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Bu ¢alismada kapari bitkisinin embriyolan iizerinde formik asit ve salisilik asit
uygulamas1 yapilms, bitki doku kiiltiirii tekniklerinden embriyo kiiltiirii teknigi
uygulanarak bitkinin ¢imlendirilmesi amaclanmis, formik asitte basan saglanmstir.
Bitkinin embriyolar: invitro sartlarda MS besiyerinde kiiltiire ahnmstir. Farkh makro
element konsantrasyonlarinin embriyolarin gelisimi iizerinde olusturdugu stres
incelenmistir. En iyi gelisme 1MS’te gozlenmistir. Formik asit uygulamasiyla
cimlendirilen bitkiye tuz stresi uygulanmasi sonucunda en iyi gelismenin, %0’hk NaCl
iceren ortamda oldugu gizlenmistir. Tuz konsantrasyonu arttik¢a bitkinin strese girdigi

saptanmistir.
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In this study, formic acid and salicyclic acid has applied on the C. Ovata plants’s
embryos, applying one of the plant tissue culture tecnipues called embryo culture is
aimed to germinate. Plants embryos were cultuvated in invitro conditions using MS
medium. Stresses that caused by MS media containing different concentrations of macro
elements on embryo growth are investigated. The best growth were obtained with 1MS.
It’s seemed that by applying formic asit, plant which has been germinate at the result of

applying the salt stres has showed the best improvement contained NaCl the rate of %0.
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1. GIRIS

Capparaceae familyasindan olan ve degisik adlarla bilinen kapari, ¢esitli amagclarla
faydalanilan, tibbi ve aromatik O6zellikli ¢ok yillik bir bitkidir. “Gebere otu” da denilen
kaparinin en yaygin tiirleri; Capparis ovata ve Capparis spinosa’dir. Kaparinin ¢igek
tomurcugu, kok, meyi/e, tohum ve taze siirgiinii, beslenmede kullanilir. Kimi bitki kisimlari
tedavide, kozmetik ve insektisit iiretiminde yer alir. Birgok kapari tiiriinden peyzaj
mimarhiginda, erozyon kontroliinde ve hayvan beslemede ( 6zellikle siit verimini arttirmada)
faydalanilir.

Kapari, yurdumuzda Akdeniz ikliminin hakim oldugu Bat1 Anadolu illeri basta olmak
lizere, Orta Anadolu'da Tokat ve civarinda, Dogu Karadeniz ve Giineydogu illerinde dogal
olarak yetisen,calimsi1 yapida, dik ve yatik olarak biiyiiyen dikenli bir bitkidir. Diinyada da
Akdeniz ve Bat1 Asya iilkelerinde goriiliir. Ispanya ve Fas’ta iiretilir. Ozellikle Ispanya ve
Italya’da 6nemli bir kiiltiir bitkisidir.

Fosfor, potasyum ve kalsiyumca zengin, kalkerli ve killi topraklar1 seven ve giinesten
hoslanan bir bitki olmas1 nedeniyle, giineye bakan yamaglarda kendiliginden yetismekte ve iyi
gelismektedir. /

Cicek tomurcuklarinda bol miktarda vitamin ve protein vardir. Yapilan bir ¢alismada
100 gr ¢icek tomurcugunda kuru madde olarak; 67 mg fosfor, 9 mg demir, 24 mg protein, 12
mg seliiloz ve 2 mg lipit tespit edilmigtir.

Gida, kozmetik, boya ve ilag sanayinde kullanilan kaparinin yurt digina ihraci
genellikle salamura seklinde olmaktadir. Konserve olarak hazirlanan kapari; tursu, salata,
pizza iistii, balik ve av etleri yaminda garnitiir olarak yenilmektedir. Dogadan toplanan
tomurcuklar bir kavanoz igerisinde % 20'lik tuzlu suda ii¢ ay bekletilip, sonra bire bir
oraninda sirke icine konulup, on giin sonra yenildiginde, aromasi ve lezzeti ¢ok
begenilmektedir.

Kapari, erozyon4 kontroliinii saglama ve gicek tomurcuklarmin siirgiin uglarinin ve
meyvelerinin ¢ok yonlii degerlendirilmesi gibi nedenlerle, kirsal alanlarda halkin gelir
diizeyini yiikseltmede 6nem tasimaktadir.

Ayrica riizgar erozyonuna agik alanlarda tesis edilen riizgar perdelerinde , toprak

yiizeyini Orten alt tabaka bitkisi olarak giivenle dikilebilmektedir.

! www. kirimhan. com / kapari . htm
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Kaparinin insan sagligi iizerinde de bircok faydasi bulunmaktadir. Yurdumuzda pek
vilinmemesine ragmen kaparinin kok kabugunun, idrar séktiiriicii ve kabizlik giderici 6zelligi
vardir. Karaciger fonksiyonlarim diizenledigi ve cinsel giicii artirdig s6ylenmektedir. Israil’de
yapulan bir c¢ahsmada seker hastaligimin tedavisinde kullamldigi tespit edilmistir
(Yaniv,1989). Deri ve sa¢ hastaliklarinda etkili bir kozmetik katkisi olabilecegi, arastirmalar
dogrulamaktadir (Akgiil,1996).

Ayrica; agn kesici, balgam soktiiriicti, solucan diistiriicti oldugu; romatizmaya, felce,
iskorpit hastaligina, kan bozukluklarina, gut hastaligina, hemoroide, dalak bityiimesine, kal¢a
rahatsizliklarina, dis agrisina iyi geldigi, antitiimor oldugu, adet diizenledigi bilinmektedir.
Boylesine sifasi olan, degisik alanlarda faydalamlan kaparinin, ¢alisma materyali olarak
kullanilmasina karar verilmistir.

Kapari yaygin olarak tohumla ve gelikle ¢cogaltilmaktadir. Ama sert tohum ozelligine
bagh dormansi nedeniyle tohumlarda ¢imlenme gii¢liigii bulunmasi tiretimde zorluklara neden
olmaktadir (Orphanos, P.L,1988). Cimlenme gii¢liigii olan bitkinin laboratuar kosullarinda
¢cimlendirilmesine karar verilmistir.

Kaparinin dogada ¢ogalmasi, karincalara, kuslara ve toprak mikroorganizmalarina
baghdir. Ciinkii kapari bitkisinin tohumunda ¢imlenme engeli vardir. Bu ¢imlenme engelini,
karincalar ortadan kaldirmaktadir. Tohumun gevresinde bulunan mantarims: zar, karinca
asidince etkilenmektedir S/e boylece ¢imlenme kendiliginden olusmaktadir. Karinca, kapariyi
kighik yiyecek olarak tasirken agzindan diisiiriince ¢gimlenme baslamaktadir.”

Bu calismada, laboratuvar kosullarinda formik asit (karinca asidi) uygulamas:
yapilarak bu ¢imlenme engelinin yikilmasi ve bitkinin ¢imlendirilmesi amaglanmistir.

Bitkinin toplu olarak iiretiminde Orman Bakanligi’na bagh birimlerde kiilli su
uygulamasi yapildig1 kaydedilmistir. Bu kiillii su muamelesinde salisilik asitli %20’lik ¢dzelti
hazirlanmakta ve bitki ¢imlendirilmektedir. Laboratuvar kosullarinda da salisilik asit
uygulamasi yapilarak bitkinin ¢imlendirilmesi amaglanmastir.

Ayrica bitki doku kiiltiirlerinden embriyo kiiltiirii teknigi kullanilarak Capparis ovata
bitkisinin laboratuvar kosullarinda iiretilmesi hedeflenmistir ki, bu embriyo kiiltiirii
tekniginin, daha hizli gogalma potansiyeline sahip olmasi, daha az yere gereksinim
duyulmas: ve bu teknikle tiim y1l boyunca iiretim yapilabilmesi, kimyasal ve fiziksel ortam
kosullar: iizerinde daha fazla kontrol olanagi saglanmas: ve olgun dokularn yeniden

genglestirilmesi gibi avantajlari vardir. Bir bitkinin yetisebilmesi igin tiim ideal sartlar

2 www. kapari. com
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saglanarak ve gelisim kontrol edilerek bitkinin ¢imlendirilmesi amaglanmigtir. Embriyo
ktiltiirii teknigi uygulanarak laboratuvar kosullaninda MS (Murashiage Skoog) besiyerinin
farkli konsantrasyonlariyla Capparis ovata bitkisinin ¢imlendirilmesine ¢aligilmigtir. MS
besiyerinin 1, 2, 3, Y2, ¥4 konsantrasyonlan uygulanmigtir. Béylece bitkinin yetisebilmesi i¢in
optimum degerler doku kiiltiiriiyle saglanarak, bitkinin gelisimi takip edilmistir.

Kapari, ge¢ tutusan bir bitkidir. En kurak mevsimde yaz giinleri bile yesil kalmasi,
toprak yiizeyini orterek ot vejetasyonunun gelismesini 6nlemesi ve riizgar akimlarini kesmesi
nedeniyle yangina hassas bolgelerde degerlendirilmektedir. Ancak 11k istegi de goz ardi
edilmeyip, yangin emniyet seritleri ile yol kenarlarinda tercih edilmektedir.

Kurakhiga dayamklilifs ve toprak ylizeyini yayilarak ortmesi gibi ozellikleriyle
kurak/yan kurak step sahalardaki gevsek yamaglarda, erozyonla miicadelede biiyiik basari
elde edilmektedir.Bu nedenledir ki kapari, “¢ol bitkisi” olarak da tamimlanmaktadir.

Bitkinin bilinen bu stres o6zelliklerine dayamikliligindan dolayr stres fizyolojisi
¢alismalarindan NaCl’ye dayamkhilig: saptanmaya galigtlmustir.

Cimlenen bitkiye %0, %1, %2, %3, %4 NaCl uygulamasi yapilmistir. Tuz stresi
uygulanan bitkinin gelisiminin incelenmesi amaglanmigtir. Tuzun bitki gelisimi tlizerindeki
etkileri, bitkinin tuz toleransi incelenmistir. |

Bu calismada Capparis ovata (kapari) bitkisiyle formik asit ve salisilik asit
uygulamas: yapilarak, bitki doku kiiltiirii tekniklerinden embriyo kiiltiirii uygulanarak
bitkinin embriyolannin ¢imlendirilmesi amaglanmigtir. Cimlenen bitki ile de tuz stresi

uygulamasi yapilmasgtir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Cimlenme

Cimlenme; tohumun embriyosundan, uygun kosullarda, normal bir bitkiyi olusturan
yapilarin meydana gelmesi olarak tanimlanabilir. Bir tohumun yapisinda yer alan radikuianin
tohum gomlegini yirtip ¢ikmasi, ¢cimlenmenin basladigini belirleyen bir olaydir. Bir tohumun
¢imlenmesi i¢in su almas: gereklidir. Suyun biiyiik bir b6liimit embriyoya gider. Dokular suya
doydugunda (ki bunun igin 2-3 giin gereklidir) metabolizma yogun olarak baglar. Bu da
Snemli bir 1s1 ¢ikigiyla g6zlenir. Besin rezervleri hidrolize ugrar ve embriyoya sentez ve hiicre
boliinmesi igin gerekli iiriinleri (metabolit) verir. Su alimgina bagli olarak hacim ve tohum
gbémleginde hidratasyon artar. Hidratasyon da O2 ve CO2 permeabilitesini arttirarak, fazla su
nedeniyle sisme olaymin meydana gelmesine sebep olur. Bu olaya bagli olarak da tohum
gomlegi yirtilarak , 6nce radikula , sonra hipokotil digari ¢ikar. Tohum artik uyanmgtir. Daha
sonra diger yapilarin da meydana gelmesiyle ve biiyiiyiip gelismesiyle tam bir bitki olusur.

Cimlenmede etkili faktorlerden biri 1sidir ve ¢imlenmenin genel olarak 1-40° C
arasinda meydana geldigi saptanmistir. Cimlenme olayinda bir etmen de igiktir. Bitkinin
¢imlenmesi igin 1513a duydugu gereksinim bitkiden bitkiye farkliltk gostermektedir.

2.2. Cimlenmedeki Etkin Asitler
2.2.1, Salisilik Asit

Salisilik asit (0-Hidroksibenzoik asit) serbest veya bagli olarak sogiit (saliks alba)
yaprak ve kabuklarinda bol bulunan tabii bir fenol {iriiniidiir. Salisin konjuge halde 1838’de
izole edilmis ve 1874’de aspirin (asetil salisilik asit) olarak sentezlenmistir.

Salisilik asit biitiin bitkilerde bulunur; fakat en fazla 1s1 iiretici dokularda ve parazit
bulagmasi sirasmda bulunmasi s6z konusudur. Bu en azindan g stire¢ igermektedir:

- Bu ésidin etkilerinden biri, kesilmis ¢igeklerin bir vazoda uzun siire kalmalarint
saglamasidir ki bu, etilen biyosentezini inhibe etmesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica farkhi
siireli kosullarda yetistirilmis kisa ve wuzun giin Dbitkilerinin ¢igeklenmesini
gergeklestirir(Ozellikle Lemnaceae). Bu arada bu etki spesifik degildir. Ciinkii tabii gok
sayida dogal fenoller de benzer etki gosterirler. Keza giberillinler ile depozitif bir girisim

gosterirler.




- Bazi bitki familyalarinda (4raceae) termogenez olaylari, fosforilant olmayan bir
solunum asin etkinligi,ciceklenme sirasinda gergeklesir. Araceae’deki termogenez nigasta
bakimindan zengin ve uca dogru go¢ eden, ¢icek durumunun tabaninda bulunan erkek
¢icekler tarafindan iiretilen kalorigen adli bir maddenin gécii ile agiklanmis olup, burada
hissedilir bir sicaklik iiretilir. Kalorigenin salisilik asit tarafindan gergeklestirilmis oldugu, i¢
kistmdaki miktarmnin termogenez esnasinda 100 kat arttif1 gosterilmistir. Dokularda salisilik
asidin yénetimi invitro sartlarda sicaklik {iretimi ile baslar.

Diger bir olay patojen (hastalik yapan) ajanlarin diren¢ mekanizmasinda salisilik asidin

miidahalesidir. Bu, direng siiresinde sistemli bir sekilde kazanilir.?
2.2.2. Formik Asit

Karboksilli asitler gurubundan olan formik asit, H2CO2 formiiliiyle ifade edilir .
Karmcalarin viicutlarinda bu kimyasal maddeyi iireten bezler vardir. Bu asit, antibiyotik
etkisine sahiptir. Bu madde, karincalarin iizerinde ve yuvalarinda mantar ve bakteri
olusumunu engeller.

Formik asit, bakterilere, kiif ve mayalara etki eder. Mikrobik bozunmay: 6nlemek icin
gidalarda koruyucu olarak kullanilir.

Formik asit (metanoik) doymus asitlerin ilk temsilcisidir. 1749’da Marggraf tarafindan
tek basina elde edilen bu asit, karincalarda, tirtillarda, 1sirganlarda ve ter gibi bazi biyolojik
stvilarda bulunur. Berthelot’un sentez metoduna goére, karbon monoksidin basing altinda,
sodyum hidrokside etki ettirilmesiyle elde edilir ve sodyum formiyat meydana gelir. Sanayide
kullanilan diger bir sentez yontemi de sodyum siyaniiriin otoklavda su etkisiyle
bozundurulmasi temeline dayanir.

Susuz formik asit, donduruldugu zaman 8,6°C’de eriyen bir sividir. 101°C’de kaynar.
Yogunlugu 1,22°dir. Keskin bir kokusu vardir. Suda ¢6ziiniir. H-COzH formiiliiyle ifade

edilir.

3 Prof.Dr.Y.Akman-Prof.Dr.C.Daricy, Bitki Fizyolojisi, Ankara, 1998, 5.464



2.3, Stres Fizyolojisi
2.3.1. Stresin Tanimi ve Cesitleri

Stres, biyolojide tarifi zor olan bir kavramdir. Bir ¢evrede devamh olarak ya da arada
sirada meydana gelen ¢ok sayidaki olumsuz; fakat hemen &ldiiriicii olmayan kosullar, stres
olarak bilinir. Bir baska yaklagimla , bitkide metabolizmay: , biiylime ve gelismeyi etkileyen
veya engeileyen , uygun olmayan herhangi bir durum veya madde stres olarak kabul edilir.
Aslinda bitkide genellikle bir dis faktoriin zorlamas: ile olusan etki olarak da tanimlanabilen
stres kavram , bitki tolerans: ile yakindan iligkilidir.

Stres kavramm kisaca yasam i¢in optimal olan kosullardan 6nemli sapmalar olarak
agiklanabilir. Organizmanin biitiin fonksiyonel diizeylerinde meydana gelen degisiklikler ve
tepkiler once geri doniisiimli (reversible) olmalarina ragmen, daha sonra kalict hale de
gelebilir. Stres olay: gegici olarak meydana gelse bile , bitki canlilift gerilemeye baslar ve
stres devam ettikce , bu zayiflama daha da ilerler. Bitki kapasitesinin sonuna ulasildiginda ise
o ana kadar belirti gostermeden (latent) kalan zarar, kronik hastalifa veya geri doniigtimsiiz
(irreversible) bir zarara doniisebilir (Cakirlar ve  Topguoglu, 1985,Larcher,
1995,Lichtenthaler,1996, Edreva, 1998, Taiz ve Zeiger, 1998).

Bitkilerin belirli bir stres faktriine (stres6r) olan tepkilerinin yapisi ve yogunlugu,
yasa, adaptasyon derecesine, mevsimsel ve hatta giinliik aktiviteye bagli olarak 6nemli dl¢iide
degisebilmektedir. Bir bitkinin stresten sikinti g¢ekip, ¢ekmedigi , bu bitkinin normal
kosullardaki davramsiyla karsilagtinldiginda anlagilabilir. Strestriin spesifik etkileri bitkide
iyi tammlanmis bir hedefi kapsamaktadir. Omegin; yogun radyasyon, tilakoid
membranlarinda dogrudan bir zarara yol agabilmekte veya iyonlarin ve agir metallerin toksik
konsantrasyonlari , enzim proteinleri iizerinde dogrudan etki yapabilmektedir. Bu nedenle her

bir durumda semptomlar oldukga spesifiktir. *

2.3.2. Stresin Dereceleri

Bitkiler yasamlan siirecinde pek ¢ok stres olaylan ve gok sayida stres faktorleri ile
karsilasmaktadir. Fakat bazen bitkiler i¢in stresten soz edilmeyebilir. Bu sekilde optimum

sartlarin bulunmasina bazi fizyologlar “sifir stres” adim verirler. Stresin dereceleri ¢ok

* §.Ozcan-E.Giirel-M.Babaoglu, Bitki Biyoteknolojisi, S.U.Vakfi Yaymlari, 2001, s.308
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genigtir. Sifir stresten , thimli ve siddetli strese kad;u degisen dereceleri vardir. Ancak tabiatta
bitkiler i¢in tamamen stressiz bir ortam zor bulunur. Bitkiler yasadiklari ¢evrede yasamiarim
stirdiirmelerini ve gelisme sanslarim kisitlayic1 degisik olumsuz kosullara maruz kalirlar.
Yeryiiziinde kurak zonlar , tuzlu topraklara sahip bolgeler, kuzey ve giiney kutuplari ile
yiiksek daglar gibi genis alanlar bulunmakta ve bu alanlarda bitki biiylimesini kolaylastirici
kogullar , kisa siireli olarak ger¢eklesebilmektedir,

Stresin dereceleri bitki tiiriine gore degismektedir. Yani bir bitki tiiriinde siddetli strese
sebep olan bir stres faktorii , bir bagka tiirde 1luml1 strese ya da sifir strese neden olabilir.
Stresin derecesi , canli sistemlerdeki metabolik olaylarin degisimine etki eden enerji miktarina
da baghdir. Bir bitkinin tiimii veya bazt kisimlari (tohumlar, dormant tomurcuklar ve dormant
hiicreler ) strese karst direngli olabilirken , bazi kisimlar (meristem dokular, sukkulent
organlar, gen¢ fideler) ise strese karsi duyarlidir. Meristemler; canli, ince g¢eperli,
protoplazmast bol, faal ve nukleusu iri oldugu igin daha ¢ok etkilenir. Destek doku hiicreleri;
kalin geperli, sitoplazmast az ve hiicrelerinin % 50’sinden fazlasi koful oldugu igin strese

dayamiklidir. Bu arada stresin siddeti kadar , bitkinin strese maruz kalma siiresi de 6nemlidir.
2.3.3. Strese Kary1 Bitki Tepkileri

2.3.3.1 Tolerans (Esneklik) : Bir bitkinin uygun olmayan gevre sartlarina maruz kalmasi
durumunda, hayatim devam ettirmesi ve strese tahammiilii olarak tanimlanabilir. Daha ¢ok
bitkinin genotipi ile ilgilidir. Stres faktorlerinin etkisini elimine etme, azaltma veya tamir

etme mekanizmalarin: ifade etmektedir.

2.3.3.2. Aklimasyon (Uyum) : Yeni bir ¢evreye adapte olmaya calisan bir bitkideki kalitsal
olmayan degisiklikler olarak tamimlanabilir. Bir stres faktorii metabolizmayr degisiklige
ugratabilir. Bunun sonucu olarak bitki morfolojisinde de bir degisiklik meydana gelebilir.
Fakat bu durumda bitki hayatin1 devam ettirebilir.

2.3.3.3. Avoidans (Korunma) : Stresten kaginma, sakinma ve korunma anlamina gelir. Eger
stres kaynag ile bitki dokusu veya orgam arasinda fiziki bir engel varsa , stres yeteri kadar
etkili olmaz. Bu sekilde bitki kendini stresten korumus olur. Kalitsal olabilir veya olmayabilir.
Kisaca stres faktorlerinin bitki dokularina girisinin Onlenmesini veya azaltilmasim ifade

etmektedir.



2.4. Tuz Stresi

Tuz yeryiiziindeki yasamn evrimi stiresince karsilasilan ilk kimyasal stres faktoriidiir.
Organizmalar iyonlarin diizenlenmesi ve protoplazmik yapilarin stabilizasyonu i¢in etkili
mekanizmalan gelistirmek zorunda kalmigtir. Tuzlu habitatlar , kolay ¢oziinen tuzlarin
anormal diizeyde yilksek igeriklerine sahiptir. Nemli ve kurak iklim kosullarimn her ikisinde
de tuzlu topraklar mevcuttur.

Toprak tuzlulugu , topraktan olusan evaporasyonun yil boyunca topraga siiziilen yagis
miktarindan daha fazla oldugu kurak bélgelerde biiyiik Sigiide artma gostermektedir. Nemli
bolgelerde tuzlu topraklar esas olarak NaCl igerir. Bu tip notral tuzlu topraklar, kurak
bolgelerde de meydana gelmektedir.

Yiiksek tuz konsantrasyonlarinin bitkilerde yarattigi sikintilar, suyun ozmotik olarak
tutulmasindan ve spesifik iyonlarnin protoplazma iizerine olan etkilerinden kaynaklanmaktadir.
Su, tuz ¢6zeltilerinde ozmotik olarak tutulmaktadir. Boylelikle tuz konsantrasyonu artarken ,
bitkilere suyun girisi daha az ger¢eklesmektedir.

Geng bitkiler , koklerinin en yiiksek tuz konsantrasyonu iceren topragin iist tabakalari
ile gevrelenmesinden Gtiirii , daha biiyiik zararlara maruz kalir. Cimlenme tuzsuz veya az tuzlu
ortamlarda gok bagarili olarak gergeklesmektedir.

Ekstrem tuz stresi, bodurlasmaya ve kok biiyiimesinin engellenmesine yo! agmaktadur.
Bu stresin etkileri ile tomurcuk agmas: gecikmekte, siirgiinlerin boyu kisalmakta , yapraklar
kiigiilmekte ve hiicrelerin 6liimii gergeklesmektedir. Ayrica koklerde , tomurcuklarda , yaprak
kenarlarinda ve siirgiin uglarinda nekrozlar olugmakta , yapraklar sararmakta ve siirgiintin tim
kisimlarinda kurumalar meydana gelmektedir. Bitkilerde hormonal denge , tuzluluk tarafindan

etkilenen dnemli bir faktordiir. °
2.5. Bitki Doku Kiiltiirii Cahsmalar:

Bitki doku kiiltiirii, aseptik sartlarda yapay bir besin ortaminda, biitin bir bitki, hiicre
(meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri) , doku (gesitli bitki
kisimlan = eksplant) veya organ ( apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni
doku, bitki veya bitkisel iiriinlerin (metabolitler gibi) tiretilmesidir. Yeni ¢esit gelistirmek ve
mevcut cesitlerde genetik varyabilite olusturmak, doku kultliriiniin temel amaglan arasinda

5 8.0zcan-E.Giirel-M.Babaoglu, Bitki Biyoteknolojisi,S.U.Vakfi Yaymlar1,2001, 5.309



sayilabilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri genetiksel iyilestirme ¢aligmalarinda énemli bir
rol oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve gogaltilmas: zor olan
tirlerin tiretiminde gesitli doku kiiltiirii yontemleri uygulanmaktadir.
Doku ve hiicre kiiltiirii teknikleri (in-vitro vejetatif tiretim teknikleri) baz1 arastiricilar
tarafindan mikro iiretim veya hizli klonal iiretim adi altinda tammlanmaktadir.
Bu teknikler , geleneksel vejetatif iiretim tekniklerine gore asagida belirtilen
tistiinliiklere sahiptir:
-Daha yiiksek ¢cogalma hizina sahip olma
-Daha az yere gereksinim duyma
-Tiim y1l boyunca iiretim yapma imkani
-Kimyasal ve fiziksel ortam kosullan tizerinde daha fazla kontrol olanag: saglama
-Olgun dokulardan yeniden genglestirme imkanlarim saglama

2.5.1.Embriyonun Yapisi

Dollenmeden sonra olgunlasip gelisen tohum taslag: i¢inde olugan embriyo, tohum
denilen yapiy: meydana getirir. Tohumun icerdigi besin maddeleri onun ¢imlenip, fotosentetik
olarak etkin bir organizma seklini almasini saglar. Dollenmeden sonra tohum taslagi ve
endosperm biiyiimesi beraber gider. Endosperm miktarinin birden artisi, embriyo kesesinin
gelismesiyle paralellik gosterir. Endosperm miktan en yiiksek diizeye ulagtifinda, embriyo
gelismeye baglar. Endosperm siirekli azalirken, tohum taslagi ve embriyoda birbirine paralel
bir artis goriiliir.

Doéllenmis yumurta hiicresinin (zigotun) gelismesiyle, biitiin bir bitkiyi olusturma
potansiyeline sahip olan embriyo meydana gelir. Zigot, angiospermlerde genelde enine
boliiniir. Boyuna ve egik bolinmeye de rastlanir. Enine bolinmenin sonunda embriyo
kesesinin ucuna dogru apikal ve mikropile dogru daha biiyiikk bir bazal hiicre olusur. Bu
evrede zigotun enine bolinmeleriyle olusan apikal ipliksi hiicreler ve siispansérden olusan
yapiya “proembriyo” denilir. Yani iki hiicreli evreden, organ olusumunun baglamasina kadar
olan donemdeki embriyoya, proembriyo adi verilir. Iki hiicreli embriyo bélinme sekillerine
gore linear veya T sekilli olabilir.

Kotiledonlar belirmeye baglarken bilateral olan simetri de eksensel sekle doniistir. Tek
ve iki cenekli bitkilerdeki fark plumula ve kotiledonlar belirdikten sonra ortaya gikar. Dikotil
embriyosu lateral olarak bagli iki kotiledon tasiyan bir eksen igerir. Kotiledonlarin iist
kismindaki eksene “epikotil”, alt kismindakine ise “hipokotil” denir. Epikotil plumula
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(embriyonik gévde) hipokotil radikula (embriyonik kok) olarak sona erer. Monokotil
embriyosu ise tek kotiledona sahiptir.

Siispansor, proembriyonun radikular ucundaki gegcici bir yapidir. Maksimum
gelisimine embriyo kiiremsi evreye geldiginde ulagir. Olgun bir tohumda siispansoriin sirf
kalintilarina rastlanir. Bu yap1 embriyoyu embriyo kesesine baglar ve uygun bir besi ortami
olan endospermin igine dogru iter. Bazi familyalarda endosperm yoktur, embriyo ¢ok iyi
gelismis olan siispansor emegleri igerir. Birgok bitkide yapilan ¢alismalarla, siispansoriin

embriyo beslenmesinde aktif rolii oldugu ortaya konmustur.
2.5.2.Embriyo Kiiltiirii

Yiiksek bitkilerin tohumlarindan ve tohum taslaklarindan embriyolarin izole edilerek
belli ortamlarda kiiltiire alinmas: “embriyo kiiltiiri” olarak tanimlanmaktadir.

Bitki embriyolarmin kiiltiirii ile ilgili ilk c¢alisma Hanning (1904) tarafindan
yapulmistir. Bundan sonra ¢ok degisik bitki tiirlerinin embriyolar1 kontrollii kosullarda
gelistiritmistir. Bu ¢aligmalarla embriyolarin besin ihtiyaglan , bityiime ve farklilagsmalan vb.
konular incelenmis ve embriyo kiiltiiriine iligkin baz1 metotlar ortaya konmustur ( Raghavan ,
1980 , Monnier , 1990).

Iki tip embriyo kiiltiiriinden s6z edilmektedir:

1. Olgun Tohum Embriyolarimin Kiiltiirii: Bu kiiltiir oldukga kolaydir ve basit bir kiiltir
ortami ile basarili sonuglar alinmaktadir. Boylece embriyonik biiylimeyi incelemek ve
biiylime dénemlerini ortaya koymak , dormansi ve ¢imlenmenin metabolik ve biyokimyasal
ayrintilarini analiz etmek miimkiin olmaktadir.

2. Olgunlasmamis Erken Boliinme Fazindaki Proembriyolarin Kiiltiirii: Bu tip kiiltiir, erken
embriyo doénemlerinden itibaren embriyolarin besin ihtiyaclannmn ortaya konulmasim ve
farklilasmasim saglamaktadir. Embriyonun izolasyonu oldukg¢a zor bir istir. Bu nedenle giig
olan bir yontemdir. ‘

Embriyo izolasyonunun zor olmasi nedeniyle embriyo kiiltiiriine bir alternatif olarak,
tozlasmis yumurtalik (ovary) kiiltiirii ve olgunlagmamis tohum taslag: (oviil) kiiltiirii de
kullamlmaktadr.
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2.5.2.1. Embriyo Kiiltiirii Icin Gereksinimler

Embriyo olusumu , biyolojinin temel problemlerinden biridir. Hi¢ kuskusuz her canh
sistemin en kayda deger 6zelligi, embriyo denen bu 6zel sekli inga etme kapasitesine sahip
olmasidir. Bu olay bu giine kadar biyolojik olaylarin mekanik olarak izah edilmesi
islemlerinde en biiyiikk komplikasyonlari dogurmus bir olaydir. Embriyo kiiltiiri,
embriyojenezin ortaya gikis seklini modifiye etmek i¢in miidahale etmeye ve yeni bir embriyo
yapisinin incelenmesinde , embriyoya ait gelismeye hitkmeden bazi prensiplerin saptanmasina
yarar.

Embriyo kiiltiirinde en 6nemli konu farkli gelisme donemlerinde kiiltiire alman
embriyolarin  diizenli olarak gelisimini destekleyici bir kiiltiir ortamimin belirlenmesidir.
Embriyo kiiltiirii ile ilgili ilk ¢aligmalar basit bir ortam iizerinde olgun embriyolardan bitki
gelisimi konusunda olmugtur. Sonra olgunlasmamis embriyolarin kiiltiirii ile ilgili ¢alismalar
da yapilmis ve kiiltire alinan embriyonun  gelisme donemine gore kiiltiir ihtiyaglan

belirlenerek basarili sonuglar alinmigtir,
2.5.2.2. Besin Ortam Bilesimi

Bitki doku kiltiirii caligmalarinda besi ortaminda su, organik ve inorganik bilesikler
bulunmaktadir. Kimyasal maddelerin farkli miktarlarda kullamilarak, uygulayicilarinin
adlartyla anilan ¢ok sayida besi ortami bilesimi bulunmaktadir.

Embriyolarin biiyiimesi tizerine farkl: soliisyonlarin etkisi aragtiriimis ve genellikle en
iyi gelismenin Murashige ve Skoog (MS) (1962) ve B5 (Gamborg ve ark.,1965) ortamlarinda
oldugu goézlenmistir. Ancak MS soliisyonunun kiigiik boyuttaki embriyolar i¢in toksik etkisi
de gozlenmigtir.

Embriyo kiiltiriinde mineral tuzlarin bir¢ok farkli formiilasyonu kullanilmaktadir.
Olgun veya olgunlasmamis embriyolarin kiiltiiriinde genellikle uygun bir karbon kaynagina
gereksinim vardir. Sakaroz, karbonhidratin en iyi formudur ve embriyo kiiltiirii i¢in ¢ok
yaygin olarak kullamilmaktadir. Zea’nin birkag tiirii , Datura stramonium , Pinus nigra ,
Capsella bursa pastoris’in embriyolarinda, sakkarozun iistiinliigi belirlenmistir. Sakkaroz
kiiltiir ortamina enerji kaynag olarak eklenmesinin yam sira ozmolariteyi de korumaktadir.
Bu fonksiyon icin sakkarozun optimum konsantrasyonu embriyo gelisme donemine goére
degismektedir. Olgun embriyolar % 2 sakkarozda oldukga iyi biiyilime gosterir. Fakat daha
geng embriyolar daha yiiksek karbonhidrata ihtiya¢ duyar. Embriyolar igin kiiltiir ortam, bitki
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doku kiiltiirlerinde kullanilan genel ortamdakilerden daha yiiksek bir sakkaroz konsantrasyonu
sgerir. Kiiltiiriin sonunda bu konsantrasyonun azalmas: gerekir.

Embriyo kiiltiirii ortamlarinda azotun nitrat , nitrit veya amonyum formunda ilavesine
ragmen degisik amino asitlerin ortama eklenmesiyle de kiiltiire alinan embriyolarn biiyiime
ve gelismesi tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (Raghavan , 1980).

Amino asitlerin tek basina veya kombinasyon halinde kiiltiir ortamina eklenmesi
embriyo biiyiimesini uyarabilmektedir. Ornegin; glutamin, ¢icekli bitkilerin dokuz farkh
familyasina ait embriyolarin biiyiimesini tegvik etmistir (Bhojwani ve Razdan , 1996). 20
amino asit karisiminin embriyo biiyiime ve gelisiminde CH (kazein hidrolizat) kadar etkili
oldugu gosterilmistir. Vitaminler embriyo kiiltiiriinde kullamlmaktadir. Ama bunlar her
zaman gerekli degildir. Ototrofik olan tohum embriyolar hiicresel biyosentez ile vitamin
ihtiyacim karsilayabilmektedir (Raghavan , 1980).

Oksin , gibberellin ve sitokinin gibi eksojen biiylime diizenleyicilerinin ayri ayr ya da
kombinasyon halinde uygulanmasiyla, primordiyal kok ve siirgiinlerin gelismesi ve
morfogenesiste goriilen modifikasyonlar, arastiricilart embriyo biiyiimesinde hormonlarin rolii
tizerindeki arastirmalara sevk etmistir (Raghavan , 1980).

Bitki besin ortamlarinda yer alan komponentler kullanim sikhigina gore sirasiyla , su,
makro elementler, mikro elementler, vitaminler, sekerler (karbon kaynag) , yan
katilastiricilar (jel yapicilar, agar,agaroz vb.) bitki biiylime diizenleyicileri, tamponlar, amino
asitler, kimyasal olarak tamimlanamayanlardir (George, 1993, Franklin ve Dixon , 1994,
Gamborg ve Phillips,1995). Bu komponentlerin hepsi aym anda her ortamda bulunmayabilir.

Genel olarak sivi ortamlar i¢in makro ve mikro elementler , bazi vitaminler ve karbon
kaynad1 (sakkaroz) yari kati ortamlar igin de ek olarak agar veya agaroz igeren ortamlara
“temel besin ortamlar1” denir. Temel besin ortamlarina bitki biiylime diizenleyicileri ilavesiyle
her tiir bitki pargasi, dokusu veya hiicresi i¢in farkli ve 6zel besin ortamlar hazirlanabilir.

Su, bir besin ortamimn %90’indan fazlasimi olusturur. Ortam formiilasyonunu tam
olarak tutturabilmek igiﬁ kullamlacak suyun da iyonize olmasma 6zen gosterilmelidir. Eger
bu imkan yoksa, ¢ift distile saf su kullamilmalidar.

Besi ortaminin pH’st genelde 5,5 — 6 olmalidir ve bu NaOH veya IN HCI ile
saglanmaktadir.
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2.6, Embriyo Kiiltiiriiniin Uygulama Alanlan
2.6.1. Biyolojik Temel Calismalarda

Zigotik embriyo kiiltiiriintin en yararl ve giincel uygulama alam, istenen ozellikleri
tagryan nadir bitkilerin yetistirilebilmesidir .Embriyo kiiltiirii, temel embriyogenesisi ¢alismak
icin iyi bir olanaktir. Embriyogenesisteki g¢esitli dSnemler, bu yolla analiz edilebilmektedir.
Kisaca embriyo kiiltiirli, normal embriyogenesis i¢in uygun besin isteklerini belirlemek ,
beslenmenin ve fitohormonlarin etkisini ortaya koymak igin iyi bir aragtir. Zigotik
embriyolarin kiiltiirii, tohum taslaginda embriyonun biiyiimesindeki kosullar1 belirlememizi
saglamaktadir.

2.6.2. Tohumun Cimlenmemesi Durumunda

Tohum dormansisi ve sterilitesi embriyo kiiltiirii ile kirilabilmektedir. Bazi tiirlerdeki
tohum dormansisi, embriyoyu cevreleyen yapida var olan kimyasal engelleyiciler veya
mekaniksel dayaniklihk nedeniyledir. Boyle durumlarda embriyolarin izole edilip, besin
ortaminda kiiltiire alinmasi ile dormansi ortadan kaldirilmaktadir. Tohum sterilitesi
embriyoyu ¢evreleyen yapilarin uyusmazligi nedeniyle olabilir, Boyle durumlarda da embriyo
kiiltiirii ile canli fideler elde edilmektedir.

2.6.3. Islah Siiresini Kisaltmada

Islah galismalar1 bahge bitkilerinde nadiren de olsa tohumlarin dormansi periyotlarn
nedeniyle uzamaktadir. Embriyolarin besin ortaminda gelistirilmesi ile bu siire
kisaltilabilmektedir. Dormansiye sebep olan faktérler , tohum kabugu ve endospermdeki
endojen inhibitorler , diisikk sicaklik , 6zel 151k gereksinimleri gibi faktdrler embriyonun
kiiltiire alinmasi ile giderilmektedir. Sert tohum kabugu nedeniyle ¢imlenmenin geciktigi
durumlarda da embriyo kiiltiirii ile gimlenme hizlandirilmaktadar.

Olgun olmayan embriyolarin izolasyonu ve kiiltiirii ile 1slah programi kisaltilmaktadir.
Bu kﬁltﬁrfe bir yilda iki generasyon iiretilerek 1slah ¢emberinin kisaltilmasi miimkiin
olmaktadir. Embriyolarin yetersiz gelismesi halinde , hibrit embriyolanin yasatilmasinda
embriyo kiiltiiriinden faydalanilmaktadir.



2.6.4. Yasamayan Embriyolarin Kurtarilmasinda

a) Embriyolarin Yetersiz Gelismesi : Meyvenin ¢ok hizli olarak olgunlasmas: ve
embriyonun tam olarak gelismesini saglayamadigi durumdur. B6yle meyvenin tohumlarindan
embriyolar ¢ikarilip, in-vitro kiiltiire alindigi zaman ¢imlenir ve normal bitkiler tiretilir.

b) Hibrit Embriyolarin Yasayamamasi : Uzak akraba olan tiirler arasi melezler
cofunlukla basarisizdir, do6llenme olmakla beraber hibrit embriyonun yasamadif
goriilmektedir. Bu duruma “embriyo diismesi” veya “abortus” denilmektedir. Bunun
sebeplerinden biri , endospermin gelismemesi veya dejenere olmasidir. Bu durumda embriyo
beslenemediginden dolayr o&lir ve ¢imlenebilir tohumlar meydana getirmez. Hibrit
embriyonunu izolasyonu ve kiiltiire alinmas: ile yapay besin ortami endospermin yering
gecebilmekte, bbylece hibrit embriyolar yasatilmaktadir.

Boyle basarisiz melezlerde embriyonun potansiyel olarak normal biiyiime yeteneginde
oldugunu , tam hibrit embriyolarin diisme olayimnin baslamasindan énce izole edilerek besin
ortaminda kiiltiire alinmas: ile yasatilabilecegini ve hibrit bitkilerin elde edilebilecegini

gostermesi tarima 6nemli katkilarda bulunmustur.
2.6.5. Tohum Canhhklarmmin Hizh Test Edilmesinde

Embriyonun ¢imlenmesi ile gergeklestirilen tohum canlilik testine, diger metotlara
gore daha dogru ve giivenilir bir test olarak bakilmaktadir (Bhojvani ve Razdan , 1996).

2.6.6. Ender Bitkilerin Cogaltilmasinda

Ticari muzun yabani bir akrabasi olan Musa balbisiana dogada ¢imlenmemektedir.
Bununla birlikte fideler embriyolarin kiiltiire alinmasi ile kolaylikla elde edilebilmektedir.
Bazi hindistan cevizlerinde sivi endosperm yerine yumusak ve yaglh bir doku gelisir. Bu tip
hindistan cevizleri ‘makapuno’ olarak adlandinlir. Bunlarin tohumlari normal kosullar altinda
cimlenmede basarisiz olmaktadir. In-vitro kiiltir teknigi kullamlarak makapuno

embriyolarindan bitkicikler yetistirilmigtir.
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2.7. Embriyo Kiiltiiriinde Basary: Etkileyen Faktorler
2.7.1. Genotip

Diger kiiltiir ¢alismalarinda oldugu gibi embriyo kiiltiiriinde de genotip etkisi s6z
konusudur. Invitro kiiltiirde bazi tiirlerin embriyolariun gelismesi cok kolay olurken bazi

tiirlerde oldukg¢a zordur.
2.7.2. Embriyonun Kiiltiire Alindig1 Déonem

Cok kiigiik embriyolarin invitro gelismesi zordur. Embriyo invivoda ne kadar
gelismisse invitrodaki gelisimi de o 6lgiide daha kolay olmaktadir. Ornegin Brassicia

napus’un erken globular donem embriyolarinin in vitro kiiltiiriinde embriyo olgunlasma

oramimin embriyo boyutu ile iliskisi gosterilmistir (Goralsi ve ark.,1998).
2.7.3. Besin Ortammin Bilesimi
Olgun embriyolar basit bir ortamda gelisirken erken gelisme donemindeki embriyolar

daha komplike bir ortama gerek duymaktadir. Embriyo kiiltiirii i¢in gelistirilmis c¢esitli
ortamlar bulunmaktadir.

2.7.4, Kiiltiir Kosullan
Kiiltiirdeki oksijen, onemli bir faktordiir. Bazi tiirlerin 6nce karanlikta, sonra

aydinlikta inkiibe edilmesi uygun olmaktadir. Kiiltiirde optimum sicaklik bitki tiiriine gore
degismektedir. Ayrica dormansiyi kirmak icin soguk uygulamasi gerekebilir.

2.7.5. Embriyolarin Izolasyonu

Embriyoyu zedelemeden izole etmek oOzellikle erken gelisme donemindeki

embriyolarin siispensorunun zarar gormemesi basari igin Snemlidir.

§ M.Babaoglu-E.Giirel-S.Ozcan, Bitki Biyoteknolojisi, S.U.Vakfi Yaymlar, 2002, 5.338



2.8. Totipotansi , Polarite , Morfogenez , Apomiksis

Doku kiiltiirtinde tek bir hiicrenin tam bir bitki olusturma yetenegi, hiicrelerin gelisme
TOTIPOTANSI sini gﬁstermektedir: Diger bir deyisle her hiicrenin bir bitkiyi olusturan tiim
ozellikleri gizli olarak tagima olgusuna TOTIPOTANSI adi verilmektedir. Ciinkii her biri tek
bir hiicreden yani zigottan kokenlenir ve genetik olarak aymdir. O halde benzer olan bu
totipotent hiicreler bitki gelismesi sirasinda yap1 ve islev bakimindan nasil farkls
olabilmektedir? Genetik olarak benzer hiicrelerin biitiin genleri etkindir. Uygun dis etkiler
bazi genleri tesvik eder , bazilanim bastirir. Sonug olarak hiicreler olusan etmenlere gére 6zel
olan gelisme yollarimi izler. Molekiiler diizeyde bazi ajanlarla (hormonlarla) belirli genlerin
etkinligi hiicrenin farklilagma yolunu belirleyen 6zel enzimlerin sentezine yol agmaktadir.

Bitki morfogenezinde tiim diizenleyici mekanizmanin varligim gésteren bir olay da
POLARITE’dir. Yani bitkinin iki ucu arasinda bireysel organlar arasinda fizyolojik ve yapisal
ayrimlar olugmaktadir. Polarite, farklilasmay1 ve farklilasmanin ortaya ¢ikisimi kontrol eden
bir etkendir.

Yalin bir meristematik dokuda karmagik ve degisken yapili dokulara asamali olarak
degisme ve olgun bitki yapisi haline gegme FARKLILASMA olarak adlandirilir. Diger bir
deyisle 6zellesmemis yapilar 6zel isleri yapmak iizere degisiklige ugrar. Farkliasmamis
meristematik durumdan | farklilasmis ve gelismis duruma gegiste hiicrelerin  ayriml
diizenlenisi ve morfolojik 6zellikleri rol oynar. Sonugta tek bir hiicreden doku ve doku sistemi
organ ve gelismis bir bitki ortaya ¢ikar. Farklilagmada ilkin oncii meristemlerden ayrimli
yapilar olusturulur. Sonra komsu hiicrelerden farkl: 6zellikler kazamlir. Boylece hiicre
diizeyinde farklilasma olurken , o hiicrenin belirli islevler i¢in 6z yapisal 6zellikleri kazanmas:
gereklidir (Yentiir , 1984).

Bitkinin gelismesi ya da ontogenesi arasinda bityiime ve hiicre farklilagmasi ile bitki
ozel seklini alir. Bu olaya MORFOGENEZ ad: verilir. Morfogenez terimi, hem bitkinin dig
yapisinin, hem de i¢ diizenlenmesinin gelismesi igin kullamlir. Boylece farklilasma ve
Ozellesme morfogenezin 63eleri olarak sayilmaktadir.

Déllenme, esas olarak embriyo kesesinin mikropil tarafinda bulunan ii¢ hiicreden
ortadaki yumurta hiicresi ile erkek gametofitin birlesmesi olayidir. Déllenmis bir zigot
hiicresinden gelismis olan yan benzesik hiicre ve dokular, aym1 genetiksel yetenege sahip

olmalarina kargin, ileri basamaklarda ayrimlt tipte hiicre ve dokularni meydana getirir. Bazt



hallerde dollenme olmadan embriyo gelisir. Buna da APOMIKSIS denir. Aym farklilasma bu
sartlarda da gecerlidir. Sonugta yeni bir bitki olugur (Onder,1985). 7

2.9.Bitki Hormonlar:

Bitkilerin biiyiime ve gelismesinde rol oynayan en onemli i¢ faktorler - bitki
hormonlandir. Bitki biiylime hormonlan, bitki icersinde taginma 6zelligine sahip olup, gittigi
doku ve organlarda biiyiimeyle farklilasmaya neden olur. Bunlar ¢ok az yogunluklarda bile
etkilerini gosterebilme zelliginde olup, bitkilerin fizyolojik etkinlerini kontrol etmektedir.

Biilyiime ve gelismeyi diizene soktuklari i¢in “bitylime regiilatorleri” olarak adlandirihir.
2.9.1. Bityiimeyi Tesvik Edici Hormonlar
2.9.1.1. TAA (Indol Asetik Asit)

Oksinler, Unlii botanik¢i Darwin’in bir yiizy1l 6nceki gozlemleri sonucunda
saptanmustir. Fakat oksini koleoptilden ilk izole eden Went’tir (1926).

Oksin, nispeten daha basit bir bilesik olarak indol-3-asetik asit (IAA) seklinde
tamimlanmistir. Oksin ilk kez kristal halde insan idrarindan elde edilmistir. 1934 yilinda Kogle
ve Haagen Smith tarafindan bulunup, adlandinlmigtir. Mantarlar dahil bir¢ok bitki dokusunda
bu bilesigin ¢ok yaygin oldugu goriilmiis ve kristalize olarak elde dilmistir (100 kg musir
tohumundan 500 mg). Arastirmalar IAA’min bir amino asit olan triptofandan tiireviendigini
kamtlamigtir.

Oksin, genellikle embriyo biiylimesi igin bir engelleyicidir. Datura stramonium
embriyolarinin biiyiimeleri tizerine JAA’nin bir dizi konsantrasyonlarimn etkisinin incelendigi
bir c¢alisma oksinin genel engelleyici etkisine ragmen, ekstrem olarak diisiik
konsantrasyonlardaki uygulamasmmn kék primordiyum biiylimesinin artmasm sagladigim
ortaya koymustur.

Oksinlerin bitkide biiyiimeyi tesvik edici etkisi, bitkilerin en kiiglik birimi olan
hiicreye etkisi ile miimkiindiir. Bir tek hiicrenin biiyiiyebilmesi i¢in , protein sentezinin
artmasi , geperin gevsemesi ve hiicrenin su almasi gerekir. IAA ise bu li¢ olay: da tegvik eder

ozelliktedir. Bu ozellifine bagli olarak IAA hiicrenin osmotik  degerini yiikseltir,

" B.A.Ekmekgi, Biyoteknoloji Ders Notlari, A.U.Yaymnlar1,1995, s.58
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permeabiliteyi arttirir ve geper basincim azaltir. Ayrica kambiyal aktiviteyi, odun dokusunun
olusumunu , meyve biiytimesini tesvik eder ve partenokarpik meyve olusumuna neden olur.
Yaprak ve meyve absisyonuna ket vurur. Ayrica lateral tomurcuk gelisimini dnler. Solunumu
hizlandirir. JAA etkisinde kreps gemberinin etkinligi artar . Dolayisiyla enerji fazlaligina

neden olur. Ayrica gigeklenmeyi de arttinir. Sekil 1°de IAA’nin formiilii verilmistir.

( I——TCH ~ COOH

\.

Indul-3-aselih, asit

Sekil 1: Indol-3-asetik asit (TAA)

2.9.1.2. Kinetin

1956’da kesfedilmistir. Bu madde hindistan cevizi (cocos nucifera) meyvesinin sivi
besi dokusu ya da hindistan cevizi siitiidiir. Sitokininler iginde en Onemlisi kinetindir(K).
Sitokininlerin en dnemli 6zellizi de DNA’dan sentetik olarak elde edilmeleridir. Kinetin
biiytimede hiicre uzamasini, gelismesini ve boliinmesini kontrol eder.

Sitokininler genellikle alkali zelliktedir. Kinetinin yapis1 6-furfuril aminopurin olup,
bir purin halkasi tagir. Biiyiime iizerine kinetinlerin etkisi IAA ile beraber uygulandiginda ¢ok
daha belirgin hale gelir. Sitokininlerin apikal dominansi, yaprak yiizeyi ¢igeklenme ve polarite
gibi fizyolojik olaylara etkinligi de arastinlmistir. Kinetinin apikal dominansiyi ¢oziicii
6zellikte oldugu ve ciceklenmeyi tegvik ettigi bir¢ok deneyle kanitlanmigtir.

Kinetin bir sentetik sitokinindir. Bitkide dogal olarak meydana gelmez. Dogal
sitokininlere 6rmek olarak musirdaki zeatin verilebilir. Sitokinin grubu bitki hormonlar, geng
bitki embriyolarinda ve dokularinda kesfedilmigtir. Oksin bilylimede tek basma degil,
sitokininle birlikte etkilidir.

Sitokininlerin hiicre boliinmesine etkilerini gostermek amaciyla sonbaharda yaslanmig
artik dokiilmeye yiiz tutan yapraklar alinarak, bunlardan kurslar ¢ikartilir . Bu kurslar, iginde
kinetin bulunan bir kaba birakilirsa, bir siire sonra iyice farklilasmis ve Kklorofillerini
kaybetmis hiicrelerin tekrar béliinebilirlik ve klorofil 6zelliklerinin geri geldigi saptanabilir.

Sekil 2’de kinetinin formiilii verilmistir.
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Sekil 2: Kinetin
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3. MATERYAL ve METOTLAR
3.1.Materyal
3.1.2. Capparis ovata (Kebere, Kapari) Bitkisinin Genel Ozellikleri

Bu ¢aligmada ele ahnaﬁ materyal Capparaceae familyasindan Capparis ovata (kapari)
dir. Aragtirma bitkisi ¢ok yillik, yayilici, siiriiniicii, ¢calimsi, zengin dalli, giiglii ve geriye
dogru kivrik dikenli, odunsu bir bitkidir. Yapraklar almasik, darca, dikdértgensi- eliptik , tist
kismu dikenli , ucu genelde sivridir. Cigekler beyaz, bazen acik pembe renkli , canak ve tag
yaprak dort adet, iist ta¢ yaprak uzun ve nektaryumludur. [lkbahar- yaz aylarinda cicek agar,
cicekleri kisa 6miirliidiir. Tohumla tiretilir. Bol giinesli yerlerde ve sicak (1liman) iklimlerde
yetisir. Tagh, kumlu, gecirgen, fakir ve kuru topraklan tercih eder. Az su verilmelidir. Kaya
bahgelerinde, tas duvarlarin iizerinde , ¢ati bahgelerinde, yol kenarlarinda, erozyon kontrol
calismalarinda , genis alanlanin Ortiilmesinde kullamlabilir. Vatani Tirkiye ve Akdeniz
Btilgesi’dir.8

Akdeniz iilkelerinde ilk ¢aglardan bu yana gida ve tedavi amacgh kullamilan kapari
bitkisinden giiniimiizde boya ve kozmetik sanayinde yararlamilmaktadir. Kaparinin
tomurcuklarinda protein, vitamin, mineraller, rutin ve hardal yag: glikosidi vardir. Bu da
kapariyi doyurucu bir besin haline getirmektedir.

Kaparinin koékleri topragin derinliklerine inerek ve toprak altinda yatay bi¢imde
metrelerce yayilarak dolgu toprag: ortebilme 6zelligine sahiptir. Bu sekilde toprak kaybimn
Oniine gegilebilmektedir. Ayrica tarima elverigli olmayan alanlar1 degerlendirmede kapari
ideal bir bitkidir.

Kapari bitkisi yurdumuzun biiyik bir bolimiinde dogal olarak
yetisebilmektedir. Deniz seviyesinden 2000m yiiksekte bile goriilmektedir (Karaman Goéktepe
Beldesi). Kapari bitkisi 6zelligi geregi yaz sicagimin ve giinesin oldufu her yerde
yetisebilmektedir. Mayis- Agustos aylari arasinda yeterli sicag ve giinesi buldugu her yerde
rahatlikla yetismektedir. Karadeniz Bolgesi gibi yiiksek nemli ve bol yagis olan yerleri
sevmez. Fosfor, potasyum ve kalsiyumca zengin kalkerli ve killi topraklar: seven bir bitkidir.
Topraktaki tuz oraninin da yiiksek olmamas: gerekmektedir.

¥ prof.Dr.E.Yiicel, Cigekler ve Yer Ortiiciiler, ETAM Matbaa Tesisleri Eskisehir,2002, 5.86
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Calismada kullanilacak olan Capparis ovata bitkisinin tohumlar internette literatiir
taramasi yapilirken ulagilan GAMEKS firmasindan, yine internet aracilifiyla siparis verilerek
saglanmistir. Resim 1°de Capparis ovata bitkisi gorilmektedir. Resim 2’de bitkinin ¢icegi

goriilmektedir. Resim 3’te de bitkinin farkli kesitleri yer almaktadir.

Resim 1: Capparis ovata bitkisinin genel goriiniimil

Resim 2: Capparis ovata ¢icegi
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3.2. Metotlar
3.2.1. Cimlendirme

Capparis ovata tohumlari ¢imlendirilmek iizere iki ayr1 saksiya ekilmistir. Iki sakstya
da kestane toprag1 konularak , on tane C. ovata embriyosu topragin bir cm. derinine ekilerek,
haftada bir pastor pipetiyle 25 ml. distile su kullanilarak sulanmigtir. Saksilar normal giin
1s18inda , 25 °C ‘de ( oda sicakliinda) dort hafta siireyle gézienmistir.

3.2.1.1. Formik Asit

Capparis ovata tohumlan ekilen iki saksidan biri haftada bir pastor pipetiyle 25ml.
%20’1ik formik asit ¢6zeltisiyle sulanmugtir. 100 ml. saf suya 20 cc. formik asit ilave edilerek
%20’lik formik asit ¢ozeltisi elde edilmistir. Bitkinin su ihtiyac: pastor pipetiyle iki giinde bir
25ml. distile su ile saglanmistir. Dort hafta siireyle gozlem yapilmstir. ‘

3.2.1.2. Salisilik Asit

Capparis ovata tohumlan ekilen diger bir saksiya haftada bir past6r pipetiyle 25ml.
% 20’lik salisilik asit muamelesi yapilmigtir. 100 ml. saf suya 20 gr. salisilik asit ilave
edilerek % 20’lik salisilik asit ¢ozeltisi elde edilmistir. Bitkinin su ihtiyaci pastor pipetiyle iki
giinde bir 25ml. distile su ile saglanmigtir. D6rt hafta siireyle gézlem yapilmistir.

3.2.1.3. Doku Kiiltiirii

Capparis ovata einbriyolan MS besiyerinin farkl: konsantrasyonlarinda (1, 2, 3, 2, 4)

cimlendirilmistir. 4 hafta siireyle gézlem yapilmastir.
3.2.1.3.1.MS Besiyerinin Hazirlanmasi, Alet ve Ekipmanin Sterilizasyonu
Bu embriyo kiiltiirii galigmasinda MS (Murashiage Skoog)(Cizelge 3.2.1.) besi ortam

kullanilmistir. MS besi ortamindaki kimyasal maddelerin Olglimleri hassas terazi ile
yapimustir ve 500 1t’lik erlenmayer igine konulmustur. Erlenmayerin igine 250ml distile su
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ilave edilmistir. Bu islemden sonra erlenmayerin agzi pamukla sikica kapatilip, iizerine
aliminyum folyo samlarak, elle 8 hareketi yapacak sekilde 5 dakika kanstirlmistir.
Kangtirmadan sonra otoklav bandi yapistirilmig, besiyeri otoklavlanmaya hazir hale
getirilmistir. Otoklavin kapag) kapatilmig, 120° C’de ve 1,5 atm basingta 15 dakika
bekletilmistir. Kallus olusumu i¢in MS stok soliisyonuna 1,0 mg/lt KIN (kinetin), bitkinin
boyunun uzamasi ve yapraklarinin gelisimi igin 1,0 mg/lt JAA (indol asetik asit) hormonlari
ilave edilmistir.

Besin ortamlarn sterilizasyonu i¢in standart bir islem olarak otoklavda 15 dakika
boyunca 105 kPa basingta 121 °C’de sterilizasyon yapilmistir. Islem tamamlandiktan sonra
steril kabine alinan besiyeri 40 °C’ye kadar soguduktan sonra 0.45 mm’lik steril filtrelerle
besiyerine ilave edilmigtir. Cuinkii yliksek sicakliklarda hormon ve enzimler 6zelliklerini
kaybeder.

Otoklavlanan materyallerin her tiirlii kontaminasyondan korunmasi igin erlenin agzi
steril pamukla kapatilip, aliiminyum folyo ile sartlmastir.

Cam malzemeler (erlen, beher, petriler) ile pens, bistiiri kuru havali firmlarda 160 °C-
180 °C’de iig saat tutularak steril edilmistir.

Besi ortaminin dokiilecegi petri kaplan aliiminyum folyo ile sarilmis ve 180° C’deki
firinda 3 saat siire ile steril edilmigtir. Aliiminyum folyo kagitlan agilarak steril kabinin igine
birakilmigtir. Otoklavdan ¢ikarilan erlenmayerin oda sicakligina gelinceye kadar sogumasi
beklenmistir. (25° C-30° C) Bu sicakhga diistiikten sonra , steri kabin iginde , bek alevinin
yaninda steril petrilere besiyeri dokiilmiistiir. IAA ve kinetin (0.1 mg) otoklavdan sonra
besiyerinin sicaklid1 40°C ye diisiince besiyerine ilave edilmistir. Clinkii yiiksek sicakliklarda
hormon ve enzimler ozelliklerini kaybeder. Besi ortaminin donmasi ve kontaminasyon
olasilifina karg1 birkag giin beklenilmistir. Cizelge 1’de MS besiyeri ve komple sivi besin

¢Ozeltisi bilesimleri gésterilmigtir.



Cizelge 3.2.1 MS Besiyeri

‘Makro Llementler Tam (/i)
. NHNO; 1650
KNO; 1800
CaCla . 2H0 440
MgSO;.7H,0 370
KH;7P0O, 170
Na;Edta 47.5
[re80..7THO 273
{Mikro Elementler |
FHaBO; 6.2
MDSO4 .4H20 223
ZnS0. .41L0 8.6
K 0.86
Nﬂ2M004 2!—110 0.25
CuS0y4 . 7THL0O 0.025
CoCl, .6H,0O 0.025
Organik Bilcsikler
Sukroz 30000
Agar 10000
Glisin 2
Inasitol 100
Nikotinik asil 0.5
 Pridoksin-H(C1 0.5
' Thiamin-HCI 0.1

Cizclge 3.2.2 Komple S1vi Besin Cazeltisi

Makro Elementler gr/it saf su
CaB[Pg}_]? 0.5
CaSOs 0.5

: M}!_SO.; 0.5

i NaCl 0.5
KNOs 0.5
TFeCly 0.5
iz Elementler ce/lt saf su
NHiMoO. _ 1.0
CuCla 1.0
MnCl, 1.0
Nity H(_)3 1.0
ZnCls 1.0

Cizelge 1. MS Besiyeri
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3.2.1.3.2. Tohumlarm Yiizey Sterilizasyonu ve Embriyolarm izolasyonu

Embriyosu ¢ikarilacak olan Capparis ovata, tohum testalarinin sertliklerine gére 1-2
giin su i¢inde tutulmustur.Yumusamas: saglanmis tohumlar daha sonra steril kabin igine
almmigtir. Steril kabin i¢inde 3 tane beher hazirlanmistir. Birincisine ¢amasir suyu
(hipoklorat), ikincisine %75’lik alkol, tigiinciisiine steril saf su konulmustur. Sterilizasyon
icin tohumlar %0.5 sodyum hipokloritte (%10’luk kloraks ) 2-3 dakika bekletildikten sonra
%75’lik alkolde 2-3 dakika bekletilerek, steril distile su iginde de 2-3 dakika tutulmustur.
Sonra alkollenip, alevden gegirilmis pens ve bistiiri yardimiyla tohum kabugu ve testasi
ayrilmistir, Zarar verilmeden embriyo ¢ikarilmistir. Embriyo steril olarak izole edilip, bekin
yaninda besin ortaminin yilizeyine transfer edilmistir. Bir petriye bu metotla bes embriyo
ekilmistir. Ekim petrinin dort kdsesine ve bir tane ortasina olacak sekilde yapilmigtir. Petri
parafilmle kaplanip, iizerine giiniin tarihi, bitki tiirli, besiyeri ismi yazilip, deftere
kaydedilmigtir. Sonra petriler 25° C’ye ayarli ve 35-40 H nem oram olan iklim dolabina
konulmustur. 2-3 giinde bir gelismeleri kontrol edilmigtir. Govde ve kok degisimleri
kaydedilmis, haftalik olarak fotograflari ¢ekilmigtir.

3.2.1.3.3. Besin Ortaminin Bilesimi

Calismada temel besiyeri olarak en ¢ok kullamlan besi ortamu MS ile ifade edilen
MURASHIGE SKOOG (1962) besiyeri kullamlmistir. Besi ortammin %97’sini  su
olusturmaktadir. Kullanilan su, saf sudur. Farkli konsantrasyonlardaki MS besiyerlerine ilk
gelisimi tegvik etmek igin 0.1 mg/lt kinetin (KIN), siirgiin gelisimi ve yapraklanmayi tegvik
etmek i¢in 0.1 mg/lt indol asetik asit (IAA) eklenmistir.

3.2.1.3.4. Fotoperiyot Uygulamasi

Gerek koklenmeyi tegvik etmek, gerekse kéklenen geng bitkiciklerin adaptasyonu igin
fotoperiyot uygulamas: yapilmistir. Embriyolarin ekiminden sonra 25°C’ deki 24 saatlik
karanlik fotoperiyotta iklim dolabinda tutulan embriyolarin gelismesiyle fotoperiyoda
baslanmustir. Siirgiinleri gelisen ve koklenen bitkicikler 25°C* de 20 W’ lik beyaz floresans
lambalarla aydinlatilmus iklim dolabinda fotoperiyoda tabi tutulmuslardir. Bitkilere iki hafta
siireyle 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik fotoperiyot uygulanmistir.
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Fotoperiyot uygulamasiyla ¢imlenen embriyolar aktarma kabma tasmmuistir. Giinliik

olarak gelisimleri kaydedilmistir.
3.2.1.3.5. Makro Elementlerin Konsantrasyonuna Bagh Stres

Bu ¢alismada C’apparzs ovata bitkisinin tohumlarindan ¢ikarilan embriyolar , farkh
konsantrasyonlardak1 makro elementler iceren MS besi ortamlarina (Y MS, Y2 MS, 1MS,
2MS, 3MS) ekilmistir. Hormon olarak 0,1 mg kinetin ve 0,1 mg IAA kullamlmgtir. Her
petriye 5 adet embriyo ekilmistir. Ug hafta siiresince 25°C’deki iklim dolabinda kiiltiire
edilmistir. Ug¢ hafta sonunda embriyolar kok uzunlufuna , yasayan embriyo sayisina ve

kararmasina gore ayr1 ayr degerlendirilmistir. MS besi ortaminin farklt konsantrasyonlarda

makro elementleri igeren bilegimleri ¢izelge 2’de gosterilmistir.

Cizelge 2: Makro elementleri farkli konsantrasyonlarda iceren MS besi ortamlarinin bilesimleri.

Makro Elementler [ 1/4AMS [12MS| 1MS | 2MS | 3MS | 4MS
(mp/lt)

| NH{NO; 4125 | 825 [ 1650 | 3300 | 4950 | 6600
KNO, 450 000 | 1800 | 3600 | 00 | 7200
CaCl211,0 1 1o 220 440 B30 | 1320 | 1760 |
MgSOTHLO 92,5 183 576 | 740 | 1110 | 1480
KHP0, 42,3 85 170 340 | 510 680
Na:Edta | 9475 [ 1855 | 375 [ 75 12,5 | 150
| FeS047H,0 695 | 139 | 278 | 556 | 834 | 1102

Mikro Elementler

H,B0; : 6.2 6,2 62 | 62 | 62 | 62 |
MnSO.4H0 223 | 233 | 223 | 223 | 223 | 223 |
S04H:0 86 8.6 X 8.6 8.0 8,6
Kl 08 | 08 | 086 | 086 | 086 | 086
‘NaMoO2H,0 025 | 025 | 025 | 035 | 025 | 0725
CusO 70 | 0025 | 0025 | 0025 | 0025 | 0,025 | 0025
CoCL6H,O 0,025 | 0025 | 0025 | 0025 | 0025 | 0035

Orpaunik Bilcsiklcr o N
| Sucrose 30000 ] 30000 | 30000 | 30000 | 30000 | 30000
Agar 10000 | 10000 | 10000 | 10000 | 10000 | (0000
Glvcines 2 2 2 2 2 2
Dosiol R 100 100 | 100 | 100 | 100 |
Nikotinik gait o5 | os 05 | 635 | o5 | 05
Pridoksin-HCI_ 0,5 05 | 05 05 | o5 | 05 |
Thiamin-1C1 ol ol | ol 0,1 o1 | 01 |
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3.2.2. Stres Fizyolojisi Calismalar:

3.2.2.1. Tuz Stresi

Cimlenen Capparis Ovata bitkisiyle tuz stresi ¢aligilmistir. Cimlenen embriyolara
ayr1 ayri saksilarda %0, %1, %2, %3, %4 NaCl uygulanmistir. Iki giinde bir 25ml.’lik pastor
pipetiyle sulanmugtir. Dort hafta boyuncalbitkinin gelisimi g6zlenmistir.
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4. BULGULAR

Resim 4: C ovata embriyolarinin formik asit uygulamasinin 1.haftas:.

Resim 5: C ovata embriyolarinin formik asit uygulamasinin 2.haftasi.
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Resim 8:C ovata embriyolarinin salisilik asit uygulamasmm 1.haftas.

4 haftalik gézlenilerin sonucunda, salisilik asit ilavesiyle desteklenen saksilarda
¢imlenme olmadig) goriilmiigtiir (Resim 8). Aym siirede g6zlemlenen formik asit muameleli
saksilarda embriyolar ¢imlenmistir. Birinci hafta sonunda ¢imlenen bitkinin boyu 0.4 cm
(Resim 4), ikinci hafta sonunda 0.6 cm (Resim 5) , iigiincii hafta sonunda 0.9 cm (Resim 6),
dordiincii hafta sonunda 1.1 cm (Resim 7) olarak 6lgiilmiistiir. Ikinci haftadan itibaren bitki

yapraklanmaya baslamig, dordiincii haftanin sonunda ise iki yaprakli olarak gelismistir.

Hafta 1 2 3 4
Salisilik Asit 0 0 0 0
Formik Asit 10 10 10 10

Doku Kiiltiirii 5 5 5 5

Cizelge 3: 4 hafta sonunda ¢imlenen embriyo sayisi.
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Cimlenen Embriyo Sayisi

12
o
2 101
n .
Eg 8 3 Salisilik Asit
£ > 6 B Formik Asit
c? 4 O Doku Killtiirii
E 2
O
0 : . 0
1 2 3 4
Hafta

Grafik 1: 4 hafta sonunda ¢imlenen embriyo sayisi.

Cimlenen embriyolar tuz stresi incelemesini yapmak lizere 5 farkli saksiya
aktarilmustir. Her saksiya beser tane ¢imlendirilmis embriyo tagmmugtir. Birinci saks1 %0,
ikinci saks1 %1, Ugiincii saks: %2, dordiincii saks1 %3 ve besinci saks1 %4 NaCl ¢ozeltisiyle
iki giinde bir sulanmugtir.

Daort hafta boyunca bitkideki boy uzamasi, yaprak sayisinin artmasi-azalmasi, yaprak
ayasiun geniglemesi yonlerinden bitki takip edilmigtir. Cimlenmenin ilerlemesi, bitkinin
boyca biiyiimesi, yaprak sayisimn artmasi en fazla %0’lik NaCl uygulamasinda gézlenmistir.
Yiizde oram arttik¢a bitki biiylime ve gelismesinin azaldifs kaydedilmisgtir.



Resim 9: C ovata embriyolarinin %0 NaCl uygulamasinin 1.haftas:.

Resim 10: C ovata embriyolarinin %0 NaCl uygulamasinin 2.haftasi.

150

(98



Resim 11: C ovata embriyolarinin %0 NaCl uygulamasinin 3 haftasi.

Resim 12: C ovata embriyolarinin %0 NaCl uygulamasmin 4.haftasi.
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%20’lik formik asit ¢ozeltisiyle 4 hafta sonunda ¢imlenen Capparis ovata bitkisinin
boyu %0 NaCl uygulamasiun 1. haftast sonunda 2.2 cm (Resim 9), 2. haftasinin sonunda 4.3
cm (Resim 10),3. haftasinin sonunda 7.6 cm (Resim 11), 4. haftasinin sonunda 12.7 cm
(Resim 12) olarak 6l¢iilmiistiir | .

%0’1ik NaCl uygulamasiyla bitkide 1. hafta sonunda 3 tane olan yaprak sayis1 2., 3., 4.

haftalarda 7 olarak sabit kalmis, biiylime ve boy olarak uzama gozlenmistir.

Resim 13: C ovata embriyolarinin %1 NaCl uygulamasinn.haftas:.



Resim 14: C ovata embriyolarinin %! NaCl uygulamasinin2.haftasi.

Resim 15: C ovata embriyolarinin %! NaCl uygulamasinin3.haftas:.
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Resim 16: C ovata embriyolarimn %1 NaCl uygulamasinmn 4.haftasi.

%1°lik NaCl uygulamastyla 1. hafta sonunda bitki 1.7 cm (Resim 13), 2. hafta
sonunda 3 cm (Resim 14) , 3. hafta sonunda 4.2 cm (Resim 15), 4. hafta sonunda 4.5 cm
(Resim 16) olmustur.

%1’lik NaCl uygulamasiyla bitkide 1. hafta sonunda 3 tane olan yaprak sayis1 2., 3., 4.
haftalarda 6 olarak sabit kalmis, yaprak ayasinda biiylime gozlenmistir.



Resim 17: C ovata embriyolarinin %2 NaCl uygulamasinin [.haftas:.

Resim 18: C ovata embriyolarmn %2 NaCl uygulamasinin 2.haftas:.
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Resim 19: C ovata embriyolarinm %2 NaCl uygulamasinin 3.haftasi.

Resim 20: C ovata embriyolarinin %2 NaCl uygulamasimn 4.haftas.
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%2’lik NaCl uygulamasiyla bitki 1. hafta sonunda 1.7 cm (Resim 17) , 2. hafta
sonunda 2.7 cm (Resim 18) , 3. hafta sonunda 3.5 cm (Resim 19) , 4. hafta sonunda 4 cm
(Resim 20) olmusgtur.

%2’lik NaCl uygulamasiyla bitkide 1. hafta sonunda 3 tane olan yaprak sayis1 2., 3.,
4. haftalarda 6 olarak sabit kalmistir. Yapraklarda sararmalar g6zlenmistir. Yaprak ayasinda

bariz bir biiylime kaydedilmemistir.

Resim 21: C ovata embriyolarinin %3 NaCl uygulamasimn 1.haftasi



Resim 22: C ovata embriyolarinin %3 NaCl uygulamasinin 2.haftas

Resim 23: C ovata embriyolarimmn %3 NaCl uygulamasmin 3.haftasi

41
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Resim 24: C ovata embriyolarinin %3 NaCl uygulamasinin 4.haftas:

%3’lik NaCl uygulamastyla bitki 1. hafta sonunda 1.5 cm (Resim 21) , 2. hafta
sonunda 2.5 cm (Resim 22) , 3. hafta sonunda 3 cm (Resim 23) , 4. hafta sonunda 3 cm
(Resim 24) olmustur.

%3’liik NaCl uygulamasiyla bitkide 1. hafta sonunda 2 tane olan yaprak sayis: 2.hafta
sonunda 6 olarak kaydedilmistir. 3. ve 4. haftalarda yaprak sayis1 5’e diismiistiir. Yapraklarda

sararma artmigtir. Yaprak ayasinda biiyiime olmamugtir.



Resim 26: C ovata embriyolarmm %4 NaCl uygulamasinin 2.haftasi
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Resim 27: C ovata embriyolarinin %4 NaCl uygulamasmin 3.haftas:

%4’lik NaCl uygulamasiyla bitki 1. hafta sonunda 1.3 cm (Resim 25) , 2. hafta
sonunda 1.5 cm (Resim 26) , 3. hafta sonunda 1.5 cm (Resim 27) olmustur. 4. hafta sonunda
ise bitkinin kuruyup, 6ldiigii gdzlenmistir.

%4’liik NaCl uygulamasiyla bitkide 1. hafta sonunda 2 tane olan yaprak sayist 2.hafta
sonunda 3, 3. hafta sonunda 4 olarak artmistir. 4. hafta sonunda yapraklar sararmis ve

bitkinin kurudugu gézlenmistir.

Cizelge 4: Farkli NaCl konsantrasyonlarindaki bitkinin 4 hafta sonundaki boy uzunluklar1 . (cm)

1 2 3 4
0% 2,2 4,3 7,6 12,7
1% 1,7 3 4,2 4,5
2% 1,7 2,7 3,5 4
3% 1,5 2,5 3 3
4% 1,3 1,5 1,5 0




Capparis ovata Bitkisinde Boy
Uzamasi
15 —
12 oEN
ST B %0 NaCl
€ 9 O S B %1 NaCl
< & [1%2 NaCl
@ 6 AT - [1%3 NaCl
{8 B %4 NaCl
§H  S—
1 2 3 4
Hafta

Grafik 2: Farkli NaCl konsantrasyonlarindaki bitkinin 4 hafta sonundaki boy uzunluklar: . (cm)

Cizelge 5: Farkli NaCl konsantrasyonlarmdaki bitkinin 4 hafta sonundaki maximum yaprak sayist.

1 2 3 4
0% 3 7 7 7
1% 3 6 6 6
2% 3 6 6 6
3% 2 6 5 5
4% 2 3 4 0
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Capparis ovata‘da Max. Yaprak Sayisi

8
_ 7 B
X :
Q4 1 %0 NaCl
S 3. %1 NaCl
& 2- [0%2 NaCl
11 0%3 NaCl
0 - B %4 NaCl
1 2 3 4
Hafta

Grafik 3: Farkli NaCl konsantrasyonlarindaki bitkinin 4 hafta sonundaki maximum yaprak sayisi.

Resim 28: / MS besi yerine ekilen (KIN + I44) C. Ovata embriyolari.Skala 1cm)
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Resim 30: 3 MS besi yerine ekilen embriyolarin goriniimii

Anzcole Univeroiss

Vierte




Resim 31: Y2 MS besi yerine ekilen embriyolarin goriiniimii

Resim 32: Y% MS besi yerine ekilen embriyolarin gériiniimii

Bu inkiibasyonu takip eden 1 hafta sonunda gelisim oldugu gériilmiistiir. Ilk giinii
takiben koklerin gelismeye basladigi, kotiledonlarin da bunu takiben gelistikleri gbzlenmistir.
Bu gb6zlemi takiben 2 giin sonra 2, 3, 2 MS besiyerlerindeki embriyolarda

kontaminasyon gelistigi gozlenmigtir.



Resim 33: 1 MS besi yerinde gelisen embriyolarin 1 hafta sonundaki goriiniimii

Resim 34: % MS besi yerinde gelisen embriyolarin 1 hafta sonundaki goriniimii
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MS besiyerinde hormon ilavesiyle kék gelisimleri devam eden embriyolar 2-3 hafta
takip edilmislerdir. Sadece 1 MS besiyerindeki embriyolarm kok uzamalarimn arttid

g6zlenmistir,

Resim 36: Gelisme kabina aktarian 1 MS besi yerinde gelisen embriyolar.



Resim 37: Farkli bir 1 MS besi yerinden aktarilan embriyolar.

Resim 38: 4.

hafta baslangicinda 1 MS den aktarilan embriyolar.
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Doku kiiltiiriiyle

tohumlarindan ¢ikarilan embriyolar

ilgii olan c¢alismada Capparis ovata (kapari) bitkisinin
in-vitro kosullarda MS besiyerinde KIN ve IAA igeren
petrilere ekilmigtir. Farkli makro element konsantrasyonlarinin embriyo geligsimi iizerinde
olusturdugu stres incelenmistir.

En iyi kok gelisimi 3. hafta sonunda 1 MS besiyerinde goriilmiistiir. Diger tiim MS
kuvvetlerinde kok olusumu gozlenememistir. 1. hafta sonunda 3 MS besiyerindeki
embriyolardan beginde, 2 MS besiyerindeki embriyolarin ikisinde, 1 MS de bir tane, ¥ ’te ii¢
tane, ¥4 MS’te iki tane kararma baslamistir.(Her MS konsantrasyonu igin 5 petriye beser
embriyodan toplam 25 embriyo ekilmistir.) 2. hafta sonunda toplamda 1 MS’te ii¢, 2MS’te
onbes, 3MS’te oniig, 2 MS’te oniki, ¥4 MS’te on embriyoda kararma gozlenmistir. 3. haftada
1 MS’te , 2 MS’te iki, 3 MS’te iki, % MS’te bir, ¥4 MS’te

goriilmiistiir. 3. hafta sonunda 1 MS disindaki tiim besiyerlerindeki kapari embriyolarinin

iki embriyoda kararma

tamaminda kararma meydana gelmistir. Bunun neticesinde bu embriyolarda hi¢ kék gelisimi
olmanmugtir.

Ugiincii hafta sonunda 1 MS besiyerinde gelisen Capparis ovata embriyolarindan
gelisme kabina aktarim lyapﬂnu@tlr. Bunu takiben govde uzunluklanmn 2-3 cm oldugu
gozlenmistir. Bir aktarma kabinda da bitki 2 yaprakg¢ik stirmiistiir. Ama sonug olarak 1 MS
besiyerinin Capparis ovata bitkisinin ¢imlenmesi igin uygun makro elementleri igerdigi

gOriilmiistiir.

Cizelge 6: Farkli MS besi yerlerindeki C.ovata’ da yasayan embriyo sayist

I1MS | 2MS | 3MS | 12MS | 1/4 MS
1.Hafta 24 23 20 22 23
2.Hafta 23 10 12 10 14
3.Hafta 22 0 0 0 0




YASAYAN EMBRIYO SAYISI

2MS

1.Hafta

3MS

12MS 1/4MS

m 2.Hafta
[0 3.Hafta

Grafik 4: : Farklh MS besi yerlerindeki C.ovata’ da yasayan embriyo sayisi.

Cizelge 7: Farkhh MS konsantrasyonlarinda besi yerindeki C.ovata’ da kararan embriyo sayisi

1 MS 2MS 3MS | 12MS | 1/4 MS
1.Hafta 1 2 5 3 2
2.Hafta 2 13 13 12 10
3.Hafta 25 25 25 25
TOPLAM KARARMA
30 :
25 =
20 5 |E 1.Hafta
15 -| | W2.Hafta
10 E | 13 Hafta
5 :
0 == —jocin [ ioem TG |
1MS 2MS 3MS  12MS 1/4MS
Grafik 5: Farkli MS besi yerlerinde yetigen bitkideki toplam kararma.
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5. Tartisma

Bitkinin tohumundaki mantanms! zar c¢imlenme giicligiine sebep olmaktadir. Bu,
dogada karincalar tarafindan ¢éziimlenmektedir. Karinca tohumu tasirken, salgiladigi karinca
asidi ile bitkinin ¢imlenme problemini ortadan kaldirmaktadir. Agaglandirma ve Erozyon
Kontrolii Genel Mudiirliigii verilerine gére kaparinin erozyon kontrolii ve ihrag {iriinii olarak
toplu ekimlerinde formik asit ve salisilik asit ile ¢cimlendirilme yapilmasimin daha iyi sonug
verdigi saptanmustir’

Bu c¢alismayla formik asit uygulamasiyla bitki dort haftada ¢imlendirilmistir. Salisilik
asit uygulamasiyla beklenen sonug elde edilememistir.

Kapari tohumlarinda yapilacak olan zimparalama, delme, katlama, 6n tsiitme ve
kimyasal maddeler ile muamele gibi ¢imlenmeyi arttirici birtakim uygulamalaria dormansinin
kirilmasi ve sert tohum kabugundan kaynaklanan ¢imlenme engelinin kaldirilmas: suretiyle
bagsari arttirilabilmektedir.

Ettiger ve Preece Rhododendron, siirgiin ucu kiiltiirtinde koyu renkli bir salginin besin
ortamina niifuz ettigini belirtmislerdir. Bu salgilama explant gelismesine ve canliligin devam
etmesine izin vermemistir. Lyod ve McCown, Kkalmila latifolia L.’nin siirgiin uglarindaki
doku Kkiiltiirlerinde doku 6liimii ve salgilama olayinin goriildiigiinii rapor etmislerdir. 1 MS
besiyerindeki embriyolaﬁn fazla kararmamasinin nedeninin, tohumlardan embriyolarin
¢ikartilmasi ve besiyerine transferi sirasinda olusan yaralanmalar sonrasmda okside olan
polifenoller olabilecegi disiiniilmektedir. Bitkilerin g¢ogu fenolik bilesikler bakimindan
zengindir ve bu maddeler engelleyici maddelerdir. Bu engelleyiciler, bitkilerde ciicelesme ve
fitotoksik etkilere sahiptir.

Biiriin ve Korkmaz (1999), olgun arpa embriyolarimn kiiltiiriinde MS, 1/2MS,
Randolph and Cox(RC) ve Bs ortamlarmi kullanmis ve embriyodan bitkicik gelisim
yiizdelerine gére RC(%92.1), MS(%91.3), 1/2MS(%87.7) ve Bs(%85.7) ortamlar olarak
stralanmugtur. '’ '

1 MS besiyerindeki makro elementlerin normal makro elementleri igermesinden
dolayr en iyi gelisim saglanmigtir. Bunun yamnda besin maddelerinin eksikliginde ve
fazlaliginda ise embriyolarin strese girdigi saptanmugtir. %2 ve % MS besiyerlerinde besin
elementleri eksik oldugu igin bitkinin hiicresel yapist bozulmakta, bu eksiklik organellerin

normal morfolojik goriiniimlerini kaybetmelerine neden olarak, bunlarin metabolik iglevlerini

? Kapari, T.C. Orman Bakanh1 Agaglandirma ve Erozyon Kontrolii Genel Miidiirliigii, A.G.M. Yaymlari, 1997
M. Babaoglu-E. Giirel-S. Ozcan, Bitki Biyoteknolojisi, S.U. Vakf1 Y., 2002, 5.326
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engellemektedir. Bitki igin esas elementlerden biri olan azot, protein molekiiliiniin yapitagini
olusturmaktadir. Ayrica protein sentezi i¢in gerekli olan RNA ve DNA’y1 olusturan piirin ve
primidinlerin yapisinda bulunur. Eksikliginde protein sentezi engellenecegi icin hiicre
bitylimesi ve béliinmesi azalir. Besiyerindeki azotun azalmasi, fenolik bilesiklerin iiretiminde
artisa yol acar. Fosfor, hiicre miktarinda artis saglar ve fosfat miktar arttik¢a biyomas verimi
artar. Fosfatin biiyiimeyi smurlandirict bir faktér olarak hiicre kiiltiirlerinin baslangicinda
digiik miktarda yer almasi, genelde metabolit iiretimini arttirmakta, biiylimeyi ise
baskilamaktadir.

Bitkinin yetigebilmesi i¢in en ideal sartlarin saglandigi embriyo kiiltiirii teknigi ile
IMS besiyerinde bitkiler ¢imlendirilmistir. Fakat aktarma kabinda bitkilerin gelisemedikleri
gozlenmistir.

Tuzlu topraklarda artan osmotik potansiyelden dolayi, bitkilerin suyu yeteri kadar
kullanamamas1 yada ortamda asiri miktarda bulunan Na ve Cl’nin neden oldugu toksik
etkiden dolay: iiriinde azalma olmaktadir. Tuz stresinde bitkilerde asin miktarlarda biriken
Na, potasyumun alimini, Cl ise 6zellikle NO3 alimini engelleyerek, bitkilerde iyon dengesinde
bozulmalara neden olabilmektedir.

Yapilan bir galigma sonucunda, nohut gesitlerinin tuza bagli olarak, kuru agirliginda
meydana gelen azalma, yetistirme ortaminin osmotik basmcinin tuzdan dolay: artmasiyla su
yarayishihiginin azalmast ve buna bagh olarak azalan transpirasyon ve bitkilerin iyon
dengesindeki bozulmalardan ileri gelmesiyle agiklanabilir.'!

Celtik ve bugday cesitlerinde tuzluluga bagl olarak bitki kuru agirlifinda meydana
gelen azalmaya, Bernstein tarafindan bildirildigi gibi tuzlu kosullarda, yetisme ortaminn
osmotik basincimn tuzdan dolay: artmasiyla suyun yarayigliiginin azalmasi, ayrica Lewitt
tarafindan bildirildigi gibi bitkilerin iyon dengesindeki bozulmalarin sebep oldugunu
s6ylemek miimkiindiir.

Tuzlu kosullarda bugday ve geltik bitkilerinin gerek gelismeleri ve gerekse mineral
madde igerikleri bakimindan aralarinda 6nemli farkliliklarin oldugunu, gelisimin sadece
suyun bitkiler tarafindan yeteri kadar kullanilmamasinin yaninda , iyon alim ve 6zellikle de

iyon dengesindeki bozulmalar tarafindan da simirlanabilecegini sdylemek miimkiindiir. 12

'Y Ozcan-M.A.Turan-0.Kog¢-Y.Cikilli-S. Taban, Tuz Stresinde Bazi Nohut (Cicer aietinum L.cvs.) Cesitlerinin
Gelisimi ve Prolin, Sodyum, Klor,Fosfor ve Potasyum Konsantrasyonlarindaki Degisimler, Tiibitak

1z M.Alpas]an-A.Giines-S.Taban‘-I.Erdal-C.Tarakgloglu,Tuz Stresinde Celtik ve Bugday Cesitlerinin
Kalsiyum,Fosfor,Demir,Bakir,Cinko,ve Mangan Igeriklerinde Degismeler, Tiibitak.
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Formik asit uygulamasiyla ¢imlenen bitkiye tuz stresi uygulamasi yapilmigtir. En
disiik tuz konsantrasyonunda bitki normal gelisimini gosterirken, tuz konsantrasyonunun
artmasiyla birlikte bitki gelisiminin de geriledigi gortilmiisttir.

Kaparinin tuzlu ve drenajli bozuk topraklar disinda kiregli, organik maddece fakir ve
s1§ topraklarda bile yetistigi, Agaclandirma ve Erozyon Kontrolii Genel Miidiirliigii tarafindan
saptanmustir(Bilecik-Sanliurfa 1996) 3

** Kapari, T.C. Orman Bakanhi1 Agaglandirma ve Erozyon Kontrolii Genel Miidiirligii, A.G.M. Yaymnlari, 1997
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