1o Lu53

JURI VE ENSTITU ONAYI

Giines Bayraktar’ mn Gomphrena globosa L. (Hamm Diigmesi)’ nin in-vitro
Sartlarda Embriyo Kiiltiirii Ile Uretilmesi bashikli Biyoloji Anabilim Dalindaki,
Yiksek Lisans tezi 41:02.2004.. tarihinde, asagidaki jiiri tarafindan Anadolu
Universitesi Lisanstistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yénetmeliginin ilgili maddeleri

uyarinca degerlendirilerek kabul edilmisgtir.

Adi-Soyadi Tmza
Uye ( Tez Damismani)  : Yrd. Dog. Dr. BANU A. ASLANARGUN
Uye : Do¢. Dr. GULER COLAK

Uye : Yrd. Doc. Dr. EMEL SOZEN

Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisit Yonetim Kurula’ nun
20.02.2000........ tarih ve @/.2 sayih karariyla onaylanmistir.

Enstitii Midiirii

Prot D, Thhan OZER
Fen Ui Enstilen
ERERREs £




OZET
Yiiksek Lisans Tezi

_ Gomphrena globosa L. (Hanim Diigmesi)’ NIN
IN-VITRO SARTLARDA EMBRIYO KULTURU
iLE URETILMESI

GUNES BAYRAKTAR

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Yard. Dog¢. Dr. Banu A. ASLANARGUN
2002, 25 sayfa

Bu c¢alismada Gomphrena globosa L. (Hanim Diigmesi) bitkisinin embriyolar
tzerine bitki doku kiiltiirii calismalarindan embriyo kiiltiiri tekniginin uygulanmasi ile kisa
stirede bol ve kaliteli bitkiler elde edilmigtir. Steril sartlarda tohumlardan gikarilan
embriyolar in-vitro kogullarda iyi sonuclar vermistir.

Embriyo kiiltiirti teknigi uygulanan Gomphrena globosa L. gerek serada gerekse dis
ortamda yetistirilen bitkilere gore daha kisa siirede gelismistir. Ayni zamanda daha saglikli
ve kontaminasyonsuz olduklar1 gorilmistiir.

Bitkimizin embriyolarmin ilk gelisimi i¢in Kinetin (KIN) (1.0 mg/lt) iceren
Murashige & Skoog (MS) besin ortami uygulanmustir. Vejetatif gelisme igin Indol Asetik
Asit (IAA) (1.0 mg/lt) iceren MS besin ortami ile IAA (1.0 mg/1t) + KIN (1.0 mg/lt) iceren
MS besin ortamlar1 uygulanmistir. Her iki MS besin ortaminda gelismenin iyi oldugu fakat
IAA (1.0 mg/lt) igeren MS besin ortamindaki bitkilerin kok ve yapraklarinin daha iyi bir
vejetatif gelisim gosterdikleri gérilmiistiir. Embriyolardan sekiz giin gibi kisa bir siirede
saglikli kok ve govdeleri olan bitkilerin olustugu goriilmiistiir. Bir ay sonrada saksilara

aktarilmustir.

Anahtar kelimeler: Gomphrena globosa L., Doku Kiiltiirti, Embriyo Kiiltiirti
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In this research, many plants with good quality have been obtained by using the em-
bryo culture technique on Gomphrena globosa L. embryos. These embryos have been taken
from seed in the sterile conditions and their in-vitro grown has exhibited good results.

Gomphrena globosa L. plant have beeﬁ propagated using the embryo culture tech-
nique, have grow up in a shorter time than the plants grown up either in the greenhouse or
outside. Also, it has been observed that they were healthier and uncontaminated than others.

The Murashige & Skoog (MS) medium, which contains Kinetin (KIN) (1.0 mg/lt),
has been used at the first growth phase of the Gomphrena globosa L. embryos. MS medium
containing Indol Acetid Acid (IAA) (1.0 mg/It) and MS medium containing IAA (1.0 mg/lt)+
KIN (1.0 mg/It), have been used for vegetatif growth. It has been observed that the growth is
good on both MS medium but, the plant’ s roots and stems have shown better vegetatif
growth on the MS medium, which contains IAA (1.0 mg/It). It has been observed that on this
medium the healthy roots and stems have grown up from embryos, within eight days. After

one month, they have been transferred to pots.

Key words: Gomphrena globosa L., Tissue Culture, Embryo Culture
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1. GIRIS

Bitki biyoteknolojisi; ¢esitli doku kiiltiirii ve genetik miihendisligi tekniklerini
kullanarak bitkilerin molekiiler seviyede iyilestirilmesini amaclamaktadir. Ornegin;
bugiin kiiltiirii yapilan bir ¢ok bitki tiiriiniin tirettigi etken maddeler laboratuvarda
tiretilmektedir. Yine, tarimsal onemi olan genler degisik organizmalardan izole
edilerek kiilttir bitkilerine kolaylikla aktarilabilmektedir [1].

Bitki doku kiilttirlerinin gelisimde etkili olan 6nemli ¢alismalardan bazilarini
sOyle siralayabiliriz; ilk izole edilmis hiicrelerin kiiltiirii Haberlandt tarafindan 1902’
de, olgun embriyolarin kiiltiirii Hanning tarafindan 1904’ de, ilk embriyo kurtarma
teknigi musir bitkisinde Dieterich tarafindan 1924° de kullamlmustir. Ilk sitokininin
tanimlanmas1 ve organ olusumunda sitokinin/ oksin oraninin Sneminin ortaya
konulmas1 Skoog ve Miller tarafindan 1957’ de yapilmastir. i1k somatik embriyogenez
havug bitkisinde Steward ve ark. tarafindan 1958 yilinda calisiimistir [2-4].

Laibach 1925 yilinda melezlemelerden sonu¢ alinamadigi durumlarda,
embriyo kiiltiiriinden yararlanilabilecegini g6stermistir. Overbeek 1941 yilinda besi
ortamina koko siiti ilave ederek 150um’ lik embriyolardan fideler elde etmeyi
basarmustir [5].

1952 yilinda Capsella bursa-pastoris bitkisini embriyo kiiltiirii teknigi ile in-
vitro sartlarda tiretilmistir [6].

1993 yilinda muzda triploid erkek ciceklerde sivi besiyeri kullanilarak
embriyo kiiltiir caltsmalar: yapilmigtir [7].

1997 yilinda kauguk agacinda, sicaklik denemeleri embriyo kiiltiirii ile in-vitro
sartlarda yapilmistir [8].

[k topraksiz iiretim sekli olan hidrofonikler, tiim bir bitkinin laboratuvarda
tam olarak formiile edilmis besin ortamlarinda yetistirilebilmesi diisiincesini ve daha
sonra da bitki organlarinin benzer sekilde kiiltiire alinabilmesi fikrini dogurmugstur
[9]. Bu yolda en 6nemli adimlardan birisi besin ortamlarmm gelistirilmesi ve

tamamen aseptik sartlarda doku kiiltiiriinde kullamlmasidir. Ayrica zaman iginde



organ ve doku gibi daha biiyiik pargalardan tek hiicre kiiltiiriine dogru ¢alismalarin
yoneldigi gorillmektedir. Bunun sonucunda, 1983 yilinda bitkilere ilk gen transferi
gergeklesmistir. Bu transferin gergeklestirilmesinde doku kiiltiiriiniin kullanmiimast
gerekli olmustur. Glinlimiizde bitki doku kiiltiirleri bir ¢ok alanda uygulanmaktadir
(1].

Bitki doku kiiltlirlintin ticari ve islah dist uygulamalarindan biride sentetik
tohum iiretimidir; somatik embriyolarin ¢esitli 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 kullantmi konusunda olduk¢a fazla calisma
yapilmaktadir [1].

Doku kiltiirli teknigi ile kisa slirede bol ve kaliteli iiriin elde etmek
miimkiindiir. Ayrica viriissliz bitki yetistirmek, uzun siireli muhafaza ve ulasim
kolaylhigi, tarla enfeksiyonlarindan ve don, dolu gibi benzeri ¢evre kosullarinin
olumsuzlugundan etkilenmeyen bitki tiretebilmek gibi avantajlar1 vardir {10].

Zigotik embriyo kiiltiirliniin en yararli ve gilincel uygulama alami istenen
ozellikleri tasiyan nadir bitkilerin yetistirilebilmesidir. Bahge ve siis bitkilerinin 1slah
siirelerinin kisaltilmasini hedefleyen doku kdltliri ¢alismalarinda embriyo kiiltiirii
teknigi de onemli bir yer tutmaktadir.

Gomphrena globosa L. park ve bahge diizenlemelerinde tercih edilen, ayrica
rengini kaybetmedigi i¢in kuru arajmanlarda da kullanilan bir siis bitkisidir. Yapilan
literatiir aragtirmalari, bu bitki lizerinde bugiine dek herhangi bir doku kiiltiirii teknigi
ile calisumadigimi gostermistir. Bu c¢alismamizda embriyo kiltiirii  teknigini
kullanarak Gomphrena globosa L. bitkisinin 1slah siiresini kisaltmay1, saglhikli ve ¢ok
sayida bitki {iretmeyi amagladik. Onemi son yillarda giderek artan doku kiiltiirii ve
uygulamalarinin alt basliklarindan biri olan embriyo kiiltiirii teknigini konu aldigimiz

calismamizin bundan sonra yapilacak arastirmalara 151k tutmasi amag edinilmistir.



2. BITKi DOKU KULTURU CALISMALARI

Bitki doku kiiltiirli; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir
bitki, hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (gesitli
bitki kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok, v.b.) gibi bitki
kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel tirlinlerin (metabolitler gibi) tiretilmesidir.
Yeni ¢esit gelistirmek ve mevcut cesitlerde genetik varyabilite olusturmak doku
kiiltirtiniin temel amaglar1 arasinda sayilabilir. Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin
korunmasinda ve ¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin firetiminde, ¢esitli doku kiiltiirii
yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir [1].

Doku ve hiicre kiiltiirti teknikleri (diger bir degisle in-vitro vejetatif iiretim
teknikleri), bazi aragtiricilar tarafindan mikro Uretim veya hizli klonal iiretim adi
altinda tanimlanmaktadir.

Bu teknikler, geleneksel vejetatif iiretim yontemlerine gére asagida belirtilen
ustiinliiklere sahiptir;

-Daha yiiksek ¢ogalma hizina sahip olma

-Daha az yere gereksinim duyulmasi

-Tiim y1l boyunca tiretim yapma imkani

-Kimyasal ve fiziksel ortam kosullar tizerinde daha fazla bir oranda kontrol olanagi
saglamasi

-Olgun dokulardan yeniden genglestirme imkanlarinin bulunmasi [11].

2.1. Embriyo Kiiltiirii
Yiiksek bitkilerin tohumlarindan ve tohum taslaklarindan embriyolarin izole
edilerek belli ortamlarda kiiltiire alinmasi embriyo kiiltiirii olarak tanimlanmaktadir.
Bitki embriyolarinin kiilttirti ile ilgili itk ¢calisma Hanning (1904) tarafindan
Raphanus ve Cochlearia’ min tohumlarindan olgun embriyolarin (2mm) mineral tuz

ve seker iceren basit bir ortamda kiilttire alinmasi ve bitkicik gelistirilmesidir.



Bundan sonra ¢ok degisik bitki tiirlerinin embriyolari kontrollii kosullarda
gelistirilmistir. Bu ¢alismalarla embriyolarin  besin ihtiyaglari, biiyiime ve
farkhlasmalar1 v.b. konular incelenmis ve embriyo kiiltiirline iliskin bazi metotlar
ortaya konmustur [12,13].

Iki tip embriyo kiiltiiriinden s6z edilmektedir;

1. Olgun tohum embriyolarinin kiiltiirii; Bu kiiltiir olduk¢a kolaydir ve basit bir kiiltiir
ortamu ile bagarili sonug alinmaktadir. Boylece embriyonik biiylimeyi incelemek ve
bilyiime donemlerini ortaya koymak, dormansi ve ¢imlenmenin metabolik ve
biyokimyasal ayrintilarini analiz etmek miimkiin olmaktadir.

2. Olgunlasmamis erken boliinme fazindaki proembriyolarin kiiltiirii; Bu tip kiilttir
erken embriyo donemlerinden itibaren embriyolarin besin ihtiyaglarinin ortaya
konulmasini ve farklilagmasini saglamaktadir. Embriyonun izolasyonu olduk¢a zor
bir istir bu nedenle gii¢ olan bir yontemdir.

Embriyo izolasyonunun zor olmasi nedeniyle embriyo kiiltiiriine bir alternatif
tozlagsmis yumurtalik (ovary) kiiltiirli ve olgunlagsmamis tohum taslag: (oviil) kiltiirii

de kullanilmaktadir [12].

2.2. Embriyo Kiiltiirii I¢in Gereksinimler

Embriyo olusumu, biyolojinin temel problemlerinden biridir. Hi¢ kuskusuz
her canli sistemin en kayda deger 6zelligi, embriyo denen bu 6zel sekli insa etme
kapasitesidir. Bu olay bu giine kadar biyolojik olaylarin mekanik olarak izah edilmesi
islemlerinde en biiyitkk komplikasyonlar dogurmus bir olaydir. Embriyo kiiltiiri,
embriyojenezin ortaya ¢ikis seklini modifiye etmek igin miidahale etmeye ve yeni bir
embriyo yapisinin incelenmesinde, embriyoya ait | gelismeye hilkkmeden bazi

prensiplerin saptanmasina yarar [14].



Embriyo kiiltiiriinde basar1y1 etkileyen bazi faktorler asagida belirtilmistir;

1. Genotip: Diger doku kiiltiirii ¢alismalarinda oldugu gibi embriyo kiiltiiriinde de
genotip etkisi s6z konusudur. In vitro kiiltirde bazi tiirlerin embriyolarin
gelismesi ¢ok kolay olurken bazi tiirlerde oldukga zordur [1].

2. Embriyonun kiiltiire alindig1 doénem: Cok kiiciik embriyolarin in vitro gelismesi
zordur. Embriyo in vivo’ da ne kadar gelismis ise in vitro’ daki gelisimide o dlgiide
daha kolay olmaktadir. Ornegin, Brassicia napus’ un erken globular dénem
embriyolarinin in vitro kiiltiiriinde embriyo olgunlagma oraninin embriyo boyutu
ile iliskisi gosterilmistir. 30pm’ den daha kiiclik embriyolar kiiltiirde gelismemis
ve 50pm’ den daha kiigiik embriyolarin %3.7° si, 50pm’ den daha biiyik
embriyolarin ise %28.9° u fide meydana getirmistir [1].

3. Besin ortaminin bilesimi: Olgun embriyolar basit bir ortamda gelisirken erken
gelisme donemindeki embriyolar daha komplike bir ortama gerek duymaktadir.
Embriyo kiiltiirti i¢in geligtirilmis ¢esitli ortamlar bulunmaktadir [15].

4. Kiiltiir kosullar:: Embriyo kiiltiiriinde oksijen 6nemli bir faktordiir. Bazi tiirlerin
embriyo kiiltiirlerinin 6nce karanlikta inkiibe edilmesi sonra aydinliga alinmasi
uygun olmaktadir. Kiiltlirde optimum sicaklik bitki tiirline gore degismektedir.

Ayrica, dormansiyi kirmak i¢in soguk uygulamasi gerekebilir [1].

1. Embriyolarin izolasyonu: Embriyoyu zedelemeden izole etmek ozellikle erken
gelisme dénemindeki embriyolarin siispansorunun zarar gérmemesi basari igin
onemlidir [1].

Embriyo kiiltiirii ile ilgili ilk c¢alismalar basit bir ortam tizerinde olgun
embriyolardan bitki gelisimi konusunda olmustur. Sonra olgunlasmamis embriyolarin
kiiltiirii ile ilgili ¢alismalar da yapilmis ve Kkiiltiire alinan embriyonun gelisme

donemine gore kiiltiir ihtiyaglar1 belirlenerek basarili sonuglar alinmustir [15].



2.3. Besin Ortami Bileseni

Embriyolarin biiylimesi iizerine farkli soliisyonlarin etkisi arastirilmis ve
genellikle en 1yi gelismenin Murashige ve Skoog (MS) ve Bs ortamlarinda oldugu
gozlenmistir. Ancak, MS soliisyonunun kiigiik boyuttaki embriyolar igin toksik etkisi
de gézlenmistir [16].

Embriyo kiiltiirinde mineral tuzlarimn birgok farkli formiilasyonu
kullanilmaktadir. Capsella’ min embriyo kiiltiirtinde maksimum oranda biiyiimeyi
destekleyen MS ortaminda embriyolarin canli kalma frekanslari ¢ok diisiik olmus, en
az toksik olan Knop ortaminda ise embriyo biilylimesi zayif olmustur [15,16].

Olgun veya olgunlasmamis embriyolarin kiiltlirinde genellikle uygun bir
karbon kaynagma gereksinim vardir. Sakkaroz, karbohidratin en iyi formudur ve
embriyo kiiltiirii igin ¢ok yaygm olarak kullanilmaktadir. Zea’ nin birkag tiiri, Datura
stramonium, Pinus nigra, Capsella-bursa-pastoris’ in embriyolarinda sakkarozun
istiinliigli belirlenmigtir. Sakkaroz kiiltiir ortamina enerji kaynagi olarak eklenmesinin
yant stra ozmolariteyi de korumaktadir. Bu fonksiyon icin sakkarozun optimum
konsantrasyonu embriyo gelisme donemine gore degismektedir. Olgun embriyolar %2
sakkarozda oldukca iyi bilylime gosterirler fakat daha gen¢ embriyolar daha yiiksek
karbohidrata ihtiya¢ duyarlar [15].

Embriyo kiiltlirGi ortamlarinda azotun nitrat, nitrit veya amonyum formunda
ilavesine ragmen degisik aminoasitlerin ortama ilave edilmesi de kiiltiire alinan
embriyolarin biiylime ve geligsmesi tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir [12].

Genellikle glutamin embriyolarin biiyilimesi i¢in en uygun aminoasit olarak
belirtilmektedir. Yine bir aminoasit kompleksi olan kazein hidrolizat (CH), embriyo
kiiltiiri  ortamlarinda  genis capta kullamlmakta ve embriyolarin CH
konsantrasyonlarina olan duyarlilig tiirlere gore degismektedir [15].

Vitaminler embriyo kiiltiirli ortamlarinda da kullanilmaktadir. Ancak bunlar
her zaman gerekli degildir. Ototrofik olan tohum embriyolar hiicresel biyosentez ile

vitamin ihtiyaglarini karsilayabilmektedir.



Oksin, gibberellin ve sitokinin gibi eksojen biiylime diizenleyicilerinin ayri
ayr1 yada kombinasyon halinde uygulanmasi ile primordiyal kok ve siirgiinterin
gelismesi ve morfogenesiste goriilen modifikasyonlar arastiricilari  embriyo
biiytimesinde hormonlarin rolii {izerindeki arastirmalara sevk etmistir [12].

Embriyo ve embriyo segmentlerinin kallus olusturmasi icin genellikle bir
oksin veya sitokinin, yada her ikisine ihtiya¢ duyulabilir. Bununla birlikte bazi
bitkilerdeki dormansinin kirilmasi1 amaci disindaki ¢alismalarda kiiltiire alinmig olan
olgun veya olgunlasmamis embriyolarin normal gelisimi i¢in eksojen biiyiime

diizenleyicilerine ihtiyag duyuldugu konusunda yeterli kamt bulunmamaktadir [15].

2.4. Kiiltiir Kosullan
Embriyo kiiltiiriinde genel olarak ihtiyag duyulan kiiltir kosullar1 asagida
belirtilmistir;

1. Biiyiime odast sicaklifi ve aydinlanmasi segilen bitki tlirine gore
degismektedir. Ornegin, Capsella bursa-pastoris igin bitkiler 18°C bir
bilyiime odasinda devamh aydinlikta yetistirilmistir. Embriyo kiiltiirii ise 25°C
kiiltiir odasinda Grolux floresan tiipler ile devaml 1sikta yapilmistir. Bazi
tiirlerin 6nce karanlikta  sonra aydinlikta inkiibe edilmesi daha uygun
olmaktadir.

2. Kiilttir kab: olarak cam kiiltiir kaplarinin kullanilmasi embriyolarin
gdzlenmesine olanak saglamasi bakimindan daha uygun olmaktadir. Ayrica

ttim kaplar otoklavda (1 15°C, 20 dakika) sterilize edilir [16].
2.5. Embriyo Kiiltiiriiniin Uygulama Alanlan
2.5.1. Biyolojik temel caliymalarda;

Embriyo Kkiiltiirii temel embriyogenezi calismak igin iyi bir olanaktir.

Embriyogenezdeki gesitli donemler bu yolla analiz edilebilmektedir.



Embriyo kiiltlirli ile embriyonal biiylime ihtiyaglari belirlenmektedir. Kisaca
embriyo kiiltiirii, normal embriyogenez igin uygun besin isteklerini belirlemek,
beslenmenin ve fitohormonlarin etkisini ortaya koymak igin iyi bir aragtir.

Zigotik embriyolarin kiiltiirii tohum taslaginda embriyonun biiyliimesindeki

kosullar1 belirlememizi saglamaktadir [13,15-17].

2.5.2. Tohumun ¢imlenmemesi durumunda;

Tohum dormansisi ve tohum sterilitesi embriyo kiiltiirii ile kirilabilmektedir.
Baz: tiirlerdeki tohum dormansisi embriyoyu ¢evreleyen yapida var olan kimyasal
engelleyiciler veya mekaniksel dayanikliik nedeniyledir. Boyle durumda
embriyolarin izole edilip besin ortaminda kiiltiire alinmasi ile dormansi ortadan
kaldinlmaktadir. Tohum sterilitesi embriyoyu cevreleyen yapilarin uyusmazligi
nedeni ile olabilir. Boyle durumlarda da embriyo kiiltlirii ile canli fideler elde

edilmektedir [13,15-17].

2.5.3. Islah siiresini kisaltmada;

Bahge bitkilerinde nadiren de olsa islah ¢aligmalar1 tohumlarin dormansi
periyotlan nedeniyle uzamaktadir. Embriyolarin besin ortaminda gelistirilmesi ile bu
siire kisaltilabilmektedir. Dormansiye sebep olan faktorler tohum kabugu ve
endospermdeki endogen inhibitorler, diisiik sicaklik, 6zel 151k gereksinimleri gibi
faktorler ise embriyonun kiiltiire alinmasi ile bunlar giderilmektedir. Sert tohum
kabugu nedeniyle ¢imlenmenin geciktigi durumlarda da embriyo kiiltlirii ile

¢imlenme hizlandirilmaktadir [13,15-17].

2.5.4. Yasamayan embriyolarin kurtarilmasinda;

a) Embriyolarin yetersiz gelismesi: Meyvenin ¢ok hizli olarak olgunlasmasi ve
embriyonun tam olarak gelismesini saglayamadigi durumdur. Bdyle meyvenin
tohumlarindan embriyolar ¢ikarilip in-vitro kiiltiire alindig1 zaman ¢imlenir V'e

normal bitkiler tiretilir [13].



b) Hibrit embriyolarin yagayamamasi: Uzak akraba olan tiirler arasi melezler
cogunlukla basarisizdir, déllenme olmakla beraber hibrit embriyonun yasamadigi
gorlilmektedir. Bu duruma embriyo diismesi veya abortus denilmektedir. Bunun
sebeplerinden biri endospermin gelismemesi veya dejenere olmasidir. Bu durumda
embriyo beslenemediginden dolay1 6lir ve c¢imlenebilir tohumlar meydana
getirmez. Hibrit embriyonun izolasyonu ve kiiltiire alinmasi ile yapay besin ortami
endospermin yerine gegebilmekte boylece hibrit embriyolar yasatilmaktadir .

Boyle basarisiz melezlerde embriyonun potansiyel olarak normal biiyiime
yeteneginde oldugunu, tam hibrit embriyolarin diisme olaymin baslamasimdan 6nce
izole edilerek besin ortaminda kiiltiire alinmasi ile yasatilabilecegini ve hibrit

bitkilerin elde edilebilecegini gostermesi tarima ©onemli katkilarda bulunmustur

[13,15-17].

2.5.5. Haploid bitkilerin iiretilmesi;

Embriyo kiiltiirii tekniginin diger bir avantaji uzak tiirler arasi veya cinsler
aras1 melezlemelerde doéllenmeden sonra melez embriyonun gelismesi sirasinda
ebeveynlerden birine ait kromozomlarin eliminasyonu yolu ile haploidlerin tiretimidir.
Hordeum wvulgare x H. Bulbosum melezinde dollenme kolayca olur fakat H.
Bulbosum’ un kromozomlar: embriyogenezin ilk birka¢g boliinmesi siiresince
kaybolur. Bu nedenle gelisen bitkiler haploid vulgare bitkileridir. Bunlarin kromozom
say1lart gesitli uygulamalar ile iki katina ¢ikarilarak doupled-haploid (DH) bitkiler ve
bunlardan DH hatlar elde edilmektedir. Ayni teknikle bugday x misir ve bugday x
sorgum melezlerinden haploid yulaf bitkileri elde edilmistir. ‘Bulbosum’ teknigi adi

altinda belirtilen bu yontem arpa 1slahinda kullanimaktadir [18].

2.5.6. Tohum canhliklarmin hizh test edilmesi;
Embriyonun ¢imlenmesi ile gerceklestirilen bu tohum canlilik testine diger

metotlara gore daha dogru ve giivenilir bir test olarak bakilmaktadir [15].
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2.5.7. Ender bitkilerin ¢cogaltilmasi;

Ticari muzun yabani bir akrabasi olan Musa balbisiana tohumlari dogada
c¢imlenmemektedir. Bununla birlikte fideler embriyolarin kiiltiire alinmasi ile
kolaylikla elde edilebilmektedir. Bazi hindistan cevizlerinde sivi endosperm yerine
yumusak ve yagli bir doku gelisir, bu tip hindistan cevizleri ‘makapuno’ olarak
adlandirilir ve bunlarin tohumlar1 normal kosullar altinda ¢imlenmede basarisiz
olmaktadir. In-vitro kiiltiir teknigi kullanilarak makapuno embriyolarindan bitkicikler

yetistirilmistir [15].
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3. MATERYAL YVE METOTLAR

3.1. Materyal

Bitkimiz, Gomphrena globosa L.’ min tohumlart Anadolu Universitesi
serasindan temin edilmistir.

Gomphrena globosa, Amaranthaceae (tilkikuyrugugiller) familyasindan bir
siis bitkisidir. Bir veya ¢ok yillik otsular, nadiren aga¢ veya calilar veya tirmanici
bitkileridir. Tropik, subtropik ve iliman bolgelerde yayilis gosterir ve yaklasik 65 cins
ile 900 kadar tiir icerir. Ulkemizde tek cinsi (Admaranthus) ve 10 tiirii mevcuttur.
Bahgelerimizde siis bitkileri olarak yetistirilir, bazi tlirleri az da olsa sebze olarak
yenilir.

Gomphrena globosa L.’ nin anavatan1 Hindistan olup, tilkemizde de park ve
bahgelerde ¢ok yetistirilen tek yillik bir bitkidir. Cigekler gévdenin ucunda kiire
seklindeki basaklarda ve mor renklidir [19].

Sekil 3.1 Gomphrena globosa L. bitkisinin genel goriiniimii



Cizelge 3.2.1 MS Besiyeri

Makro Elementler Tam (mg/lt)
NH4NO; 1650
KNO; 1800
CaClz .2H20 440
MgSO,.7H,0 370
KH,7P0O4 170
Na,Edta 37.5
FeSO4.7H,0 27.8
Mikro Elementler
H;BO; 6.2
MnSO4 .4H,O 22.3
ZnS0, .4H,0 8.6
Kl 0.86
Na,Mo0Q,.2H,0 0.25
CuS0,4.7H,O0 0.025
CoCl, .6H,O 0.025
Organik Bilesikler
Sukroz 30000
Agar 10000
Glisin 2
Inositol 100
Nikotinik asit 0.5
Pridoksin-HCl 0.5
Thiamin-HCl 0.1
Cizelge 3.2.2 Komple S1v1 Besin Cozeltisi
Makro Elementler gr/lt saf su
Ca3(POq), 0.5
CaSO4 0.5
MgSO, 0.5
NaCl 0.5
KNO; 0.5
F€C13 0.5
iz Elementler cc/lt saf su
NHsMoO4 1.0
CuCl, 1.0
MnCl, 1.0
Na,BO; 1.0
ZIlClz 1.0

13
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3.2.3. Besin ortamlarinin, alet ve ekipmanlarin sterilizasyonu

Besin ortamlarimin sterilizasyonu igin standart bir islem olarak otoklavda 15
dakika boyunca 105 kPa basingta 121°C> de sterilizasyon yapilmustir. Besin
ortamlarina katilacak hormonlar otoklavlanmadan &tiirti 6zelliklerini yitirecekleri igin
once besin ortamlarina katilmamislardir, diger elementler otoklavlandiktan ve 1s1
40°C’ ye diistiikten sonra 0.45 mm’ lik steril filtreler yardimu ile enjekte edilmislerdir.

Otoklavlanan materyallerin herhangi bir kontaminasyondan korunmasi ig¢in
kaplarin agizlar1 aliminyum folyo ile veya steril pamuk ile kapatilmigtir.

Cam malzemeler (erlen, beher, petri kutular, kavanozlar) ile pens, bistiiri,
saksilar ve 1:1 oraninda perlit, kum karigimi kuru havah firinlarda 160°C-180°C’ de 3

saat tutularak steril edilmistir.

3.2.4. Fotoperiyot uygulamasi

Embriyolarin ekiminden sonra 25°C” deki 24 saatlik karanlik fotoperiyotta
iklim dolabinda tutulan embriyolarin gelismesi ile fotoperiyota baslanmistir.
Siirgiinleri gelisen ve koklenen bitkicikler 25°C sicakhikda 20W’ Ik beyaz floresans
lambalarla aydinlatilmig iklim dolabinda fotoperiyota tabi tutulmuslardir. Bitkilere 2

hafta siire ile 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik fotoperiyot uygulanmustir.

3.2.5.Geng bitkilerin saksilara alinmasi

Kavanozl‘ar iginde>‘}IVé.t‘e.fivrl<‘adar gelisen, koklenen ve fotoperyot ile adaptasyona
tabii tutulan bitkilerin herbiri 8-10cm. ¢apinda toprak saksilara aktariimistir.
Saksilardaki bitkilerin her biri ayr1 ayr olmak iizere hava sizdirmayan birer naylon
torba igine alinarak, bitkilerin bulundugu mikroklimada havanin nisbi rutubetinin
belli bir miktarda olmast saglanmustir. Bitkiler yeni ortama adapte olduktan sonra,
gelistikge naylon torbadan ¢ikarilmigtir. Bitkiler saksilara aktarildiktan sonra komple

sivi besin ¢ozeltisi ile sulanmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Sonuclar
Tohumlardan steril sartlarda cikarilan embriyolar MS+ KIN (1.0mg/lt) ilave
edilmis temel besin ortaminin ylizeyine transfer edildikten sonra 24 saat karanlikta

25°C 151 uygulamas: altinda iklim dolabinda inkiibe altina alinmislardir ( Sekil 4.1).

Sekil 4.1 MS+KIN (1.0mg/It) ilave edilmis besiyerindeki embriyolarin goriiniimii (Skala: 1¢m)

Bu inkiibasyonu takip eden 2 giin i¢inde kdk ve kotiledonlarin olustugu
gbriilmiistiir. 11k giin ve takip eden giinlerde ilk olarak koklerin gelismeye basladig:

kotiledonlarinda bunu takiben gelistikleri goriilmiistiir (Sekil 4.2, 4.3).



Sekil 4.2 MS+KIN (1.0mg/lt) ortaminda gelisen embriyolarin 2. giindeki gériintimii (Skala: 1cm)

Sekil 4.3 MS+KIN (1.0mg/1t) ortaminda gelisen embriyolarin 3, giindeki goriiniimii (Skala: 1cm)

16
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MS besiyerinde kok, gévde ve yaprak gelisimi devam eden embriyolar steril sartlar
altinda steril kavanozlara aktarilmiglardir. Petrilerden yatay hava akigh kabin iginde
steril pensler yardimu ile zarar vermeden alinarak kavanozlardaki yeni besiyeri tizerine
dikkatli bir sekilde transfer edilmislerdir. Transferden sonra 25°C 1s1 uygulamasi 12
saat aydinlik 12 saat karanlik notr fotoperiyot uygulamasi olan iklim dolabina

yerlestirilmiglerdir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4 Gelisen embriyolarin kavanozlara aktarilmis griiniimii (Skala: 1cm)
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Kavanozlara aktarilan bitkiler ortama hemen adapte olarak gelismelerine hizla
devam etmislerdir. Dort giin icinde boyca uzama, koklerde ve yaprak sayisinda artma

gozlenmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5 Dért giin sonraki bitkilerin gériintimii (Skala: lem)

Kavanozlara aktarma isleminde IAA uygulanan (Sekil 4.6) ve IAA+KIN
uygulanan (Sekil 4.7) kavanozlar karsilastirildiginda IAA igeren besiyerindeki
fidelerde daha hizl1 ve ¢abuk bir gelisim g6zlenmistir, bunun yaninda hizli ve giiglii

bir koklenme goriilmiistiir.
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Sekil 4.6 IAA uygulanan bitkilerin gériiniimii (Skala: 1cm)

Sekil 4.7 IAA+KIN uygulanan bitkilerin goriiniimii (Skala: lcm)
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iklim dolabinda gelismelerine devam eden bitkiler hizli ve iyi bir vejetatif
gelisme gostererek 4 hafta sonunda saksilara aktarilacak duruma gelmislerdir. Daha
once belirtildigi gibi i¢inde steril edilmis 1:1 oraninda kum ve perlit karisimi bulunan
steril saksilara alinmislardir. Yatay hava akigh kabin i¢inde steril pensler yardimi ile
zarar vermeden alinarak saksilara dikkatli bir sekilde transfer edilmislerdir. Saksilara
steril edilmis komple sivi besiyeri giin asiri ilave edilmistir. Kavanozdaki ve

saksilardaki bitkilerin iklim dolabi igindeki genel goriiniimleri (Sekil 4.8).

. . w . ol . .
- Pl . ’ AN o -

Sekil 4.8 iklim dolabi igindeki saksi ve kavanozdaki bitkilerin genel goriiniimii
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Kavanozlardan saksilara alinan bitkiler 6nce seffaf naylon torba igine alinarak
mikroklima yaratilmustir. 25°C 1s1 uygulamasi 12 saat aydinlik 12 saat karanlik nétr

fotoperiyot uygulamasi yapilmistir. Bundan sonra naylonlar ¢ikarilmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9 Dort hafta sonunda saksilara aktarilan bitkilerin gériiniimii (Skala: 1ecm)
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4.2. Tartisma

Bu caligsmada aragtirma bitkisi Gomphrena globosa L..” nin in-vitro kosullarda
kisa zamanda iyi ve saglikli sonuglar verdigi goriilmiistiir.

Bitkimizin tohumlarindan steril sartlarda ¢ikarilan embriyolar ilk
gelisimlerinde KIN (1.0mg/It) +MS igeren petrilere ekilmigtir. ki giin gibi kisa bir
siirede kdk ve yaprak olusumu goriilmiistlir. Bunun kinetinin hiicre boliinmesine; ilk
olarak mitoz, yani kromozomlarin duplikasyonu (eslesmesi); degisik materyaller
(sogan kokii, tiitlin 6z, tiitlin yapraklari, bezelye kotiledonlari, v.b.) lizerinde yapilan
cok sayida caligmada kinetinin 6nemli oranda DNA oranimi arttirmasi oldugu
diistiniilmiistiir. Son olarak sitokininler protein sentezini kolaylastirir. Bu olay protein
zincirinde aminoasitlerin baglanmasini saglayan t-RNA’ nin pargasi olan bir sitokinin
kinetinle agiklanabilir [20].

Raphanus sativus (turp) kotiledonlarinin gelismesi kinetinle tesvik edilmistir
[21).

Kiltiire alinmasi daha zor olan Monokotiledonlar, Gymnosperm veya
Pteridophyta dokular1 hindistan cevizi siitli veya kinetinin varliginda ¢ogalmaktadir.

Daucus carota ile yapilmis ¢alismada 4-6 hafta gibi uzun bir zamanda ilk
gelisim goriilmiistiir. Bu ¢alismada Zeatin+ MS besiyeri kullanilmigtir. Dokulardaki
sitokininler sitokininoksidazla pargalanirlar. Bu enzimlerin faaliyeti, ki bunlar bakir
iceren glikolize proteinlerdir, molekiiler oksijenin bulunmasi ile gerceklesir. Zeatin
sitokininlerin en yaygimidir. Bunlar benzaladenin veya kinetin gibi siklik veya
doymus bir yan zincir icererek sitokininler iizerinde ¢ok az etkilidirler. Dogal bir
hormon olan zeatinin aktivitesi kinetinden 10 kez daha fazladir [20].

Zea mays ile yapilmis diger bir calisma 6rneginde de 6 saat gibi daha kisa bir
siirede ilk gelisim gozlenmistir. Besiyerinde hormon kullaniimadan yapilmis bu
caligmada 2 giin sonra radikula, 3-4 giin sonra plumula ve 7-9 giinde ilk kdk ve yan
kokler goriilmiistiir [22].

Bir siis bitkisi olan bitkimiz 8 giin sonunda kavanoza aktarilacak duruma

gelmistir. Kavanozlara aktarma isleminde IAA (1.0mg/It)+ KIN (1.0mg/lt)+ MS
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besiyeri olan kavanozlardaki bitkiler IAA (1.0mg/lt)+ MS besiyeri olan
kavanozlardaki bitkilere gore daha yavas bir gelisim gézlenmistir. Bunun nedeni
dogal olan IAA ile sentetik bir sitokinin olan KIN arasindaki oransal
konsantrasyondur. Bu iki hormon goz ve kok tesekkiiliinde farkli etkiler yapar [23].

Embriyo kiiltliri ¢aligmalarinda biiylime odasi sicakligi ve aydinlanmasi
secilen bitki tilirline gore degismektedir.

Gomphrena globosa L. bitkisinde ilk embriyolarin gelisme ortami 24 saat
karanlikta 25°C 1s1 uygulamasi, kavanozlara aktarildiktan sonra 25°C 1si uygulamasi
12 saat aydinlik 12 saat karanlik notr fotoperiyot uygulamasi yapilmistir. Bitkimizde
saglikli bir gelisim, koklenme ve farklilasma olaylarinin 8 giin gibi kisa bir stirede ve
12 saat aydinhik 12 saat karanlik fotoperiyot uygulanmas: sonucunda fideciklerin
gelisimi ¢ok iyi sonuglar vermistir. Bununla beraber Capsella bursa-pastoris ile
yapilan embriyo kiiltlirii calismalari 25°C kiiltiir odasinda Grolux floresan tiipler ile
devamli 1sikta yapilmistir ve bitkicikler biiyiime odasinda 18°C’ de devamli aydinlikta
yetistirilmistir [16].

Embriyo kiiltiirli calismalarinda embriyolarin hayatta kalma sansi da genotipe
bagli olarak tiirden tiire farkliliklar gostermektedir. Ornegin, Capsella bursa-pastoris
ile yapilmis calismada hayatta kalma orami %90 olarak tespit edilmistir [8].
Gomphrena globosa L. ile yapilan ¢alismamizda ise embriyolarin hayatta kalma
yiizdesi %99’ dur. Gomphrena globosa L. embriyolarinin yasama sanslarinin yiiksek
olmasina diger bir sebep olarak da olgun embriyolarin kiiltiire alinmis olmasi
gosterilebilir. Ciinkti bu tip embriyolarin gelismeleri ototrof olduklarindan dolayi,
olgunlagsmamis embriyolara gore daha kolay olmaktadir.

Embriyo kiiltiirii teknigi uygulanan Gomphrena globosa L. bitkisi kullanilan
klasik yontemlere gore daha kisa siirede daha saglikli ve kontaminizasyonsuz bir
gelisme gostermistir. Bu calisma bize Gomphrena globosa L. bitkisinin in-vitro

sartlarda embriyo kiiltiirii teknigi ile basarili bir sekilde liretilebilece@ini gdstermistir.
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