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Gomphrena globosa L. (Hanım Düğmesi)'NiN iN ViTRO ŞARTLARDA

EMBRiYO KÜLTÜRÜ iLE ÜRETiMi

Banu Aytül ASLANARGUN1, Güneş BAYRAKTAR2

ÖZ
Bu çalışmada Gomphrena globosa L. (Hanım Düğmesi) bitkisinin tohumları üzerinde bitki doku kültürü çalış­

malarından, embriyo kültürü tekniği uygulanarak kısa sürede bol ve kaliteli bitkiler elde edilmiştir. Steril şartlarda

tohumlardan çıkarıl~n embriyolar in-vitro koşullarda iyi sonuçlar verıniştir.

Bitkimizin embriyolarının ilk gelişimi için Kinetin (KIN) (L.O mg/lt) içeren MS besin ortamında, vejetatif ge­
lişme için İndol Asetik Asit (IAA) (L.O mg/It) içeren Murashige & Skoog (MS) besin ortamında 8 gün gibi kısa bir
süre de sağlıklı kök ve gövdeleri olan bitkilerin oluştuğu görülmüştür. Bir ay sonra da saksılara aktarılmıştır.

Anahtar Kelimeler: Gomphrena globosa, Embriyo Kültürü, Tohum.

IN-VITRO REGENERATION OF Gomphrena globosa L. BY EMBRYO CULTURE

AB5TRACT
In this study, plentiful and qualified plants have been acquired in the short time by the study of plant tis-sue

culture on the seeds of the plant of Gomphrena globosa by applying the technique of embryo culture. In sterile con­
ditions, embryos taken out from the seeds have been given good results in in-vitro conditions.

It has been seen that the plants of Gomphrena globosa's embryos in Murashıge & Skoog (MS) medium which
includes Kinetin (KIN) (L.Omg/lt) for the first growth and in MS medium which includes Indol Acetic Acid (IAA)
(I.Omg/lt) for the vegetative growth have been transforıned into the plants which have healthy root and stern in the
short time as eight days. After a month they have been transferred into the pots.
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1. GiRiş
Günümüzde besin ihtiyacının artması, orınanların

azalması, süs bitkilerine olan ilginin artması, bu konu­
daki bitki doku kültürü çalışmalarını da aynı oranda
arttırmıştır. Daha önce yapılmış olan embriyo kültürü
çalışmaları incelenmiştir.

Alman botanikçi Haberlant' ın 1902 yılında ilk
kezortaya attığı in-vitro kültür olgusundan yaklaşık 30
yıl sonra doku kültürü tekniği ile ilk bitki White (1932)
tarafından elde edilmiştir (Morel, 1963).

Doku kültürii tekniğinin ilk uygulandığı çalışma

orkidelerin meristern kültürü tekniği ile çoğaltılması

olmuştur (Morel, 1960).

1952 yılında Capsella bursa-pastoris bitkisini
embriyo kültürü tekniği ile in-vitro şartlarda üretilmiş­

tir (Risuen , 1952).

1988 yılında Zea mays'ın somatik embriyolarının

ve kalluslarının da in-vitro üretimi yapılmıştır (Fransz,
1988).

1993 yılında muzda triploid erkek çiçeklerde sıvı

besiyeri kullanılarak embriyo kültür çalışmaları yapıl­

mıştır (Escalant, 1994).

1997 yılında kauçuk ağacında, 1998 yılında kahve­
de ve patates bitkilerinde sıcaklık denemeleri embriyo
kültürü ile in-vitro şartlarda yapılmıştır (Etienne, 1997),
(Teisson ve Alvard, 1998). 1998 yılında gül embriyo
kültürü tekniği ile üretilmiştir (Snellenberger, 1998).
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Doku kültürü tekniği ile kısa sürede bol ve kaliteli
ürün elde etmek mümkündür. Ayrıca virüssüz bitki ye­
tiştirmek, uzun süreli muhafaza ve ulaşım kolaylığı,

tarla enfeksiyonlarından ve don, dolu gibi benzeri çev­
re koşullarının olumsuzluğundan etkilenmeyen bitki
üretebilmek gibi avantajlan vardır (White, 1932). Biz­
de ekonomik olarak daha sonra yararlanılabilecek bir
biyoteknolojik çalışma yapmaya karar verdik.

Bunları gözönüne alarak bu çalışmada süs bitkile­
rine, aynı zamanda doğada yabani çiçeklere olan ilginin
artması nedeniyle in-vivo şartlarda daha uzun sürede,
daha sağlıksız olarak gelişen Gomphrena globosa bitki­
si in-vitro şartlarda embriyo kültür tekniği ile hızlı ve
sağlıklı elde edilmeye çalışılmıştır.Bu bitki tüm dünya­
da süs bitkisi olarak kullanılmaktadır.

2.MATERYAL VE METODLAR

2.1.Materyal

Araştırma materyalimiz vatanı tropik Amerika
olan, tüm dünyada süs bitkisi olarak kullanılan Arna­
ranthaceae (HIYU) familyasından, Hanım Düğmesi

(Gomphrena globosa) tohumu Anadolu Üniversitesi se­
rasından 1999 senesinde temin edildi.

2.2.Metodlar

2.2.1.Embriyoların Çıkarılması ve Ekilmesi

Embriyosu çıkarılacak tohumlar testalarının sert­
liklerine göre 1-2 gün suda bırakıldı. Yumuşaması sağ­

lanan tohumlar steril kabin içine alındı. Steril kabin
içinde 3 beher hazırlandı. Bir tanesine % 0.3-0.6' lık Na
veya Ca hipoklorat (çamaşır suyu), ikincisine %75' lik
alkol ve en sonuncusuna steril saf su kondu. Bu 3 behe­
re tohumlar sırası ile çamaşır suyunda i dk., %75' lik
alkolde 1 dk., en son olarak steril saf suda 1 dk. bekle­
tildi. Sonra stereo binoküler altında alkollenip alevden
geçirilmiş pens ve bistürüler yardımı ile tohum kabuğu

ve endosperması ayrıldı. Zarar verilmeden embriyo çı­

karıldı. Bek yanında petriye ekiidi. Petriye yeteri kadar
embriyo ekilince petri parafilm ile kapatıldı. Sonra
25°C' deki iklim dolabına kondu.

2.2.2.Besin Ortamlarının Hazırlanması

Çalışmada temel besiyeri olarak MS besiyeri kul­
lanıldı. Besin ortamına; ilk gelişimi teşvik etmek için
1.0mg/lt KIN, sürgün gelişimi ve yapraklanmayı teşvik

etmek için i .Omg/lt IAA eklendi.

Besin ortamlarının sterilizasyonu; otoklavda
l20°C' de ve 15 Lb altında 15 dk. süre bekletilerek ger­
çekleştirildi.

Besin ortamlarına katılan hormonlar (KIN, lAA)
ise otoklavlanmadan ötürü özelliklerini yitirecekleri
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ıçın diğer besin elementleri otoklavlandıktan ve iSi

400C' ye düştükten sonra besin ortamına ilave edildiler.

Besin ortamlarının döktileceği petriler (70-90mm),
cam kavanozlarda sterilizatör' de 120°C'de 2 saat süre
ile steril edildiler.

2.2.3.Fotoperiyot Uygulaması

Sürgünleri gelişen ve köklenen bitkicikler 25°C Sl­

caklıkda 20W' lık 3 beyaz floresans lambalarla aydınla­

tıIan iklim dolabında fotoperiyota tabi tutuldular. Bitki­
ciklere 2 hafta süre ile 12 saat ışık, 12 saat karanlık fo­
toperiyod uygulandı.

2.2.4.Genç Bitkiciklerin Saksılara Alınması

Yeteri kadar gelişen ve köklenen bitkiciklerin her­
biri 8-lOcm. çapında toprak saksılara aktarıldı. Ancak
bitkiler aktarılmadan önce saksı ve içine konulacak top­
rak 120°C' de 2 saat süre ile sterilizatörde sterilize edil­
diler. Toprak ince kum ile perlit (1: 1) karışımı olarak
hazırlandı. Saksılara aktarılan bitkicikler komple besin
çözeltisi ile sulandırıldılar.

3. BULGULAR

Tohumlardan steril şartlarda çıkarılan embriyolar
MS temel besiyerine ekilip 2-3 günde kök ve yaprak ge­
lişimi gösterdikleri saptanmıştır (ŞekiII, 2, 3).

MS besiyerinde köklenen ve yaprak gelişimi de­
vam eden eksplantlar IAA (I .Omg/lt) ve KIN
(l.Omg/lt)' lı içeren MS besiyeri olan kavanozlara akta­
rımı yapıldı (Şekil 4).

Kavanozlara aktarılan bitkicikler hızlı ve iyi bir
gelişme gösterdiler. Dört gün içinde boyca uzama, kök­
lenme ve yaprak sayısında artma gözlendi (Şekil 5).

Kavanozlara aktarma işleminde IAA uygulanan
(Şekil 6) ve IAA+KIN uygulanan (Şekil 7) kavanoz­
lar karşılaştırıldığında IAA içeren besiyerindeki fideler­
de daha hızlı ve çabuk bir gelişim gözlenmiş; bunun ya­
nında hızlı ve güçlü bir köklenme görülmüştür.

iklim dolabında gelişme gösteren bitkiçiklerin ka­
vanozda ve saksıdaki görünümü (Şekil 8).

Kavanozdaki bitkiçiklerde iyi bir vegetatif gelişme

sağlanması sonucu 4 hafta sonunda kum ve perlit (I: i)
karışımı bulunan saksılara alınmışlardır. Saksılara steri­
lize edilmiş komple sıvı besin çözeltisi verilmiştir

(Şekil 9).

4. SONUÇ VE TARTIŞMA

Bu çalışmada araştırma bitkisi Gamphrena globo­
sa'nın in-vitro koşullarda kısa zamanda iyi ve sağlıklı

sonuçlar verdiği görülmüştür.
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Şekil 1. MS Besiyerine Ekilen Embriyolarm ilk Görünümü.
(Skala: 1cm)

Şekil 2. 1.0 mg/It KIN'1ı MS Besiyer'ine Ekilen Eksplantlarm
1 Gün Sonraki Görünümü. (Skala: 1cm)

Şekil 3. 1.0 mg/It KIN'1ı MS Besiyerme Ekilen Eksplantlarm
2 Gün Sonraki GiirÜnümü. (Skala: lcııı)

Bitkimizin tohumlarından steril şartlarda çıkarılan

embriyolar ilk gelişimlerinde KIN (l.Omg/lt) + MS içe­
renpetrilere ekilmiştir; 2 gün gibi kısa bir sürede kök ve
yaprak oluşumu görülmüştür. Bunun kinetinin hücre
bölünmesine; ilk olarak mitoz, yani kromozomlann
duplikasyonu (eşleşmesi); değişik materyaller (soğan

kökü, tütün özü, tütün yaprakları, bezelye kotiledonları,

vb.) üzerinde yapılan çok sayıda çalışmada kinetinin
önemli oranda DNA oranını arttırması (Akman ve Da-
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Şekil 4. JAA (LO mg/It) ve KIN ( 1.0 mg/It)'1ı MS Besiyerine
6 Gün Sonra AktarılanEksplantlarm Görünümü.
(Skala: Icm)

Şekil 5. IAA (LO mg/It) ve KIN ( 1.0 mg/It)'1ı MS Besiyerine
Aktarrlan Eksplantlarııı4 Gün Sonraki Görünümü.
(Skala: Icm)

rıcı, 1999) olduğu düşünülmüştür. Son olarak sitokinin­
ler protein sentezini kolaylaştırır. Bu olay protein zinci­
rinde aminoasitlerin bağlanmasını sağlayan t-RNA' nın
parçası, bir sitokinin olan kinetinle açıklanabilir (Ak­
man ve Darıcı, 1998).

Raphanus sativus (Turp) kotiledonlarının genişle­

mesi kinetinle teşvik edilmiştir (Letham, 1971).

Kültüre alınması daha zor olan Monokotiledonlar,
Gyrrınosperm veya Pteridophyta dokuları hindistan ce­
vizi sütü veya kinetinin varlığında çoğalmaktadır.

Daucus carota ile yapılmış çalışmada 4·6 hafta gi­
bi uzun bir zamanda ilk gelişim görüımüştür. Bu çalış­

mada Zeatin +MS besiyeri kullanılmıştır. Dokulardaki
sitekininler sitokininoksidazla parçalanırlar, Bu enzim­
lerin faaliyeti, ki hunlar bakır içeren glikolize protein-



366

Şekil 6. IAA (L.O mg/It)'h MS Besiyerine Aktarılan

Eksplantlarm Gôrünümü, (Skala: Icm)

Şekil 7. IAA+KIN (L.O mg/lt)'h MS Besiyerine Aktarılan

Eksplantların Görünümü. (Skala: Icm)

Şekil 8. İklim Dolahı içinde Kavanozlarda Kök Gelişimini

Tamamlamış ve Saksılara Aktarılmş Bitkiciklerin
Görünüşü. (Skala: Icm)
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Şekil 9. 4 Hafta Sonra Kum ve Perlit (1:1) Karışımına

Aktarılan Eksplantların Görünümü. (Skala: Icm)

lerdir, moleküler oksijenin bulunması ile gerçekleşir.

Bunlar doymamış izopren tabiatlı olduklarında (doğal

sitokininler; Zeatin, DMAA) yan zincirindeki adeninin
N6 seviyesinde oksidatif parçalanmaya neden olarak,
aminooksidaz gibi davranırlar. Zeatin sitokininlerin en
yaygınıdır. Bunlar benzaladenin veya kinetin gibi siklik
veya doymuş bir yan zincir içererek sitokininler üzerin­
de çok az etkilidirler. Doğal bir hormon olan zeatinin
aktivitesi kinetinden 10 kez daha fazladır (Akrnan ve
Darıcı, 1998). Buradaki ilk gelişimin uzun sürede olma­
sı ortamda moleküler oksijenin az bulunması veya bit­
kinin morfolojik yapısı olabilir.

Zea mays ile yapılmış diğer bir çalışma örneğinde

de 6 saat gibi daha kısa bir sürede ilk gelişim gözlen­
miştir (Fransz, 1988). Besiyerinde hormon kullanılma­

dan yapılmış bu çalışmada 2 gün sonra radikula, 3-4
gün sonra plumula ve 7-9 günde ilk kök ve yan kökler
görülmüştür. Bilindiği gibi zeatin hormonu doğal bir
hormondur ve Zea mays tohumlarından elde edilir. Bit­
ki bunu ürettiği için buna gerek kalmamıştır.

Bir süs bitkisi olan bitkimiz 8 gün sonunda kava­
noza aktarılacak duruma gelmiştir. Kavanozlara aktar­
ma işleminde IAA (1.0mg/lt) + KIN (L.Omg/lt) + MS
besiyeri olan kavanozlardaki bitkiler IAA (L.Omg/lt) +
MS besiyeri olan kavanozlardaki bitkilere göre daha ya­
vaş bir gelişim gözlenmiştir. Bunun nedeni doğalolan

IAA ilc sentetik bir sitokinin olan KIN arasında oransal
konsantrasyondur. Bu iki hormon göz ve kök teşekkü­

lünde farklı etkiler yapar (Tanrıverdi, 1993). Bitkimiz­
de yanlızca 1AAiçeren kavanozdaki fidecikler çok faz­
la yandaloluşması ve apikal dominans olması sebebiy­
le daha kısa gelişmişlerdir. Bu olay sitokininlerin yan
gözlerde büyürneyi teşvik ettiğini göstermektedir.

İlk embriyoların gelişme ortamı karanlıkta 25°C ısı

uygulaması, kavanozlara aktarıldıktan sonra 25°C ısı

uygulaması 12 saat ışık 12 saat karanlık nötr fotoperi-
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yot uygulaması yapılmıştır.Bitkimizde sağlıklı bir geli­
şim, köklenme ve farklılaşma olaylarının 8 gün gibi kı­

sa bir sürede ve 12 saat ışık, 12 saat karanlık fotoperi­
yod uygulanması sonucunda fideciklerin gelişimi çok
iyi sonuçlar vermiştir.

Gomphrena globosa bitkilerinin gelişiminde hiç
kontaminizasyon olmaması ve %100 hayatta kalma
oranı tespit edilmiştir. Capsella bursa-pastoris ile ya­
pılmış çalışmada hayatta kalma oranı %90 olarak tespit
edilmiştir (Risuen, 1952).

Embriyo kültür tekniği uygulanan Gomphrena
globosa bitkisi yapılan diğer çalışmalara göre daha kısa

sürededaha sağlıklı ve kontaminizasyonsuz bir gelişme
göstermiştir.Buda sadece kısa sürede sağlıklı bitki ye­
tiştirme değil, bundan sonraki bilimsel çalışmalarda da
bu bitkiyi in vitro şartlarda kullanabileceğimiz fikrini
ortaya koymuştur.

Tablo ı. Murashige & Skoog (MS) Besiyer.

Makro Elementler Tam (mg/lt)

NH4N03 1650

KN03 1800

CaCIı2HıO 440

MgS047HıO 370

KHı7P04 170

NaıEdta 37.5

feS047HıO 27.8

Mikro Elementler

H3B03 6.2

MnS044HıO 22.3

ZnS044HıO 8.6

KI 0.86

NaıMo042HıO 0.25

CuS047HıO 0.025

CoClı6HıO 0.025

Organik Bileşikler

Sucrose 30000

Agar 10000

Glycines 2

Inositol 100

Nikotinik asit 0.5

Pridoksin-HCI 0.5

Thiamin-HCI 0.1
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Tablo 2. Komple Sıvı Besin Çôzclgcsi,

Makro Elementler gr/lt saf su

Ca3(P04h 0.5

CaS04 0.5

MgS04 0.5

NaCl 0.5

KN03 0.5

feC13 0.5

İz Elementler cc/lt saf su

NH4Mo04 1.0

CuClı LO

MnClı LO
f---

NaıB03 1.0

ZnClı L.O
---
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