkezi disk ortami) c¢ok kiiciik embriyolarin gelisimine izin
veren bir solisyonun bilesimi, digeri (dis ¢evre ortami) iyi gelisen embriyolarin hizl
biyimesini saglayan bir ortamdir (Tablo 10.1). Bu iki ortam arasinda devaml
olarak bir diftizyon s6z konusudur.

Ortami petri kabina dékmeden o6nce agir bir cam kap petri kabinin merkezine
yetlestirilit (merkezi disk). Bunun capt 30 mm’dir ve elle kolaylikla tutabilmek icin
merkezinde bir cubuk vardir. Dis ¢evre ortamu sterilizasyon sonrasi stvi halde iken
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merkezdeki kabin ¢evresine olmak Uzere petri kabina dokdlir. Agarli  ortamin
soguma ve katllasmasindan sonra merkezdeki kap (disk) kaldirilir ve bu sckilde elde
edilen merkezdeki bogluk igerisine farkli kompozisyonlu ikinci ortam (merkezi disk
ortami) dokilir. Embriyolar merkezi disk ortaminda kultire alinir ve difiizyon
sonucu zaman icerinde degisik ortamlarin etkisi s6z konusu olur (Sekil 10.3)
(Monnier, 1990b).

Petri kabi Cubuk Merkezi disk

Merkez! disk Dis gevre ortami
bolgesi

Sekil 10.3. Iki farkl bilesimdeki kiiltiir ortaminda embriyo kiiltiirii (Monnier, 1990b).

10.2.2. Kiltiir kogullar1

Embriyo  kilturinde genel olarak ihtiyag duyulan kaltir kogullari  agagida
belirtilmistir (Monnier, 1990b):

1. Buyime odast sicakligt ve aydinlanmasi secilen bitki tirtine gdre
degismektedir. Ornegin, Capsella bursa-pastoris igin bitkiler 18 °C bir biyiime
odasinda devamlt aydinlikta yetistirilmistit. Embriyo kilturt ise 25 °C kaltir
odasinda Grolux floresan tipler ile devamli istkta yapimistir. Bazi tirlerin
once karanlikta sonra aydinlikta inkiibe edilmesi daha uygun olmaktadir.

2. Kultir kabi1 olarak cam  kaltir kaplarmin = kullanuilmasi  embriyolarin
gbzlenmesine olanak saglamasi bakimindan daha uygun olmaktadir. Ayrica
tim kaplar otoklavda (115 °C, 20 dakika) sterilize edilir.

10.3. Embriyo Kiiltiiriiniin Uygulama Alanlar:

Zigotik embriyo kiltirtinin en yararll ve giincel uygulama alami istenen Ozellikleri
tastyan nadir bitkilerin yetistitilebilmesidir. Embriyo kiltirinin uygulama alanlart
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bazi arastiricilar tarafindan detlenen Orneklerle agagida verilmistir (Monnier 1990a,
1990b; Hu ve Zanetini, 1995; Bhojwani ve Razdan, 1996):

10.3.1. Biyolojik temel galigmalarda embriyo kiiltiirii

a)  Embriyo kaltiri temel embriyogenesisi ¢alismak icin iyi bir olanaktr.
Embriyogenesisdeki ¢esitli donemler bu yolla analiz edilebilmektedir.

b) Embriyo kultiri ile embriyonal biyiime ihtiyaglart belirlenmektedir. Kisaca
embriyo  kultir, normal embriyogenesis i¢in  uygun besin isteklerini
belirlemek, beslenmenin ve fitohormonlarin etkisini ortaya koymak icin iyi bir
aractit.

c) Zigotik embriyolarin kiltiri tohum taslaginda embriyonun biyiimesindeki
kosullari beliflememizi saglamaktadir.

10.3.2. Tohumun gimlenmemesi durumunda embriyo kiltiirii

Tohum dormansisi ve tohum sterilitesi embriyo kultirt ile kirdabilmektedir. Bazi
tirlerdeki tohum dormansisi embriyoyu c¢evreleyen yapida var olan kimyasal
engelleyiciler ~ veya  mekaniksel — dayanikliik  nedeniyledir.  Béyle  durumda
embriyolarin izole edilip besin ortaminda kiltire alinmast ile dormansi ortadan
kaldirilmaktadir.  Tohum  sterilitesi embriyoyu cevreleyen yapilarin  uyusmazligs
nedeni ile olabilir. Béyle durumlarda da embriyo kiltird ile canli fideler elde
edilmektedir. Cimlenme i¢in paraziderin gerekli oldugu durumlarda da in witro’'da.
parazite gerek olmadan ¢imlenme gerceklesebilmektedir.

10.3.3. Islah siiresini kisaltmada embriyo kiltiirii

Bahce bitkilerinde nadiren de olsa 1slah calismalart tohumlarin dormansi periyotlart
nedeniyle uzamaktadir. Embriyolarin  besin  ortaminda  gelistirilmesi ile bu  siire
kisaltilabilmektedir.  Dormansiye  sebep  olan  faktérler  tohum  kabugu ve
endospermdeki endogen inhibitorler, dustk sicaklik, 6zel 151tk gereksinimleri gibi
faktorler ise embriyonun kiltire alinmast ile bunlar giderilmektedir. Sert tohum
kabugu nedeniyle c¢imlenmenin geciktigi durumlarda da embriyo kiltird ile
cimlenme hizlandirlmaktadir.

Olgun olmayan embriyolarin  izolasyonu ve kiltiri ile de 1slah programi
kisaltlmaktadir.  Ornegin, iris tohumlart birka¢ yil siiren bir dormansi petiyodu
gecirmektedir. Embriyo kiltird kullamlarak irisin yasam ¢emberi 2 veya 3 yildan 1
yila hatta 1 yildan daha az bir sireye indirilmektedir. Kogz (giil) normal olarak bir
yilda ¢iceklenmeye ulagmaktadir. Embriyo kaltird ile 1 yilda 2 generasyon
uretilerek 1slah cemberinin kisaltilmast mimkiin olmaktadir.
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Malus tutlerinde (dag elmast) topraga ckilen tohumlarin ¢imlenmesi 9 ay almaktadir.
Embriyo kiltirlerinde ise ¢imlenme 48 saat igerisinde baslayp ve 4 haftada
sastrtilabilecek  buytiklikte fideler elde edilmektedir. 5 ay sonunda fideler yaklasik 1
m yikseklige ulasmaktadir.

Soya ve aygiceginde tohum olgunlugu dénemi yagam ¢emberinin (120-150 giin) %
50-60’m1 almaktadir. Aygiceginin 10 gunlik olgunlasmamis embriyolarinun 7z vitro
kultiri yolu ile yasam g¢emberi siiresi yariya indirilebilmistir. Benzer olarak 7 ve 10-

18 gunlik embriyolarin kiltire alinmast ile ayciceginde 1 yilda 4 generasyon
alinabilmistir (Sekil 10.4).

CICEKLENME

8-10 gunluk
embriyolarin  kulturi
_"""‘"""

Buyurne\

VEJETAT‘F C;%'b\ % —/Kéklendirme | OLGUNLASMA
FAZ 4517’7 FAZI

\

TOHUM\ -

; . OLGUN
CIMLENMESI o ool

Sekil 10.4. Ayciceginde olgunlagsmamis embriyolarin kiltira ile yasam
cemberinin kisaltllmast (Bhojwani ve Razdan, 1996).

10.3.4. Yagamayan embriyolarin kurtarilmasinda embriyo kiiltiirii

a)  Embriyolarin yetersiz gelismesi: Meyvenin ¢ok hizli olarak olgunlasmast ve
embriyonun  tam  olarak  gelismesini = saglayamadigt  durumdur.  Boyle
meyvelerin  tohumlarindan embriyolar ¢ikarilip 7z witro kilture alindigi zaman
¢imlenir ve normal bitkiler tretilir (Monnier, 1990a).

b)  Hibrit embriyolarin yas ayamamast: Uzak akraba olan tirler arast melezler
cogunlukla  basarisizdir, doéllenme olmakla beraber hibrit embriyonun
yasamadigt goriilmektedir. Bu duruma embriyo dismesi veya abortus
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denilmektedir. Bunun sebeplerinden biri  endospermin  gelismemesi  veya
dejenere olmasidir. Bu durumda embriyo beslenemediginden dolayt olir ve
¢imlenebilir tohumlar meydana getirmez. Hibrit embriyonun izolasyonu ve
kiltire alinmast ile yapay besin ortami endospermin yerine gecebilmekte
béylece hibrit embriyolar yasatilmaktadir.

Boyle bagarisiz melezlerde  embriyonun  potansiyel  olarak normal  buyime
yeteneginde oldugunu, tam hibrit embriyolarin diigme olayinin baslamasindan 6nce
izole edilerek besin ortaminda kiltire alinmast ile yasatilabilecegini ve hibrit
bitkilerin elde edilebilecegini gostermesi tarima Onemli katkilarda bulunmustur. O
zamandan bu yana embriyo kiltir teknigi melezlemelerde déllenme sonrast
engeller yiiziinden normal olarak basarisiz  olan melezlerden hem  tarimsal
bakimdan Onemli bitkileri elde etme hem de bahge bitkilerini Uretmek amaciyla
yogun olarak kullanlmaktadir. Ornegin, embriyo kiltiirii teknigi benimseninceye
kadar Ulinm beriyi ve JL regale’yi melezlemek icin yapilan butin calismalar bagatisiz
olmustur. 1L anratum ile L. speciosum-albiim melezleri de olgunlasmamis embriyolarin
kultird ile elde edilmistir.

Embtiyo kiltirh Fabaceae familyasinda bircok titlerarast melezi tretmek icin
basartyla uygulanmaktadir. Ornegin, Melilotus offiicinalis agronomik olarak énemli bir
tirdir fakat sigirlara zararli olan kumarini yiksek miktarda icermektedir. Disik
miktarda kumarine neden olan genleti M. officinalis’e dahil etmek amaciyla M. alba
ile melezleme yapilmis ve hibrit embriyo bir siire buylimis fakat olgunlasmaya
ulasamamistit. Bu melezden embriyo kiltird  yoluyla bazi  hibrit  bitkiler elde
edilebilmistir. Trifolinm cinsinde de melez embriyonun beslenememesi nedeniyle
melezlerin  elde edilmesinin = mimkin olmadigt durumlarda embriyo  kdltird
basartyla uygulanmistir.

Kaultirt yaplan domatesin (Lycopersicon esculentum) yabani domatesle (L peruvianurm)
melezlenmesi, boceklere ve hastaliklara dayanikhiligin  yabani tirden kalthr tirtne
aktarilmast amacint tagtmaktadie. JL  perwvianurn x JL  esculenturr melezi  dollenme
oncesi engeller yiiziinden basarili olmamistir. Resiprogunda déllenme meydana
gelmistir  fakat melez embriyonun  dismesi ylziinden yasayabilir  tohumlar
alinamamistir. Embriyo kulturt ile JL escwlentum disi ebeveyn olarak kullanildiginda
bu melezden hibrit bitkiler tretilebilmistir. Bu melezlerde “embriyo-kallus kualtird”
de ayn: amagla kullandmustir. Embriyo-kallus  kiltird ayni zamanda direk bitki
olusturma yetenegindeki embtiyolarin gelismedigi, L. esculentum x JL ekilense ve JL
esculentum x Solanum  lycopersicoides melezlemelerinden hibritlerin elde edilmesinde de
kullanilmustir.

Ory™a cinsinde de hastaltk ve zaratlilara dayanikli yiksek verimli celtik cesitlerini ve
uygun olmayan c¢evresel kogullara dayanabilirligini gelistirme amaci ile tlrler arasi
melezler embriyo kiltiiri vasitastyla gerceklestirilmistir.

Hordeum jubatum x Secale cereale cinsler arast (intergenerik) melezinde, hibrit tohumlarin
dollenmeden 13-16 giin sonra tahrip olduklan gézlenmis ve melezde yapilan histolojik
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calismalar hibrit embriyolarin 6nemli 6lciide biyimelerine ragmen bunlarin endosperm
uyusmazligr yizinden vaktinden evvel gelismelerini durdurduklarim gostermistir. 9-12
gunlik tohumlardan alinan embriyolar White ortaminda kiltiire alindiklarinda kulttre
alinan 81 embriyodan sadece bir fide elde edilebilmistir.

Hordenm x S ecede, Hordenm x Triticum ve Hordenm x Agropyrori un cinsler arasi melezlemeleri
ile elde edilen hibritlerin frekanslarinda 6nemli bir iyilesme embriyo kaltirt ile
gerceklestitilmistie. Triticumr x Hegilops ve Triticum x Secale melezlerinde cinsler arasi
hibritleri basard: olarak yetistirmede embriyo kaltarta kullanidmaktadir.

Alstroemeria 1slahinda olgunlagmamis embtiyolarin aborsiyonuna (dismesine) ploidi duzeyi
ile genetik uyusmazligin neden oldugu bilinmektedir. S6z konusu bu melezlemeler
(Saxony x Tiora ve Saxony x Azula)’den hibrit embriyoyu kurtarmak icin gelismenin
erken doneminde embriyonun ihtiya¢ duydugu optimal kosullar belirlenmistir.
Embriyolarin ilk 9 giin normal olarak biiytimekte oldugu belirlendiginden 7’inci giinde t¢
farkli besin ortaminda (White, MS ve V= MS) kiiltiire alinmig ve melez embriyolarin
optimum gelisimi V= MS ortaminda 20 g sakkaroz ve 1 mg giberellik asit/1 kombinasyonu
ile elde edilmistir (Putida ve ark., 1999).

Celtikte soguga tolerans tzerinde yapilan ¢alismada japonica geltik varyeteleri disi ebeveyn
olarak kullanilarak, 4 indica veryetesi de melezlenmis ve 8-10 giinlik olgunlasmamis
embriyolarin 7z vitro kiltirt de hibritler basarih olarak gelistirilmistir (Sarma ve ark., 1999).
Yabani Cicer bijugum, C. judaicum ve C. pinnatifidum de kiltir formu C. arietinum arasinda
titler arast melezler, ovil ve/veya embrtiyo kurtarma teknikleri de bagarilmistr

(Dotrestein ve ark., 1998).

Triticum  aestivum Thell. ve _Agropyron ehngatum Host ve Beauv. arasinda melezler
olgunlasmamis embriyolarin 7z vitro kiltirt de elde edilmigtir. Fi hibritlerinde geri melez
(BC) soylar elde etmek icin tekrarlanan ebeveyn olarak bugday kullanilmis ve BCr’de tim
bitkder embriyo kiltiri de elde edilmistir. Embriyo kurtarma tekniginin canlt hibrit
embriyolan elde etmek i¢in yetetli oldugu sonucuna varilmistir (Angra ve ark., 1999).

10.3.5. Embriyo kiiltiirii ile haploid bitkilerin iiretilmesi

Embriyo kultiri tekniginin diger bir avantaji uzak tiirler arasi veya cinsler arast
melezlemelerde  déllenmeden  sonra  melez  embriyonun  gelismesi  sirasinda
ebeveynlerden birine ait kromozomlarin  eliminasyonu yolu ile haploidlerin
uretimidir. Hordeum vulgare x H. bulbosum melezinde dollenme kolayca olur fakat H.
bulbosum’un  kromozomlart  embriyogenesisin  ilk  bitka¢  boliinmesi  siiresince
kaybolur. Bu nedenle gelisen bitkiler haploid w#lgare Dbitkileridir. Bunlarin
kromozom sayilan ¢esitli uygulamalar ile iki katina cikarilarak doubled-haploid
(DH) bitkiler ve bunlardan DH hadar elde edilmektedir. Ayni teknikle bugday x
musir  ve bugday x sorgum melezlerinden haploid bugdaylar; yulaf x misi
melezlerinden de haploid yulaf bitkileri elde edilmistir. “Bulbosum” teknigi ad1
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altinda belirtilen bu yontem arpa islahinda kullanilmaktadir (Sekil 10.5) (Emiroglu
ve Giirel, 1993).

10.3.6. Embriyo kiiltiirii ile tohum canliliklarinin hizli test edilmesi

Embriyonun ¢imlenmesi ile gerceklestirilen bu tohum canlilik testine diger
metodara gore daha dogru ve guvenilir bir test olarak bakilmaktadir. (Bhoiwani ve
Razdan, 1996).

10.3.7. Embriyo kiiltiirii ile ender bitkilerin gogaltilmasi

Ticari muzun vyabani bir akrabast olan Mwusa balbisiana tohumlari dogada
¢imlenmemektedir. Bununla birlikte fideler embriyolarin  kiltire alinmast ile
kolaylikla elde edilebilmektedir. Bazi hindistan cevizlerinde stvi endosperm yerine
yumusak ve yagl bir doku gelismektedir. Bu tip hindistan cevizleri “makapuno”
olarak adlandirllir ve bunlarin  tohumlart normal kosullar altinda ¢imlenmede
basaristz olmaktadir. In vitro kiiltir teknigi kullanilarak makapuno embriyolarindan
bitkicikler yetistirilmistit. Bu yolla embriyo kiltiri ile elde edilip tatlada yetistirilen
bitkilerin % 85’1 makapuno cevizlerini tagimustir (Bhojwani ve Razdan, 1996).

10.4. Embriyo Kiiltiiriinde Bagariy1 Etkileyen Faktérler

Embriyo  kaltird  caligmalarinda  bagartyt  etkileyen  bazi  faktrler  asagida
belirtilmisgtir.
1. Genotip: Diger doku kiltiri ¢alismalarinda oldugu gibi embriyo kiltiirinde

de genotip etkisi séz konusudutr. Iz vitro kiltirde bazi titlerin embriyolarinin
gelismesi cok kolay olurken bazi tiirlerde oldukea zordur.

2. Embriyonun  kiiltiire  almdygs — donem:  Cok  kiuguk embriyolatin iz vitro
gelismesi zordur. Embtiyo ## wvivo'dy ne kadar gelismis ise 7z wvitridaki gelisimi
de o 6lgiide daha kolay olmaktadir. Ornegin, Brassicia napus'un erken globular
dénem embriyolarinin  zz  witro  kiltirinde embriyo olgunlasma oraninin
embriyo boyutu ile iligkisi gosterilmistir. 30 (Im’den daha kii¢ik embriyolar
kiltarde gelismemis ve 50 pm’den daha kiigik embriyolarin %3.7’si, 50
jLlm’den daha biyik embriyolarin ise %28.9’u fide meydana getirmistir
(Goralski ve ark., 1998).

3. Besin ortammm  bilesimi: Olgun embriyolar basit bir ortamda gelisitken
erken gelisme doénemindeki embriyolar daha komplike bir ortama gerek
duymaktadir. Embriyo  kaltird  i¢in  gelistirilmis ~ ¢esitli ~ ortamlar
bulunmaktadir.
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4.

10.5.

Kiiltiir ~ kosullan: Embtiyo kiltirinde oksijen 6nemli bir fakeSrdir. Baz
tirlerin - embriyo  kultirlerinin - 6nce  karanhkta inkibe edilmesi sonra
aydinliga alinmasi uygun olmaktadir. Kiltiirde optimum sicaklik bitki tirine
gore degismektedir. Ayrica, dormansiyi kirmak icin soguk uygulamasi
gerekebilir.

Ewmbriyolarmn  izolasyonu:  Embrtiyoyu  zedelemeden izole etmek Ozellikle
erken gelisme donemindeki embriyolarin - sispensorunun  zarar gérmemesi
basati i¢in 6nemlidit.

Embriyo Kiltiiriiniin Uygulanmasi

Tohum dormansisinin kirilmast ve hibrit embriyolarin yasatlmast amaci ile yapilan

embriyo kultird uygulamalarina ait birer 6rnek asagida verilmistir (Hu ve Zanetdni,

1995). Embriyolarin inokulasyonu ise Sekil 10.6” da gosterilmistir.

10.5.1. Tohum dormansisinin giderilmesi

Llexc crenata cv. Convexa’da yapilan bir uygulama:

1.

Tohumu yikama: Akan su altinda plastik bir kafeste meyveler yikanir ve meyve
etinden tohumlar ayrilir.

Sterilizasyon: Tohumlar %0.5 sodyum hipokloritte (%10’luk kloraks) 5 dakika
sireyle yizeysel olarak sterilize edilir, sonra birka¢ kez steril distile su ile
calkalanir ve tohumlardan embriyoyu ayirma islemine gecinceye kadar steril

distile suda bekletilit.

Embriyoyu izole etme: Yatay hava akisli kabinde steromikroskop altinda filtre
kagidi iizerinde tohumdan embriyoyu ayirma islemine gecilir. Oncelikle
tohumda mikropolar acikltk  kismi  belirlenmeye  calistlir  ¢linkii  embriyo
mikropolar acikliga dogru yerlesmis durumdadir. Steril keskin bir bistari
(bigak) ile tohum yarilir, embriyo steril olarak izole edilit ve besin ortaminin
yizeyine transfer edilir.

Kulturler ilk  hafta karanhkta inkibe edilir, sonra aydinliga alinir.
Inkiibasyonun ilk ayt boyunca iz wi#ro embriyonik gelismeye iliskin veriler
kaydedilir. Kiltirlerin gézlemleri 4 hafta icin haftalik olarak steromikroskop
altunda yapilir. Kalp sekilli, ge¢ kalp sekilli safha, torpedo, linear olgun dénem
embriyo yizdeleri ve ¢imlenme donemleri olarak kaydedilir ve embriyo
gelisim  doénemi verileri histogram olarak sunulabilir. Ayrica deforme olan
kotiledonlar, kallus olusumu gibi gelisim anormallikleri gosteren embriyolarin
orant belitlenir.

Takiben fide gelisimi tizerine veriler kaydedilir.
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6. Belli gelisme evresine ulasan fideler (6rnegin; 4 veya daha fazla yaprakli vb.)
sakstya toprak karistmina aktarilir. Once serada sisleme altina  yerlestirilir,

aligtirma sonrast sisleme disina alinir.

7. Dis cevrede fidelerin canlt kalmasinin orant kaydedilir. Her ayin sonunda

normal fidelerin orani belitlenir.

9 4

H.vulgare H. bulbosum
Zn=2x=1 2n=2x =14
Gamet: Gamet:

7
\ ron

Melez zigot

vulg.
7 butb

r

Embriyo Mitoz ile embriyo

kittird —=1 gelismesi sirasinda
bulbosum kromozomiarinin

eleminasyonu

Haploid yulgare
{Monoploid)

Kol hisin
uygulamasi

Doubled_ haploid
H. vulgare
Zn=2x=14

Fertil ve homozigot

Sekil 10.5. Arpada “bulbosum teknigi” ile
haploidlerin elde edilmesi (Emiroglu ve Giirel, 1993).
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Sekil 10.6. Embriyolarin inokulasyonu (Monnier, 1990b).

10.5.2. Hibrit embriyo kurtarma

Giy cine mayada yapilan bir uygulama:

1.

Baklalar %70’lik etanole batirilir (5 s) sonra birka¢ damla Tween deterjant
iceren %1 sodyum hipoklorit solisyonuna (%20’lik kloraks) ultrasonik
vibrasyon altinda 20 dakika emdirilir. Bitka¢ kez stetil suda yikanir. Noz:

Meyve ve tobum yiizeyinde yodun trikomlar oldugu caman yiigeysel sterilizcasyon bava
kabarciklar: nedeniyle Yoor olabilir; bu durum mutlaka dikkate almmalidsr. Yukarida
sotf, edilen steriligasy on yontemi buna wygundnr.

Yizeysel — sterilize  edilmis  baklalar  embriyo  izolasyonuna  kadar
nemlendirilmis steril havlu arasina yetlestirilir.

Yatay hava akigh kabinde bir steromikroskop altinda steril filtre kagids
tzerinde tohumdan mikroizolasyon ile embriyo kendisini saran hicresel
endosperm arasindan bir kesici ile izole edilir.

Okiller mikrometre kullanarak embriyo 6lciliir ve baslangic uzunlugu olarak
kaydedilir. Ayrica embriyo donemleri not edilir (kalp sekilli, ge¢ kalp, erken
kotiledon vb.). Noz: Kalp sekilli veya daba geng embriyolar igole edilirken siispensorun
warar gormemesine dlgen gosterilmelidir.

Embriyo, uygun kiltir ortamina transfer edilit ve kiltirler 3-4 hafta icin
inkiibe edilir.
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6. Baslangic embriyosundan idbaren gelisme gésteren embriyolarin orant
bulunur ve bu dénem I kiltiirii olarak ifade edilir.

7.  Bunu takiben dénem H’de kilttrler koyu renk kagit ile sarilir ve 6-8 hafta
inkiibe edilir.

8.  Dormant dénem II embriyolari, donem III ortamina transfer edilir ve
aktarilabilir biytiklikte fide elde edilinceye kadar bu ortamda inkiibe edilir.

9. Baglangic embriyo gelisim déneminden itibaren dénem III kiltiird sonunda
aktarilabilir fidelere kadar ulasan embriyolarin orant bulunut.

10. Ug veya daha fazla yaprakli kéklu fideler topraga aktarilir, saksilarin tizeri
plastik ortii ile kapatilir.

11. Gunlik havalandirmalarin yant sira 2 hafta sonra 6rtii tamamen kaldirilir.

12. Drs kosullara alistirildiktan sonra baslangic embriyo gelisim déneminden
itibaren canl kalanlarin orani bulunur.

10.6. Embriyo Nors Teknigi

Embriyo nérs teknigi yardimc: endosperm ile embriyo kiltird teknigidir. Disen
embriyolartn  hepsini  embriyo  kiltird ile basarili  olarak  kurtarmak muimkin
degildir. Kultir ortamindan bazt gerekli besin maddelerinin eksilmesi ve besin
ortaminin uygun olmamast sorun olabilmektedir. Béyle durumlarda ebeveynlerden
birinin  gelismekte olan tohumundan olgunlasmamis endospermi ¢ikarmak ve
embriyoyu bunun izerine yerlestirmek ¢6zim olabilmektedir. Endosperm, melez
embriyo icin besleyici (nors) doku olarak yardimer olmaktadir. Arpada Ydr “sar
ciicelige dayaniklilik” genini bugdaya aktarmak icin yapilan ¢alisma bu yonteme
ornek  olarak  gosterilmektedir.  Bugday x  arpa  tozlasmasinda  dollenme
gerceklesmektedir ancak, orani disik olmaktadir ve bu embriyolar kiltire
alinmazlarsa digmektedir. Kiltirde de bu embriyolarin yasama orami  digiktir.
Gelismekte olan arpa tohumlarinin  embriyolart  ¢ikarildiktan  sonra, cikarilan
embriyonun yerine melez embriyolarin yerlestirilmesi ve kiltire alinmast ile
yasayabilen embriyolarin orant arttirtlmustir. Bu yontem sematik olarak Sekil 10.7’de
gosterilmistir (Emiroglu ve Giirel, 1993).

10.7. Embriyo - Kallus Hibritleri

Kiltire alman bir embriyo aynen tohum c¢imlenmesinde oldugu gibi bir bitki
meydana getirmektedir. Fakat eger embriyo O6nce bir kallus meydana getirir,
kalkistan  farkhilasma ile bitkiler elde edilitse birden fazla sayida Dbitki elde
edilebilmektedir. Kiltire aknan embriyo melez ise bir embriyodan kallus
aracikgtyla fazla sayida melez bitki elde edilmektedir (Emiroglu ve Giirel, 1993).
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Sekil 10.7. Bugday x arpa melezinin elde edilmesinde arpa
endosperminin n6rs doku olarak kullanidlmasi (Emiroglu ve
Gurel, 1993). A: Olgunlasmamis arpa endosperminden
embriyonun uzaklastirlmasi, B: Bu endosperme melez
embriyonun yerlestirilmesi, C: Endospermin melez embriyo icin
nors doku olarak hizmet etmesi, D: Arpa endosperminde
yerlestirilen melez embriyonun gelismesi.

10.8. Sonug

Embriyo  kiltird, embriyonal biyime ve farklilasma tzerine besinlerin, bitki
biiyime dizenleyicilerinin - ve diger kimyasal ve fiziksel faktorlerin - etkilerini
incelemek igin yararl bir tekniktir. Ayrica, agronomik olarak 6nemli bitkilerin,
bahge bitkilerinin, orman  tirlerinin  olgunlasmamis  embriyolarindan  bitkilerin
gelistirilmesi ile thrler ve cinsler arast melezler elde edilebilmektedir. Boylece
drinlerin iyilestirilmesinde biyoteknolojik metodarin uygulama alant 6nemli 6lgtde
genislemektedir. Bazi tirlerde tohum dormansisinin istesinden gelinmesi de bu
teknik ile basarilmaktadir.
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11.1. Giris

Somatik hiicrelerin 7z vitro rejenerasyonu mitotik bolinme ile gerceklesmektedir ve
bu bir eseysiz (asekstiel) dremedir. Klonal c¢ogal tim amact ile kullanilan 7z witro
teknikler mikrocogaltim teknikleri olarak da ifade edilmektedir. Amag, ayni genetik
yapida bitkileri Gretmektir. Ancak, bu tekniklerde beklenmeyen ve kontrol
edilemeyen varyasyonlar da ortaya ctkmaktadir. Bu tir varyasyonlar dogal olarak
meydana gelmektedir ve bunlar ya htcrelerdeki genetik degisimler yada hiicre ve
dokulardaki gegici degisimler olarak ifade edilmektedir. Mikrogogalum amact ile
yurttilen calismalarda varyasyonlar istenmez. Bu nedenle mikro ¢ogal timda en
givenilir doku kultirt tekniklerinin  kullanilmast buyik Onem tasimaktadir. Fakat
yine de hangi teknik kullanidirsa kullanidsin  mikrogogaltma boyunca genetik
degisimin  ortaya ¢itkma olasiigt  her zaman bulunmaktadir. Kdaltire alinan
hiicrelerde ¢ok yaygin olarak gorillen ve mikrogogaltimda istenmeyen bu fenotipik
ve genotipik varyasyonlar bitki islahinda biyik 6nem tasimaktadir. Bitki islahinda
dogal varyasyonun daraldigt veya varyasyon meydana getirmenin zor oldugu
durumlarda avantajli olarak degerlendirilen bu varyasyon yeni bir kaynak olarak
gorilmektedir ve doku kiltitlerinde ortaya ctkan bu kalitsal degisikliklerin  timu
'somaklonal varyasyon’ olarak tanimlanmaktadir (George, 1993).

Babaoglu M, Giirel E, Ozcan S (2001) Bitki Biyoteknolojisi | -
Doku Kiiltiirii ve Uygulamalari, Selguk Universitesi Basimevi
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B. Biiriin

Somaklonal ~varyasyonun nedenleri ve vyararlanma olanaklart  tzerinde yogun
calismalar yurttilmektedir. Bu bolimde de bitki doku kiltirlerindeki somaklonal
varyasyonun nedenleri ve bu varyasyondan bitki islahinda yararlanma konulart ele
alinacaktir.

11.2. In Viero Dogal Varyasyonlar

Doku kiltirinde pro toplas dardan gelisen bitkiler “protoklon”, kalkistan rej enere
olan klonlar “kalliklon” olarak isimlendirilmistir. Daha sonra somatik hiicrelerden
herhangi bir doku kiltiri teknigi ile elde edilen tim bitkiler “somaklon” sézctigi
ile ifade edilmeye baslanmistir (George, 1993). Buna gére pro toplas ttan gelisen
bitkilerdeki ~varyasyona “protoklonal varyasyon”, anter kiltirinden elde edilen
bitkiciklerde gbzlenen varyasyona ise “‘gametoklonal varyasyon”  denilmektedir.
Fakat genel olarak hepsi icin “somaklonal varyasyon” sézcigi de kullanilmaktadir.
Bu nedenle somaklonal varyasyon doku kiltirlerinde ortaya ¢ikan  kaktsal
degisiklikler olarak tanimlanir. Doku kiltirlerinde kalitsal olmayan degisiklikler de
gorilmektedir. Bunlar “epigenetik varyasyonlar” olarak adlandirimaktadir (George,
1993; Karp, 1994).

Kiltire alman hiicre ve dokular ile rej enere olan bitkilerde sik stk s tabii olmayan
degisimlere de ras Banmaktadir. Bu degisimlerin nedenleri tam olarak bilinmemekle
beraber  mutasyon, gen amplifikasyonu  gibi  nedenlerle meydana  geldigi
belirtiimektedir. Genetik materyaldeki bu stabil olmayan bazt degisimler eseysel
(seksiiel) melezlemelerle déllere aktarabilmektedir (George 1993).

Gamederin  eseysel yollarla  birlesmesi olmadan hiicrede bir degisim olursa
mutasyona ugradigt  belirtilmektedir. Mutasyonlar, karyodpdeki —degisimler ile,
kromozom sayist veya yapisindaki degisimlerle veya bir yada daha fazla genin
pozisyonundaki  degisimletle ortaya cikabilir. Canli  organizmalarda bu  yolla
olusabilecek spontan mutasyonlar gibi 7z witro kiltir boyunca da bir takim
mutasyonlar meydana gelmektedir. Bu mutasyonlarin bazilart bitki 1slahi icin yararh
olabilir ve bunlardan 1slah programlarinda yararlanilmaktadir.

Somaklonal varyasyonlar ile klasik yapay mutasyonlarin sebep oldugu varyasyonlar
arasindaki farklar asagidaki sekilde 6zedenebilir (Van De Bulk, 1991, George,
1993):

1. Somaklonal =~ mutasyonlarin  frekanst  kimyasal ~ve fiziksel —mutagen
uygulamalariyla elde edilen mutasyonlardan daha yiiksektir.

2. Mutasyonlar genellikle dominanttan resesife dogru olmaktadir. Mutagen
uygulamalart ile elde edilen mutasyonlarda dominantlarin frekans: dustktir.
Oysa somaklonlar arasinda dominant mutasyonlarin orani daha yiksektir.
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3. Haploid bitki kiltirlerinden elde edilen mu tan t hiicrelerde hem dominant
hem de resesif mutasyonlar hemen gorilebilmekte ve homozigot mutant
bitkiler elde edilebilmektedir.

4. Somaklonal  varyasyonun hicre dizeyinde seleksiyonu da baska Dbir
avantajdir. Ornegin, tiitinde kiiltiir ortamina tuz ilave edilerek bu kosullarda
yasama yetenegi iyi olan tuza toleransli hucrelerden bitkiler rejenere
edilmistir.

Diger taraftan mutandarm 7z witre?dg seleksiyonu 7n wvivdya gbre bazt Ustunlitklere
sahiptir:

a.  In vitro’@>% seleksiyon butin bir yil boyunca yapilabilir.

b. Deneme ortamit devamli olarak kontrol altinda tutulabilir.

c. Tatla yada sera sartlart icin s6z konusu olan bazt riskler 7z witreeda yoktur. In
vitro calismalar daha kisa siirede yapilabilmektedir.

In wvitro seleksiyonun bu ustunliklerinin yant sira, kiltiire alinan htcrelerden bitki
rejenerasyonu  frekansinin  dustik olmast ve Ozellikle kiltirde belitlenen ekstrem

kogullara toleransin hiicre ve bitki dizeyinde farkli olmasi da dezavantajlardir
(Birtn, 1990).

11.2.1. Somaklonal ve epigenetik varyasyon

Doku kiltiirlerinde ortaya ¢ikan kalitsal degisiklikler somaklonal varyasyon, kalitsal
olmayan degisiklikler de epigenetik varyasyon olarak ifade edilmektedir. Epigenetik
ve somaklonal varyasyon arasindaki farklar agagida verilmistir (De Klerk, 1990):

1. Somaklonal varyasyon kalitsaldir yani dole geger, epigenetik varyasyon ise
dole aktarilamaz.

2. Bitki yagsamu boyunca epigenetik varyasyon tersine donebilir, oysa
somaklonal varyasyon tersine ¢evrilemez.

3. Somaklonal varyasyon c¢ogunlukla adventif meristemlerden meydana gelen
bitkilerde goriliirken, epigenetik varyasyon hem bu bitkilerde hem de
apikal/aksiller meristemlerden meydana gelen bitkilerde gozlenebilit.

4. Epigenetik varyasyon onceden tahmin edilebilir, oysa somaklonal varyasyon
bilinemez (genellikle aymi kosullar ayni tip epigenetik varyasyona yol agarken
aynt kosullarda aynt tip somaklonal varyasyon meydana gelmez).

5. Epigenetik  varyasyon Dbir fizyolojik tepki, somaklonal varyasyon ise
tesadiifen ortaya ¢tkmaktadir.
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11.3. Doku Kiiltiirii Tekniklerinin Varyasyonda Etkileri

Doku kaltarlerinden elde edilen bitkilerin  fenotipik ve genetik acidan degisme
olasiliklar1  bitkiciklerin  hangi metoda dtretildigine baghdir. S6z konusu bu bitki
tretim metodart sekil 1. Tde verilmistir.

Mikrogogaltimda ortaya ¢ikan genetik degisikliklerden sakinmanin  en  givenilir
yontemleri direkt stirgiin olusumu, direkt embriyogenesis, bogum (nod) ve siirgin
kultaradir  (Sekil 11.1). Surgin kiltirlerinde gorilen  varyasyonlar muhtemelen
ansizin olusan mutasyonlardandir. Gorilen ¢ogu  degisiklikler gegici  Szelliktedir.
Bunlarin genotipten mi yoksa epigenetik mi oldugu dikkatli bir analiz yapilmadan
belitflenemez. Strgin kiltirlerinden elde edilen ve genetik acidan farkli bitkiler
aksiller tomurcukdan ziyade, taban kallusundaki rasgele tomurcuklardan gelisen
stirgiin olusumuna baglt olmaktadir (George 1993).

Hiicrelerin  totipotent olmasi nedeniyle somatik hucrelerden bitki rejenerasyonu
ortaya ¢ikmaktadir. Bu yetenekteki bir hiicre farkldagsmamis bir hicre yigin
meydana getirip sonra tekrar farklilasarak tam organizasyonlu bireyleri meydana
getirmektedir. Boyle bir yontemde varyasyon meydana gelir ve varyasyonun
derecesi doku kiltiri teknigine gére degismektedir (George, 1993).

Fenotipik varyabilite tim cinslerin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde ve kallus
kultirlerinde yaygin olarak gorilmektedir. Mutasyonlar, direkt organogenesis veya
somatik embriyogenesis te daha az gorilmekte, kallus kiltarlerinden elde edilen
bitkilerde ise (dolayli/indirekt trejenerasyon) ise daha sik gortilmektedit. Bu genetik
degisimler genellikle kalitsaldir (George 1993).

Kallus  Kiiltiirleri: Duzensiz (organize, olmamig) kultirlerde (kallus kiltitleri vb.)
somaklonal varyasyonun ortaya ctkma frekanst yuksektir. Yani genetik acidan farkl
bitkiler ortaya ¢ikmaktadir. Ama kallus ve suspansiyon kiltiirlerinden elde edilen
tim bitkilerin orijinal stok bitkiden genetik agidan farklt olmast da mimkin
degildir. Sekil 11.2’de gosterildigi gibi bazi durumlarda bir kiltir genetik yapisini
muhafaza ederken, bazen sadece bir bolimi genetik acidan degisik hucrelerden
meydana gelmis olabilir. Bitkinin genetik yapisinin, onun doku kiltirlerinden
olusan somaklonal varyasyonun derecesi Uzerinde giicli bir etkisi bulunmaktadir.
Doku kiltird  teknikleri ile orijinal ana bitkiden daha dstin bitkilerin elde
edilebilmesi bitki 1slaht acisindan ¢ok biiyitk 6nem tasimaktadir (George, 1993).

Yar: Diigenli  Kiiltiirler: Diuzenli meristematik merkezleri iceren kiltirler genetik
acidan normal bitkiler vermektedir. Surgiin kiltirlerinde  strglinin  tabaninda
sckillenen kallus ¢ogunlukla yart dizenlidir ve bu durum somaklonal varyasyona
sebep olmaktadir (George, 1993).

348



6v¢

Aksillar
tomurcuklardan
cogaltim

Bir veya daha fazla
bogum

DIREK

=3

iTki - it
Adventif sirgin STOK 8ITKI doit,s[mjl;n

ve -
embriyolardan cogaltim eksplantlar iNDIREK

Sekil 11.1. Temel mikrogogalttim metotlar1 (George, 1993)

MORFOGENESIS

Meristem ve slrgun ucu kulturd e

/ Bitkicikler
N " ” Nod (bodum) kultur
" gl

Dofjrudan

PP siirgtin olusumu Somatik fideler

‘ @ — sirginler
/ MORFOGENES%ksmM \ @ Direk R I

embriyogenesis
Somatik .
embriyolar
Dolayl
sdrgtn
olusumu

i B i § K ler

Z:sg%%::n Kallus \:g::;ﬁ:*(‘:r
l / (Kamu ~ ; — Fideler
Somatik f;;myulr

{ Tek tek hicrelerden)

vofsedre) regopyraios



B. Biirin

Rejeneragyors Metodu:  Rejenere  edilen  bitkiler — arasindaki = genetiksel — degisim
derecesi kalkistan veya suspansiyon kiltirlerinden iretilme metotlarina  bagk
olabilir. Hem dolayk organogenesis hem de dolayk somatik embriyogenesis yoluyla
elde edilen bitkilerde varyasyon goriilmekle beraber, dolayk organogenesisle elde
edilen bitkiler degisime daha yatkin bulunmustur (George, 1993). Gerek monokotil
bitkilerin gerekse dikotil bitkilerin, somatik embriyolarindan elde edilen bitkilerde
somaklonal varyasyonlar gézlenmistir. Somatik embriyogenesis ile gorilen farkk
somaklonal varyasyonun nedeni pek acik  olmamakla birkkte bu  durumun
embriyonik dokunun tipindeki farklikktan kaynaklandigt tzerinde durulmaktadir.
Geniglemis ~ vakuollii  parankimatik  hiicrelerden  kallus  kiltiirlerinin -~ karyolojik
degisiklige daha egilimk oldugu da belirtilmektedir (George, 1993).

11.4. Somaklonal Varyasyonun Orijini

Doku  kiltirlerinde  genetik  varyabiktenin =~ kismen  ana  bitki  hiicresindeki
degisimlerden, kismen de (daha sikkkla) kultiir boyunca karyotipdeki degisimlerden
kaynaklandigi belirtilmektedir (Sekil 11.2). Ir witro kiltir boyunca varyabiktenin
meydana gelmesinden sorumlu 3 farkk dénemden s6z edilmektedir (George, 1993):

a) Kdaltir indiksiyonu (uyarimi) dénemi
b) Kiiltiirun geksme dénemi
¢) Bitki rejenerasyonu dénemi

Kalkistan dretilen Dbitkilerdeki genetik degisikligin olast kaynaklari Sekil 11.2 ve
11.3’de gOsterilmistir.

11.5. Somaklonal Varyasyonun Nedenleri
11.5.1. Hiicre organizasyonunun varyasyonda etkisi

Cesidi doku kulturii sistemlerinde kallus fazindan sonra adventif meristemlerin
formasyonu ile kiltirde somaklonal varyasyon gozlenmektedir. Burada, hiicre
organizasyonu kritik bir durum olarak ortaya ¢ikmakta ve diizensiz buyimeye
bagk olarak somaklonal varyasyon beklenmektedir. Eger diizensiz faz uzun
sirerse somaklonal varyasyon sanst daha yiiksek olmaktadir ve béyle uzun bir
fazdan sonra organize olan yapilarda daha buyik bir sapma gorilmektedir. Oysa
kiltire aknan bitki dokularindan (kallus fazt olmadan) yapilarin direkt olusumu
kararsizkk sansini en aza indirmektedir (Karp, 1994).
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Sekil 11.2. Kallus kiiltiirlerinden organogenesis yoluyla elde edilen bitkilerde
genetik varyasyon kaynaklari. Kesik cizgiler ile gosterilen olaylar daha az
siklikla meydana gelir (George, 1993).

11.5.2. Doku kaynagindaki varyasyon

Donér bitki orijinindeki degisimler: Somaklonal varyasyon donér bitkide meydana
gelen somatik mutasyonlardan ortaya ¢ikmaktadir. Bitkilerin vejetatif parcalar1 aym
genetik potansiyele sahip hiicreleri icermektedir. Fakat bitkide farkh genetik yapih
hiicreler de bulunabilmektedir. Boyle genetik olarak farkh hiicreleri tasiyan stok bir
bitkinin dokularindan kiiltiir baslatihrsa genetik olarak degisik bitkilerin elde
edilmesi miimkiin olmaktadir. Bu sekilde genetik ve fizyolojik potansiyeli farkh
olan hiicrelerin bilesimi kimera olarak tanimlanmaktadir (Sekil 11.4).

Eksplant kaynakli varyasyon: Hilcre normal bir mitoz bdliinme gecirmezse yani,
sitoplazma béliinmesi gerceklesmeyip kromozomlar aymi hiicre icinde duplike
olursa bu endoreduplikasyon olarak ifade edilmektedir. Boylece kromozom sayisi
katlanmus hiicreler ortaya ¢ikmaktadir. Boyle bir bitkinin somatik dokular: arasinda
farklh kromozom sayisina sahip hiicrelerin varhg polisomati olarak isimlendirilir.
Olgun bir bitkinin baz1 kisimlar: digerlerinden polisomatik olmaya daha duyarhdir.
Ornegin, meristemde ve sporofitik iiretkenlikte olan dokularda genellikle
polisomati meydana gelmez..Endopoliploidi, politeni ve DNA dizisinde eksilme
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gibi genomdaki biyik degismeler bitki biylime ve gelismesinde somatik
farklilasma boyunca meydana gelebilmektedir (Karp, 1994). Bu farkli doku
kaynaklarindan rejenerasyona gidildiginde somaklonal varyasyonun dogasinda ve
frekansinda  farkldiklar  meydana  gelmesi  beklenir.  Kisaca, kiltire alinan
hiicrelerdeki  varyasyonun  buyukliga kultird  baslatma icin  secilen eksplantin
dogasina  gbre  degismektedir.  Ayrica  kiltirde  farklilasmadan  geri  dénus
(dedifferentiation) ve vyeniden farklilasma (redifferentiation) durumu genomdaki
hem kalitatif hem de kantitatif degisimleri icerebilmektedir. Buradaki degisimler
orijinal doku kaynagina ve rejenerasyon sistemine bagli olmaktadir.

11.5.3. DNA metilasyonu

Doku  kiltiri  kaynakli  mutasyon  dogrudan  veya dolayli  olarak DNA
metilasyonundaki degisimlere baglhdir. DNA yiksek oranda metillendiginde (hypet-
methylated) gen aktivitesi baskidanmaktadir. Metilasyondaki bir azalma (hypo-
methylation) gen aktivitesinin artmast ile iligkilidir. Degisen metilasyon durumunun
genetik  varyasyona sebep olmasindan sorumlu olarak 7z vitro'di dogal olmayan
kosullar nedeniyle hiicrenin fizyolojisini karigtiran bir stres veya sok gecirmesi
gosterilmistir. Genetik varyasyonlarin meydana gelmesi tirlere goére degismekte ve
kullanilan kiltir metodundan ¢ok fazla etkilenmektedir (George 1993).

11.5.4. Niikleik asit 6nciillerinin kaybi

Cogu doku kiltitlerinde meydana gelen hizli niikleik asit biyosentezi icin
gerekli Oncullerin eksikliginin, bazi mutasyonlarin ortaya citkmasindan sorumlu
oldugu dustntlmektedir. Bu nedenle genellikle adenin bazi, bitki doku kultirt
ortamina ilave edilmektedir. Fakat diger DNA bazlarmin kullanimi  ¢ok
sinirhidir (George 1993).

11.5.5. ia \itro hiicre boliinmesindeki anormallikler

Aktif olarak bolinen meristematik hucrelerin  kiltiir sirasinda  ¢ogunlukla s tabii
kalmasina karsin, genis vakuole sahip hucrelerde degisimler meydana gelmektedir.
Parankimatik dokularda degisik ploidi diizeylerine sahip hiicreler bulunmaktadir.
Kiiltirde poliploid hiicrelerin meydana gelmesinin nedeni mitoz boyunca ig ipligi
olusumunun basarisizligt  veya olagan (bipolar) iki kutuplu ig iplikleri yerine
anormal cok kutuplu (multipolar) iglerin meydana gelmesidir. Diger bir neden de
hiicre bolinmesinin interfazin Gz alt devresinde gecici olarak durmasi ve sonra
normal mitoz olmadan hiicrenin tekrar Gr'de hiicre dénglsiine girmesi olarak ifade
edilmektedir.
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Sekil 11.4. Kallus kiltirlerinde mutasyon meydana gelmesi sonucu
kimerik bitkilerin ortaya ¢tkmast (George, 1993)

Aneuploid hiicrelerin  olugsmasina ise ¢ekirdek bolinmesi boyunca meydana gelen
bazt hatalar sebep olmaktadir. Kromozom sayisindaki degisimlerin  diginda,
kromozomlarda  yapisal  degisimler de meydana  gelebilir.  Translokasyonlar,
delesyon, disentrik veya trisentrik kromozomlar ortaya ¢ikabilir (George, 1993).

Sitolojik  calismalar  hiicre  bolinmesindeki — anormalliklerin =~ ¢ok  kutuplu  ig
ipliklerinin - olusumu, képrit ve fragmender, lagard kromozomlar, mikronukleuslar
ve kromozom  fragmenderinin meydana gelmesi ile ortaya  cikabilecegini
gbstermistir. Iste bu hatalar rejenere olan bitkilerde sayisal ve yapisal kromozom
degismelerine yol ac¢maktadir. Bazi faktorlerin (biiyime dizenleyicileri, sicaklik, 1stk
vb.) htcre hayat dongisini etkiledigi de bilinmektedir. Bu bakimdan somaklonal
varyasyonun nedenlerinden birisi de 2z witrfda hicre déngisiinin  kontroliniin
yetersiz olmasidir (Karp, 1994).

Protoplast  kiltiirlerinde  somaklonal =~ varyasyonun stk gdriillmesinin - nedenleri
arasinda protoplast izolasyonu ile hicre duvarmnin uzaklastirilmasi, kiltir sonrast
yeni hiicre duvarinin s en tezlenmesi ve daha sonra hiicre bélinmesinin baslatilmast
gibi cesitli faaliyeder sayilabilir. Sitolojik ¢alismalar protoplast kiltiri boyunca ig
ipligi olusumu ve dizenlenmesinde, kromatidlerin ayrilmasinda yiksek frekansta
hatalarin meydana geldigini ve bu nedenle kromozom sayist ve yapisinda genis bir
varyasyon ortaya ¢iktigini gostermistir (Karp, 1994).
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11.5.6. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin 6nemi

Hiicre dongiisti Uzerine bitki biyime dizenleyicilerinin etkili oldugu ve bunun
somaklonal varyasyona neden oldugu bilinmektedir. Hem oksin hem de sitokinin
grubu buylme dizenleyicilerinin nispi diizeyleri ile hiicre populasyonunun genetik
kompozisyonunun  etkilendigi  belirtilmektedir.  Bu  etkiler tek  basina  ve
kombinasyon halinde kullanilan her iki grup biyime dizenleyicilerine gore
degismektedir (George, 1993; Karp, 1994).

Oksirier: Hethangi bir oksin  kallus ve hucre stspansiyonlarinin  baglaulmasina
sebep olmak ve gelismeyi saglamak icin kultir ortamina mudaka eklenmektedir. Bu
tir oksin ilaveli kultirlerde genetik degisimler de yiksek olmaktadir. Oksinlerin
mutagenik  oldugu ve DNA  metilasyonunu  arttrmasmnin  etkisi  tzerinde
durulmaktadir. Ornegin, kallusu baslatma ve korumada ve hiicre kiiltiirlerinde sk
stk kullandan 2,4 D oksini aneuploidi, poliploidi ve endoreduplikasyon gibi genetik
anormalliklere sebep olarak gosterilmektedir (De Klerk, 1990; George, 1993).

Sitokinirler:  Sitokininler — kultire alinan  dokularda  htcre  bélinme — oranini
arttirmaktadir.  Stokininler 6zellikle dustik konsantrasyonlarda kararli meristematik
htcrelerin ~ bolinmesini  tesvik ederken ylksek oranlarda poliploid hiicrelerin
frekansini  arttirmaktadir.  Ornegin, celtik kallus kiiltiitleri ortamina ilave edilen
yuksek  benziladenin (BA) konsantrasyonunun genetik  varyabiliteyi  arttirdig
belirtilmektedir (George, 1993).

Doku kilturlerindeki  kararsizlik, kiltlir ortamindan kaynaklandigi gibi arastirilan
genotiplerin  6zel kararsizhigt sonucu da olabilir. Sitokininlerin sitogenetik stabilite
tzerindeki etkilerinin aragtirilmast sonucu zeatinin benziladeninden daha yiksek
varyabiliteye sebep oldugu tespit edilmistir. Genetik kararsizligin - protoklonlatin
erken gelisme doneminde daha ¢ok ortaya ciktigr ¢ekirdegin  DNA  igeriginin
sitofotometrik analizleti ile g6sterilmistir (Zuba ve Binding, 1979).

11.5.7. Kiltiir ortaminin bilegimi

Kultir ortaminin bilesimi kiltiirdeki hiicrelerin  ploidi duzeyini, bu durumda farklt
kromozom sayisina sahip hiicrelerin nispi oranlarini etkileyebilmektedir. Ornegin,
Pisurtion kok parcalart basit bir ortamda kiltiire alindiginda hicrelerin timi diploid
iken, ortamda maya ekstrakti, hindistan cevizi st veya kinetin bulunmasi hicre
bélinme oranini arttirmis ve boélinen hicrelerin  diploid, tetraploid ve oktoploid
dokulari  olusturmasina neden olmustur. Benzer sekilde kiltir ortamindaki
potasyum nitrat diizeyi bugday an ter kiltirlerinden rej enere olan bitkilerde albino
bitki sayisint etkileyebilmektedir. Selat ajanlart ve mikrobesin metalleri kromozom
kirilmalarina  sebep  olmaktadir. Metal iyonlarmin  etkisi  onlarin  pozitif  kutba
cekilme orani ile iliskili bulunmaktadir. Bitki kiltir ortaminda besin iyonlarinin
mutagenik etkisi strastyla  Zn*2>Cu*2>NI+2>Co*2>Fet3>Mn*2>Mg*2>Ca*2  olarak
tahmin edilmektedir (George, 1993).
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11.5.8. Kiiltiirel kogullar

Sicaklik: Kiiltirlerin inkiibe edildigi sicaklik mutasyon oranini etkileyebilir. Ornegin
35 °C’de inktbe edilen tutin kallusu diploid iken, 25 °C’de kultire alinan ayni doku
belirgin olarak karyolojik katrarsizlik gOstermis ve tetraploid bulunmustur. Lio/ium
multiflornrrfda somatik  embriyolardan albino fidelerin meydana gelmesi genellikle
genotipe baglt olmakla birlikte artan sicaklik ile hatali bitki ylzdesinin de arttigl
gozlenmistir (George, 1993).

Kiiltiir metodu: Reduplike olmayan hiicreler iceren bitki dokulart eksplant olarak
kullanildiginda stok bitki ile ayni ploidi duzeyinde olan bitkiler retilmektedir.
Diploid tirlerde 6zellikle az kromozom sayisina sahip olanlarin alt kiltirlerinde
orijinal kromozom sayist korunmus olmakla Dbirlikte duasik oranda da olsa
karyotipik degismelerin meydana gelmesi olasidir. Stk stk yapilan alt  kaltirler
kromozom sayisinin korunmasinda etkili olmustur (George, 1993).

11.5.9. Kiiltiir stiresi

Kaltirler, uzun bir sire alt kiltirler yoluyla korundugunda ve alt kiltirler
arasindaki sire uzadiginda genellikle mutasyona ugrayan hicrelerin orani ile genetik
degisim artmaktadir. Ornegin, yoncada uzun siireli alt kiiltiir araliklart yiiksek ploidi
diizeyine sahip hiicrelerin  oranini arttirmis ve embriyogenik kapasite azalmugtir.
Opysa alt kiltirler 7 ginlik araliklarla yapildiginda ploidi diizeyi kararlt bulunmustur
(George, 1993).

Petunia  hybrida cv. Rose of Heaven mezofil pro toplas darindan ve yaprak
disklerinden kaynaklanan kallus kdiltirlerinden  rejenere olan  bitkiler ytksek bir
genetik ve kromozomal varyasyon sergilemistir. Bu varyasyon kiltir sirasinda veya
rejenerasyon  yOntemi  strasinda  ortaya  c¢ikmus  olabilir.  Yaprak  disklerinden
kaynaklanan 12 bitkinin 7’si tetraploid, 2’si aneuploid iken 3’0 normal diploid
(2n=14) kromozom sayisina sahip bulunmustur. Protoplastlardan kaynaklanan 17
bitkiden diploid kromozom sayisina sahip olan bulunmamistir. Ayrica ¢aligmada
somaklonal varyasyonun olus derecesi uzun sireli (6 ile 18 ay) kallus kiltitrlerinden
rej enere olan bitkilerde, kisa streli (2 ile 3 ay) kiltarlerdekinden daha biyik
bulunmustur.  Genetik  degismelerin ~ kiltir  fazt  boyunca  artu@  Uzerinde
durulmaktadir (Lewis-Smith ve ark., 1990).

11.5.10. Genotipin etkisi

Genetik varyasyon tir icinde farkli varyeteler veya kiltivarlar arasinda farkls
olabilmektedir. Farkli genomlarin farkli tepki vermesi nedeniyle somaklonal
varyasyon genotipe bagldir diye belirtiimektedir. Bazi  genotiplerin = kaltarde
olduk¢a kararli olmalarna karsin  bazilart  ploidi  diizeyine bakmaksizin  devaml
kararsizdir. Calismalar kiltiirde kromozom kirilmalarinin baslamasi ile
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heterokromatin ~ arasinda  bir  korelasyonu ortaya koymustur. Bu korelasyon
heterokromatinin ge¢ replikasyonu ile aciklanmaktadir. Heterokromatin teorisine
gore, genis heterokromatin  segmenderi iceren bitkilerin  doku  kiltirlerinde
kromozom aberasyonlarinin daha yiiksek meydana gelebilecegi tahmin edilmektedir
(Karp, 1994).

Cai ve ark. (1990) sorgumda varyasyonun onemli Olcide genotipe bagli oldugunu
belirterek, kiltiirdeki artan zamanla varyasyonun arttgini vurgulamis ve incelenen
populasyondaki ~ somaklonal  varyasyon  oranim1  %11.3, somaklonal  varyant
frekansini %1.6  olarak belirtmis ve bulunan varyantlatin bazilarinin - sonraki
calismalar icin 1slah programlarinda yararlt olabilecegini ortaya koymuslardir.

11.5.11. Stres

Bitkiler ¢evre stresine (ekstrem c¢evre kosullarina) maruz birakildigi zaman “genom
soku” ile hizli evrimsel degismelerin meydana gelebilecegi savunulmus ve doku
kaltiri de bir stres sekli olarak tanimlanmistir. Bu nedenle doku kiltirinde de
genomik degismelerin meydana gelebilecegi vurgulanmistir (De Klerk, 1990).

11.6. Somaklonal Varyasyonun Belirlenmesi

Somaklonal wvaryasyonun belitlenmesi ¢esitli calismalar ile mimkin olmaktadir.
Somaklonal varyasyon fenodpik, sitolojik ve molekiler duzeyde incelemeler ile
ortaya konmaktadir (De Klerk, 1990).

1. Somaklonal varyasyonun buytkligi genellikle bir veya daha fazla kalitatif
sapmalar gosteren bitkilerin orant olarak beliflenmektedir. Ornegin, belirgin
morfolojik degisime ugramus bitkilerin orani, yaprak seklinde gézlenen sapma,
albinizm, clicelesme vb.

2. Kantitatif 6zelliklere ait verilerin kontrole gbre genis siurlart ve somaklonal
populasyonda  belli bir 6zellik icin standart sapma degeri somaklonal
varyasyonun biytkligini belitlemektedir.

Fenotipik  varyasyonun  dlgiilmesi:  Fenotip  Uzetine somaklonal varyasyonun etkisi
genellikle bir veya daha fazla Ozellikte sapma gosteren bitkilerin  orani  olarak
belirlenmektedir.

Kromozom sayist varyasyonu: Bu * tiir varyasyon mitotik hiicrelerdeki
kromozomlarin sayilmast (genellikle kok uclarinda), her hiicrenin DNA igeriginin
Olctilmesi  (sitofotometrik olarak), stoma bek¢i hiicrelerindeki kloroplast sayilarinin
tespiti veya stoma boyunun 6lctilmesiyle beliflenmektedir. Son iki metot her zaman
dogru sonug vermemekle birlikte uygulamasi daha kolaydir.
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Kromozom sayist degismeleri doku kiltiirlerinde ve doku kiltirlerinden rejenere
olan bitkilerde en erken gozlenen genetik degisimlerdir. Kromozom  sayist
belitlemeleri ile genotip, ortam bilesimi, doku tipi ve kiltir uzunlugunun etkileri
tzerinde kallus dokularinda ve rej enere olan bitkilerde somaklonal varyasyonun
derecesi  tzerinde c¢alismalar  bulunmaktadir.  Burtin  (1998), haploid titin
bitkilerinin somatik dokularin 7z vitro  kiltirlerinde kallus  fazindan sonra elde
edilen bitkiler arasinda haploid, diploid ve aneuploid bitkileri belitlemistir.
Kromozom sayist degismis bitkiler farkli bir fenotipe sahip olduklari gibi, bu
bitkiler normal fenotipte de gorilebilmektedir. Ayrica normal kromozom sayili
bitkilerde de  fenotipik  degisiklikler  g6zlenebilmektedir.  Kromozom  yapist
degisikliklerinin ~ saptanmast ise olduk¢a zahmetli olup sitolojik ve molekiler
calismalarla ortaya konulmaktadir.

11.7. Somaklonal Varyasyondan Yararlanma

Bitki 1slahinda gerekli iki temel konu uygun genetik varyasyonun varhigr ve etkili bir
seleksiyon yonteminin olmasidir. Tur icinde yararli varyasyon olmadigt zaman
yabani ve akraba olmayan tirler ve mutasyon teknikleri genetik varyasyonu
genisletmek icin kullanilmaktadir. Son yillarda tzerinde durulan diger bir varyasyon
kaynagt da htcre ve doku kiltirlerinde belitlenen somaklonal varyasyon olmustur.
Varyasyon gosteren  bitkiler somaklonal varyantlar olarak ifade edilmektedir.
Somaklonal ~varyandar arasinda klorofil eksikligi olan bitkiler, poliploidi ve
aneuploidi gibi kromozom aberasyonlarina sahip bitki varyantlart gbzlenmis ve
bunlar bitki islaht igin pek bir degere sahip bulunmamustir. Ancak bu degisen bitki
Ozellikleri arasinda hastaliklara dayanikliik gibi 6nemli  6zellikler de s6z konusu
olmustur (Van den Bulk, 1991).

Somaklonal varyasyonun avantajlart kisaca s6yle 6zetlenebilir (Karp, 1994):

. Hizl bir varyasyon kaynagi olarak elverislidir.
Bazi degismeler yiiksek frekanslarda meydana gelebilir.
Agronomik 6zellikler degisebilir.

1

2

3

4. Bazi degismeler homozigottur.

5. Yeni varyandar ortaya ¢ikabilmektedir.
6

Yeni varyeteler tiretilebilmektedir.

Somaklonal varyasyon bitki 1slaht agisindan yeni bir varyasyon kaynagidir. Ancak
bu varyabilite kaynaginin avantajlarinin yant  sira uygulamasinda  bir  takim
problemler de vardir (Semai ve Lepoivre, 1990; Karp, 1994). Bunlar:

1. Varyasyon ¢eside baghdir.

2. Degisim frekanst ¢cok farklidir.

3. Cogu degismeler istenmeyen degisimlerdir.
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Bazi degismeler kararsizdir.

Cogu degismeler yeni degildir.

Istenilen karakterler degismeyebilir.

Istenilen karakter elverissiz tarla performanslart ile birlikte bulunabilir.

Varyantlart tanimlamak icin elverisli markérlerin kaybi s6z konusu olabilir.

o »® N ;e

Varyandarin yasal bir dizenlemesi yoktur.

Somaklonal varyasyonun arzu edilmeyen yonlerinin daha fazla oldugu gorisi de
bulunmaktadir (De Klerk, 1990):

1. Cesitli sts bitkilerinin mikrotiretiminde (orkide, anteryum, zambak ve afrika
meneksesinin - bazt  kisimlarinda) somaklonal varyasyon nedeniyle sapmalar
gorilmektedir. Bu nedenle somaklonal varyasyon mikroiretimde buyik
kayiplara neden olmaktadir.

2. Bitki  biyoteknolojisinde  bitki  1slahi  teknikleri ~somatik  hicrelerden
rejenerasyona  dayanmaktadir.  Bu  tir  bitkiler = mudaka  somaklonal
varyasyonun  etkisi altndadir.  Ancak istenmeyen mutan dar ayrlarak
uz aklas tirilabilinir. Fakat bu ¢ok yillik bitkilerde pek miimkiin olmamaktadir.

3. Bazt istenmeyen mutasyonlar hemen tanmamayacak ve bu yizden boylesi
mutandar uzaklastirlamayacaktir. Ornegin, yag palmiyeleri tarlada birkag yil
kiltiirden sonra anormallikler gstermistir.

4. Somaklonal varyasyon, hiicre kiltirlerinde sekonder metabolit Gretimini de
etkilemektedir.

11.7.1. Somaklonal varyasyonun bitki 1slahinda kullanimindaki sorunlar

Somaklonal  varyasyonun = yararliligi  acisindan  genel sonuglar  belirtmek  pek
mimkin degildir. Cinkd bitki tirleri icinde bile c¢esidere gore farkli frekansta
somaklonal varyasyon gozlenmektedir. Genotipe bagliik nedeniyle bir cesitte
elverisli somaklonal varyandarin elde edilmesi diger cesiderde de benzer olacagin
gostermez. Somaklonal varyasyon tzerinde etkili faktSrler agagida Tablo 11.1°de
verilmistir (Karp, 1994).

Kromozom sayt ve yapisindaki degisiklikler genellikle biyiimede ve fertilitede
istenmeyen dizensizliklere neden olur ve canlilik azalir. Bu sebeplerden somaklonal
varyasyonun gercekten bitki islahinda yeni bir varyabilite kaynagi olup olmadigi da
tartigtlmaktadir.
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Tablo 11.1. Somaklonal varyasyonu etkileyen faktérler (Karp, 1994).

Faktor Genel Etki

Genotip Farkk genotipler farld: derecede varyasyon gosterebikrler.

Ploidi Yiiksek ploidi diizeyine sahip olan bitkilerde daha fazla
kromozom sayist degisimleri gériilmektedir.

Rejenerasyon Sistemi Protoplasdar eksplantlara gére daha yiiksek varyasyon gosterir.

Kiiltiir Siiresi Uzun siirek kiiltiirler daha biiyiik varyasyonlara neden olur.

Doku Kaynagi Baz1 dokular (6rnek: yagk) daha fazla varyasyon gosterir.

Biiyiime Diizenleyicileri Yiiksek konsantrasyonlan varyabikteyi arttinr.

11.7.2. Bitki 1slahinda somaklonal varyasyonun yararlan

Bitki 1slahinda somaklonal varyasyonun ilk bagarii uygulamalarindan biri  seker
kamiginda  hastaliklara  dayanidd:  bitkilerin  secimidir.  Helunthosporium  sacchar,
Sclerospora  sacchari ve Fijii hastaligina dayanildi klonlar kalkiglardan rejenere olan
bitkilerden tretilmistir (Van den Bulk, 1991).

Hastakklara  dayanildt somaklonal varyantlarin = seciminde 77 wifro  seleksiyon
uygulama olanagt Catlson (1973) tarafindan tutinde, Pseudomonas  syringae pv.
tabadriver sebep oldugu vahsi ates hastakginda gosterilmigtit. Haploid hucteler ve
protoplasdar methionin sulfoksimin (MSO)’e duyarlikk icin test edilmistir. Bu
bilesik titiin yapraklarinda P. syringae pv. tabaci tarafindan iretilen toksin, tabtoksin
gibi klorodk lekeler ortaya c¢ikarmaktadir. MSO’ne dayanild: kalkistan rej enere olan
bitkiler hastakga dayaniklikk géstermistir (Van den Bulk, 1991).

Bitki 1slahinda bir varyabikte kaynagi olarak somaklonal varyasyonun en buyik
avantajl genis bir varyasyon kaynagi olmast ve hizla elde edilebilmesidir. Bu
somaklonal varyasyon alternatif 1slah metodart sinirk kaldiginda 6zelkkle eseysiz
olarak c¢ogaltulan ve apomiktik tiirlerde stoklarn yetersiz olmast nedeniyle islah
caksmalarinm  smurlandi@n  durumlarda  Gmidi  olmaktadir. Boyle tiirlerde  kiltiire
aknan ecksplandardan rejenerasyon ile varyabikte ortaya c¢ikarlmaktadir. Diger bir
avantaji da yiksek frekansta kromozom katlanmasi ile pokploid bitkileri elde etme

aract olarak kullanilmasidir.

Cogu  degisimler agronomik  &zelkklerde  meydana  gelmistir.  Bazt  yarark
varyasyonlar hastakklara dayaniklikk, bagaklanma ve olgunlasma tarihi, tane verimi,
protein igerigi ve tane kaktesindeki degisimlerdir. Ornegin, Zagorska ve ark. (1985),
titin ve domatesin farldi varyetelerinin doku kiltiriinden rej enere olan bitkilerinde
somaklonal varyasyonu incelemiglerdir. ‘Titinde ¢ogu bitkilerin, yapraklarinda,
ciceklerinde, yapraklarin kimyasal bilesiminde, verimde ve bazt titin hastakklarina
dayaniklikkta  degisiklikler — saptamuglardir.  Yiksek  verimk, kaktek, Peronospora
tabacina'yii, Thielavia basicola’yi ve tutin mozaik virlisine dayanildi soylar elde
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etmiglerdir. Domateste ise en  biylk varyabiliteyi morfolojik  6zelliklerde
g6zlemislerdir.

M. sativa cv. Europe’un rejenere olan bitkileri fenotipik ve sitolojik varyasyon
gostermis  ve  Verticillimm\  dayanikhlik  ortaya ctkmustir. Kiiltivar Regen  S’de
fenotipik ve sitolojik varyasyon ile Fusarium solani ve/veya F. roseum ve Rbhi"octonia
solanfyz dayanikllik elde edilmistir (Gilmour e ark., 1989). Soyada doku kiltira
calismalarindan elde edilen bitkilerde verimde kontrole gbre artan bir varyabilite
g6zlenmistir (Graybosch ve ark., 1987).

Yapilan calismalar ile elde edilen somaklonal varyantlar c¢evre kosullarina tolerans
bakimindan arastirlmis ve degisimler soguga, dona, tuzluluga ve donmaya tolerans
olarak ortaya konmugtur. Ayrica, fungal toksinlere, tuza ve herbisitlere dayanikli
mutantlarin izolasyonunda 7z wvifro seleksiyon yontemleri etkili olarak kullanilmustir
(Tablo 11.2). In witro seleksiyon ile dayanikli vatyantlarin secimine iligkin  bir
uygulama yontemi Sekil 11.5’de verilmistir (Emiroglu ve Giirel, 1993).

Celtikte protoplasttan elde edilen bitkilerin ylksek oranda somaklonal varyasyon
sergiledigi ve bu somaklonal varyantlar arasinda kontrol bitkilerinden daha ytksek
tane verimi gosterenlere rasdanmadigt belirtilmistir (Bajaj, 1989; Kyozuko ve ark,
1989). Buda celtik 1slahinda pro toplas dart kullanmanin  mimkiin = oldugunu
gostermektedir.

Protoplasttan ~ kaynaklanan  bitkilerde — somaklonal = varyasyon tzerine yapilan
calismalar atropa, patates, celdk, yonca, titin, patlican, seker kamust bitkilerinde
rapor edilmis ve patateste hastaliklara dayanikliligs gelistirme acisindan protoplasdar
iyi bir kaynak olmustur. Yine bu yolla Phytopthora infestance e dayanikli klonlar
secilmistir  (Bajaj, 1989). Ayrica, somaklonal varyasyondan kaynaklanan Paulozwnia
tomentosa yeni bir varyetedir.

Totipotent eksplandar kullanarak yapilan gesitli hiicre kultird uygulamalart  yaglh
tohumlu  Brassica’hrdy — somaklonal — varyantlart  dretmek icin  kullandmugur.  B.
Juncea’mn  hipokotil ve kotileden eksplandarmdan tuza toleranshi varyandar elde
edilmigtir. Yine B. napuPda mikrosporlarin mutagenesisi ve haploid protoplasdar
yoluyla herbisidere tolerant bitkiler elde edilmistit. Ayrica B. #apus mikrospor
kiltitlerinden oleik asit duzeyleri artmis mutandar secilmistit. B. #napus'ti Phoma
lingam ~ve Altemaria brassicicola  solgunluk patojenlerine dayanikli rejenerandar elde
edilmistit (Palmer ve Keller, 1994). Ayciceginde hipokotil eksplandarmdan Phoma
macdonaldii ve Phomopsis spp.’min kiltiir filtrelerine dayaniklt kalluslar izole edilmis
fakat rejenerasyon bas arilamamis tit (Palmer ve Keller, 1994). Unum usitatissimum'da
ise tuza toleransk bitkiler elde edilmis fakat bu bitkilerde birka¢ generasyon sonra
tolerans kaybolmustur. Benzer durum sulfonylurea herbisitine dayaniklikkta da
gozlenmistit  (Palmer ve Keller, 1994). Bu Ornekler bitki islahinda somaklonal
varyasyon potansiyeknin basartyla kullanilabikneceginin 6rnekleridir.
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'

Geligkin bitkilerin

serada dayaniklilik
kontrolu

Sekil 11.5. Somaklonal varyasyondan yararlanarak dayanikli
varyantlarin zz vitro seleksiyonu (Emiroglu ve Girel, 1993).

11.8. Ia vitro Seleksiyon Uygulamalar:

Birtakim seleksiyon = stratejileri ile ortaya konan somaklonal varyantlara iliskin
bilgiler Van de Bulk (1991) tarafindan agagidaki gibi verilmistir:

Bitki  diizeyinde  hastalifa  dayamikle  varyantlarm  segimi:  Somaklonal  varyandarda
bitki dizeyinde basarili seleksiyonu rapor eden calismalar liste halinde Tablo
11.3’de  verilmistir. Tablodan, bitki diizeyinde hastaliga dayanikli varyandarm
seciminin bakteriyal patojenler icin oldugu gibi fungal ve viral patojenler igin de
basarili uygulamalarinin  oldugu gorilmektedir. Ancak bazi  durumlarda dayanikli
olarak secilen bitkilerin = ¢ogunlukla istenmeyen bazi Ozelliklere degisdgi de
gorilmektedir. Bu durum, istenmeyen degisimlerin  meydana gelmesi secilen
varyandarm degersiz  oldugunu gdstermez. Cunki elde edilen yeni dayaniklilik
kaynagt herhangi bir 1slah programu ile ticari ¢esidere aktarilabilir.
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Tablo 11.2. fn vitro seleksiyonla elde edilen somaklonal varyasyon ornekleti (Van den Bulk,

1991; Karp, 1994).

Seleksiyon
Bitki Patojen Segici Ajan Diizeyi
(A) Hastaliklara Dayanildik
Yonca Fusatium oxysporum £ sp. Kiiltiirii filtre etme Kallus
Yonca F. oxpsponum £ sp. Medicaginis Kiltiirii filtre etme Embriyogenik
E solani hiicre
slispansiyonu
Arpa Fusartum spp. Fusaric asit Kallus
Arpa Helminthosporium sativum Ham toksin Kallus
Patlican Nadir gériilen yaprak hastaligt Patojen Bulagik dokudan
(Mikoplazma benzeri elde edilen kallus
organizma)
Patlican Verticillizm dahliae Kiiltiirii filtre etme Hiicre
slispansiyonu
Setbetgiotu Verticillizm alboatrum Kiiltiirii filtre etme Kallus
Misir Helminthospotium maydis HmT toksin Kallus
Yulaf Helminthosporium victortae Victotin Kallus
Seftali Xanthomonas campesttis pv. pruni Kultiirii filtre etme Kallus
Patates Fhytophthora infestans Kiltiirii filtre etme Kallus
Patates Fusariuam oxysporum Kiiltiirii filtre etme Kallus
Celtik Helminthosporium oty ae Ham toksin Kallus
Celtik Xanthomonas oty ae Bakteriyal hiicreler Kallus
Seker kamigt Helmmnthosporium sacchari Toksin Kallus
Titiin Pseudomonas syringae tabaci Methionine Hiicreler,
sulfoximine protoplastlar
Tutiin Pseudomonas syringae tabac, Ham toksin Kallus
Hitematia altemata
Titin Titiin Mozaik Viriisii Viriis Bulagik  dokudan
elde edilen kallus
Titin Fusatium oxysporum . sp. Kiltiirii filtre etme Hiicre
Nicotianae slispansiyonlar1
Tiitiin Phytophthora patatisicia
Domates Fusatium oxysporum f.sp. Kiiltiirii filtre etme Kallus
Tyeopersici
Domates Tutiin Mozaik Viriisii Viriis Bulagik
eksplantlar
Domates Pseudomonas solanacearum Kiiltiirii filtre etme Kallus
Bugday Pseudotmonas syringae pv. syringae Syringomycin Kallus
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Tablo 11.2 ’nin devamu...

Seleksiyon
Bitki Patojen Segici Ajan Diizeyi

Bugday Helminthosportium sativum Ham toksin Kallus

Kereviz Fusatium oyyspotium fsp.apii

Yulaf Helminthospotium victotiae

Karaagag Ceratocystis ulmi

(B) Herbisit/Ilag

Misir Imidazolinone

Mastr, Tiitiin Sulfonylurea

Petunya Methotrexate

Tutin Atrazine

Musir Methomyl

Domates 8-azaguanine

Tutiin Amitrole

Havug, Petunya Glyphosate

Patates MCPA, NIDEL

Tiatian Picloram

Tutin Paraquat

Tiitiin Hydroxyurea

Celtik, Titiin Amino asit analoglan

(C) Tuza Tolerans

Seker

Pancart

Celtik

(D) Aliminyum’a Tolerans

Yonca Sadece hiicre
hattt

Toksinler ile in vitro seleksiyon: Patojen tarafindan uretilen toksik metabolitlerin 2
vitro'&4 segici ajanlar olarak kullanilmast esasitna dayanmakta ve cogu segici baskilar
kallus dizeyinde uygulanmaktadir (Sekil 11.5). In vitro seleksiyon ile cesitli turlerde
elde edilen hastaliga dayamild: bitkilerin bir Gstesi Tablo 11.2°de verilmistir.

Fitotoksinler ile  seleksiyon: Secici ajan  olarak fitotoksinleri kullanma yoluyla in
vitro'da secilen hicre veya dokulardan rejenerasyon sonrast elde edilen toksine
dayanidi bitkilerin patojene dayaniklilik gostermesidir. Bitkiye 6zgti 6zel toksinin
seleksiyonda basartyla kullanildigi calismalar Tablo 11.2’de gérilmektedir.
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Tablo 11.3. Varyantlarin bitki diizeyinde se¢imi ile elde edilen hastaliga dayanikli bitkiler
(Van den Bulk, 1991).

Bitki Patojen Doku Kiiltiirii

Yonca 1 Verticillin albo-atrum Protoplastlar

Yonca Fusarium solan, Embriyogenik hiicre
F oxysporum £ sp. medicaginis stispansiyonu

Elma Phytophthora cactonum Eksplantlar

Muz Fusariom oxysporurn £ sp. Cubense Meristem

Arpa Rhynchospotium secalis Kallus

Kereviz Fusatium oxysporumn £ sp. Apii Embriyogenik stispansiyon

kultard, kallus

Kereviz Septotia apf; Cercospora apt, Pseudomonas Embriyogenik stispansiyon
cichotfi kaltart

Salata Salata Mozaik Virtist, Bremia bcruce Kallus

Misir He/minthospotium maydis Kallus

Seftali Xanthotnonas catmpestris PV. prurs, Kallus
Pscudomonas syringac pv.syringac

Kavak S eptotia musiva Kallus

Kavak Melampsora medusac Kallus

Patates Alternaria solani Protoplastlar

Patates Phytophthora infestans Protoplastlar

Patates Patates X Virusi, Patates Y Viriisu Kallus, Eksplantlar

Patates Streptormnyres scabies, Patates Y Virtst, Protoplastlar
Patates Yaprak Kivircikligr Virtsi

Patates Streptomyves scabies Eksplantlar

Celtik Helminthospotiutn oty”ae Kallus

Seker kamist  Fijii Virdist Kallus

Seker kamist  Sclerospora sacchari Kallus

Seker kamist  Helminthhosporium sacchari Stispansiyon kiltird,

Eksplantlar

Seker kamist  Ustibago scitaminea Kallus

Seker kamist  Puccinia mehnocephala Kallus

Titin Phytophthora parasttica PV . nicotianac, Protoplasdar
Pseudomonas solnaceatum

Domates Tutin Mozaik Virast Eksplantlar

Domates Fusarium oxysporum/.sp. Jcopersici Ltk 2 Kallus

Domates Fusarium oxysporum £sp. lcopersici Itk 2, Irk 3 Protoplasdar

Domates Pseudomonsas solbnacearum Kallus
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Ancak burada seleksiyon yontemine toksinlerin  uygunlugu O6nemlidir. Hastalik
gelisiminde gorillen toksinlerin her zaman segici bir ajan olarak kullandmast elverisli
degildir. Bu toksinin etki sekline ve toksinin &zelliklerine bagldir. Ornegin,
Verticilium ~ dahlize  tarafindan  dretilen  vd  toksinine patates doku  kiltirlerinin
reaksiyonu Uzerine bir aragtirma duyarlt bir genotipin pro toplas darinin hemen
hemen hi¢ etkilenmedigini, oysa hiicre sispansiyonlarinin etkilendigini géstermistir.

Kiiltiirii -~ filtre etme ile seleksiyon: Filtre edilmis ham kiltir sivilarinin  segici  ajan
olarak  kullantlmasidir.  Ozellikle  filtre  edilmis  kaltiir  fitotoksik  aktivite
sergilemektedir.

Patgjenler ile in vitro seleksiyon: Eger hastalik belitleyicileri (toksinler gibi) secici
ajan olarak kullanilmak icin elverigli degilse patojenin kendisi kullanilabilir. Ancak
bu smurhdir. Cinkd doku kaltird kosullart altinda patojenin  hizlt olarak kultir
ortamint kaplamast gézlemlere engel olabilmektedir.

11. 9. Sonug

Bitki doku kiltiirlerinde ortaya ¢ikan somaklonal varyasyon o6nemli bir kaynaktir.
Simdiye kadar somaklonlardan elde edilen yeni gesitlerin  sayist  sinirhidir.
Somaklonal varyasyonun kontrolsiiz ve tesadiifi olmast smurlayict  bir  faktor
olmustur. Ancak gelecek icin Gmitli gOrilmektedir. Somaklonal  varyasyonun
orijininin daha iyi anlastlmast icin doku kiltird ile baglatlan bu degisimlerle ilgili
molekiler diizeyde calismalar da yapilmaktadir.

Sonug¢ olarak hem hicre hem de doku kiltiri ve #m wiro seleksiyon yontemleri
hastaliklara dayaniklidik konusunda bitki 1slahinda 6nemli bir potansiyele sahiptir.
Bu vyeni teknikler geleneksel dayanikldik islahi tekniklerinin yerini alamayacaktr.
Fakat dayaniklh materyal elde mevecut olmadiginda veya var olan varyetelerde
bilinen dayanmiklilik genini aktarmak glic oldugu zaman uygulanabilecektir. Yeni
dayaniklilik kaynaklart ortaya ¢ikaridmast ¢ok buytk bir avantajdir ve bu konuda
basarili 6rnekler bulunmaktadir.
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Sozlik

A

Aborsiyon: Embriyonun normal gelisme gstermemesi.

Absisyon: Yaprak, meyve ve ¢icek gibi bitki organlarnin hastalik veya fizyolojik
yaslilik nedeniyle dékilmesi (dismesi).

Adventif: Organlarin  aligilagelmis doku veya bélgelerden degil de beklenmedik
yerlerden meydana gelmesi. Mesela, normal olarak embriyodan gelismesi beklenen
kok veya strginiin yaprak dokusundan meydana gelmesi.

Aklimatizasyon: Iz wifro kosullarda rejenere edilen bitkilerin  sera veya tatla
kosullatina alistirilmasi.

Aksenik: Kontaminasyon yapan bir mikroorganizma ile bulastk olmayan. Sadece
bir tip organizma veya hiicre iceren kiltire de aksenik kiltiir denir.

Allotetraploid: Diploid iki tiriin, kromozom sayilarini yariya indirgemeden
birlesmeleri sonucu olusan bir gesit allopoliploid.

Androgenesis: Erkek gamet hiicresinden bitki meydana gelmesi.

B

Biyosit: Eksplandarm endojen veya ecksojen sterilizasyonu (bakteriyel ve fungal
kontaminasyonda) ve besin ortamlarinda uzun streli koruma amach olarak
kullanilan bilesikler.

Biyoteknoloji: Bir organizmay1 (¢ogunlukla mikrorganizma veya onun salgiladig
enzimi) endistriyel islemde kullanarak iriin elde etmek.

Biyotip: Benzer genetik icerige sahip organizmalarin olusturdugu toplulugu.

C

Coklu fiizyon: Sivi flizyon ortaminda birden fazla somatik hicrenin birbitleriyle
birlesmesi. Somatik melezlemede genellikle arzu edilmeyen bir durumdur.

D

Delesyon: Kromozomdan bir parca eksilmesi olayidir.

Disentrik kromozom: Tki sentromerli kromozom.

Dormansi: Tohum, spor veya tomucuklarda biyime ve gelismenin inaktif oldugu
doénem.

368



E

Eksojen: Organizma ve hiicrenin disindan koékenlenen, veya disaridan saglanan.
Ornegin, hiicre veya dokunun kendisinin {retmeyip disaridan saglanan  bitki
buytime dizenleyicileti.

Eksplant: Bitkiden izole edilerek doku kiltiri ortamina konulan herhangi bir
materyal (organ, doku, htcre vs.).

Embriyoid (somatik embriyo): Zigottan degil de somatik hiicrelerin  farklilagmast
sonucu olusan embriyo.

Endojen: Organizma ve hiicrenin icinden kokenlenen, veya kendisi tarafindan
iiretilen.  Ornegin, hiicre veya dokunun kendisinin irettigi  bitki  biiyiime
dizenleyicileri.

Endopoliploidi: Somatik hiicrelerde kromozom sayisinin kadanmasidir.

F

Farklilagsma (differentiation): Meristematik bélinmeler sonunda olusan hicrelerin,
fizyolojik ve morfolojik degisikliklere ugrayarak 6zellesmis hiicre gruplan, dokulart
(epidermis, parenkima, kambiyum) veya organlari (stirglin, k6k) meydana getirmesi.

G

Gametofit: Bitkinin, haploid kromozom sayisina sahip gamederi Gretmesi islemi.

Genetik miihendisligi: Organizmalarin genetik yapilarinda yapay yollatla

degisiklikler (transformasyonlar) meydana getirmek.

Germplazm: Yeni bir organizmanin elde edilebilecegi herhangi bir genetik
materyal. Bitkiler icin; tohumlar, strgiin kultrleri veya rejenerasyon yetenegine
sahip hicre kilttrleri birer germplasmdir.

Ginogenesis: Disi gamet hiicresinden bitki meydana gelmesi.

H

HEPA filtre: Sahip oldugu c¢ok kicik porlar (0.22 |Lim c¢apl) sayesinde
mikroorganizmalarin tamamina yakinin ge¢mesine izin vermeyen 6zel gelistirilmis
filtre.

Heterokaryon: Genetik igerikleri farkli iki veya daha fazla somatik hicre
cekirdegin bir arada yer aldig1 hiicre.

Heterotrof: Beslenmek icin ihtiyag duydugu maddeleri kendisi dretmeyip digaridan
alan canli.

Heterotrofik faz: Embriyo bu faz siiresince endospermi ve embriyo etrafindaki

ana dokuyu kaynak olarak kullanir, yani embriyonun bagimli oldugu bir fazdir.
Hidrofonik: Besin maddelerince zenginlestirilmis ¢6zelti icinde (topraksiz) bitki
yetistirmek.
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Hiperhidrisite: Bitki dokularinda agin su birikimi

Homokaryon: Genetik icerikleri ayni iki veya daha fazla somatik hicre
¢ekirdeginin bir arada yer aldigt hiicre.

Hormon-otonom: Izole edilmis bir dokudan meydana gelen kallusun artik
disaridan  bir hormon destegine ihtiya¢ duymadan bdélinmesine devam etmesi.
Hormon-otonom kalkislarin ihtiyag duyduklari hormonlari kendilerinin
sentezlediklerine inanilmaktadir.

I
Izodiyametrik: Biitin boyutlart bir birine esit olan. Genelde yuvarlak veya
polihedral hiicreler i¢in kullaniir.

K

Kallus: Yapay kultir ortamlarina konulan bitki hiicresi veya dokularindan meydana
gelen farklilasmamis hiicreler yigini.  Genelde kallus dokusu yaralanmis veya
kesilmis doku yiizeylerinde olusur.

Kimera: Aslamada hem ana¢ hem de kalemin Ozelkklerini tastyan varyantlar elde
edilebilmektedir. Bunlar kimeradir. Bu sekilde her iki bitkiye ait &zellikleri tastyan
bitkiye ast melezi veya kimera denir.

Krayoprezervasyon: Bitki hiicre, doku veya organlarinin dondurularak saklanmasi.

0]

Organogenesis: Hiicrelere ve dokulara baski uygulanip bazt degisikliklere sebep
olunarak stirgin veya kok primordiyumu (taslagy) diye isimlendirilen tek kutuplu ve
vaskuler sistemi kokenini aldigi dokuya bagli olan bir yapiun meydana gelmesi
islemi.

Ototrofik faz: Embriyonun ihtiya¢ duydugu maddeleri metabolik olarak

sentezleme yeteneginde oldugu fazdir. Embriyo beslenme agisindan bagimsizdir.

Ozmotik dengeleyici: Ortamin ozmotik konsantrasyonunun dengede kalmasini

saglayan bilesikler.

|

Plazmolizasyon: Bitki hicresinin osmozis yolu ile su kaybetmesi sonucunda,
protoplastin  buzuserek hiicre icine c¢ekilmesi ve hiicre zarindan plazma zarinin
ayrilmast iglemi.

Polisomati: Endomitozla olusan yavru kromozomlarin Dbirbirinden ayrilmayarak
bagimsiz kromozomlar halini almasidur.
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Politeni: Endomitozla olusan yavru kromozomlar birbitinden ayrilmaylp ¢OK
sayidda kromatidden ibaret dev kromozomlart meydana getirmesi politenidir.
Endopoliploidinin 6zel halidit.

Primordiyum:  Belli hiicre, doku veya organi meydana getitecek olan

olgunlagmamis yapilar/hiicreler yigini (taslaklar).

Pro-embriyo: Cogunlukla tozlasmadan birka¢ giin sonraki heniiz olgunlagmamis
embriyolardir.

Protoplast: Hiicre ceperi genellikle enzimlerle eritilip uzaklastirilmis bitki hiicresi.
Protoplast fiizyonu: ki veya daha fazla protoplastm birbirleri ile kaynasarak tek

htcre haline gelmeleri.

R

Rejenerasyon: Herhangi bir bitki materyalinden (hiicre, doku veya organ) yeni bir
bitkinin meydana gelmesi.

S

Sekonder metabolit: Hiicrenin temel metabolik faaliyederinin (solunum,

fotosentez vs.) bir Uriini olmayan bilesikler. Dolayist ile, bu metabolitler 6zellesmis
htcrelerde uretilitler.

Sentetik (yapay) tohum: Besin maddesi ve koruyucu bilesikler iceren &zel
maddelerle kaplanmis somatik embriyolar.

Sinergistik interasksiyon: Bir maddenin yararmnin tek bagina degil onunla birlikte
bir ya da birka¢ maddenin de bulunmasina bagli olmasidir.

Somatik embriyogenesis: Somadk hiicrelerin farklilasarak bipolar (strgin ve
kok) yapidaki embriyolart olusturmast iglemi.

Somatik melez: Tki somadk hiicrenin fiizyonu sonucu olusan melez (hibrit) bitki.
Sporofit: Bir bitkinin hayat déngiistinde, diploid veya eseysiz oldugu dénem.

Suspensor: Embriyoyu embriyo kesesine baglayan yapt.

T

Tersine-farklilagma  (de-differendadon): ~ Ozellesmis bir hiicre veya dokunun
kendine 6zgt yapisint kaybederek tekrar baslangictaki farklilasmamis
(6zellesmemis) durumuna doénmesi. Yaprak dokusundan kallus meydana gelmesi
buna 6rnek olarak verilebilir.

Totipotensi: Farkliagsmis belli bir bitki hiicresinin rejenerasyonla tam bir bitki
meydana getirme yetenegi.

Translokasyon: Homolog olmayan kromozomlar arasinda kromozom
pargalarinin yer degistirmesidir.
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Vitrifikasyon (camlasma): Bitki dokusunun biinyesine fazla miktarda su almast
sonucunda seffaf ve jelimsi bir gorinti kazanmast. Suyun doku igerisinde
donmadan katillagmast olarak ta tanimlanur.

Y

Yeniden-farklilagma (re-differentiation): Farklilagmis bir hiicrenin veya dokunun,
farkhilasmamus eski durumuna donerek oradan da tekrar baska bir hiicre veya doku
tipine farklilagmasi. Yaprak mezofil hiicresinin tersine farklilasarak kallus hiicresine
dontismesi ve buradan da yeniden farklilasarak sirglin  veya kok hucresine
doniismesi gibi.
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