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ARASTIRMA MAKALESI/RESEARCH ARTICLE

Gomphrena globosa L. (Hanim Diigmesi)’NiN iN VITRO SARTLARDA
EMBRIiYO KULTURU iLE URETIiMi

Banu Aytiil ASLANARGUN?, Giines BAYRAKTAR?

Bu calismada Gomphrena globosa 1.. (Hanum Diigmesi) bitkisinin tohumlar iizerinde bitki doku kiiltiirii ¢alig-
malarindan, embriyo kiiltiirii teknigi uygulanarak kisa siirede bol ve kaliteli bitkiler elde edilmistir. Steril sartlarda
tohumlardan ¢ikarilan embriyolar in-vitro kogullarda iyi sonuglar vermistir.

Bitkimizin embriyolarmnin ilk gelisimi i¢in Kinetin (KIN) (1.0 mg/1t) iceren MS besin ortaminda, vejetatif ge-
lisme icin Indol Asetik Asit (IAA) (1.0 mg/lt) iceren Murashige & Skoog (MS) besin ortaminda 8 giin gibi kisa bir
siire de saglikl1 kok ve govdeleri olan bitkilerin olugtugu goriilmiigtiir. Bir ay sonra da saksilara aktarilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Gomphrena globosa, Embriyo Kiiltiirii, Tobhum.

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

ABSTRACT

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 resuits in in-vitro conditions.

It has been seen that the plants of Gomphrena globosa’s embryos in Murashige & Skoog (MS) medium which
includes Kinetin (KIN) (1.0mg/1t) for the first growth and in MS medium which includes Indol Acetic Acid (IAA)
(1.0mg/lt) for the vegetative growth have been transformed into the plants which have healthy root and stem in the
short time as eight days. After a month they have been transferred into the pots.

Key Words: Gomphrena globosa, Embryo Culture, Seed.

1. GIRiS

Giiniimiizde besin ihtiyacinin artmasi, ormanlarin
azalmasi, siis bitkilerine olan ilginin artmasi, bu konu-
daki bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarini da aynmi oranda

arttirmugtir. Daha Once yapilmis olan embriyo kiiltiiri
caligmalari incelenmistir.

Alman botanik¢i Haberlant’ 1 1902 yilinda ilk
kez ortaya attig1 in-vitro kiiltiir olgusundan yaklagik 30
yil sonra doku kiiltiirii teknigi ile ilk bitki White (1932)
tarafindan elde edilmistir (Morel, 1963).

Doku kiiltiirii tekniginin ilk uygulandif1 caligma
orkidelerin meristem kiiltiirii teknigi ile gogaltilmasi
olmugtur (Morel, 1960).

1

1952 yilinda Capsella bursa-pastoris bitkisini
embriyo kiiltiirii teknigi ile in-vitro sartlarda iiretilmis-
tir (Risuen , 1952).

1988 yilinda Zea mays’ i somatik embriyolarinin
ve kalluslarinin da in-vitro iiretimi yapimistir (Fransz,
1988).

1993 yilinda muzda triploid erkek ¢igeklerde sivi
besiyeri kullanilarak embriyo kiiltiir caligmalari yapil-
migtir (Escalant , 1994).

1997 yilinda kauguk agacinda, 1998 yilinda kahve-
de ve patates bitkilerinde sicaklik denemeleri embriyo
kiiltiirii ile in-vitro sartlarda yapilmgtir (Etienne, 1997),
(Teisson ve Alvard, 1998). 1998 yilinda giil embriyo
kiiltiiri teknigi ile iiretilmistir (Snellenberger, 1998).

Anadolu Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, E-posta: baaslana@anadolu.edu.tr.

Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, E-posta: gunesb@anadolu.edu.tr.
Gelig: 20 Agustos 2000; Diizeltme: 25 Temmuz 2001; Kabul: 16 Ekim 2001.



364

Doku kiiltiirii teknigi ile kisa siirede bol ve kalitelt
iiriin elde etmek miimkiindiir. Ayrica viriissiiz bitki ye-
tistirmek, uzun siireli muhafaza ve ulasim kolaylhigl,
tarla enfeksiyonlarindan ve don, dolu gibi benzeri ¢ev-
re kosullarinin olumsuzlugundan etkilenmeyen bitki
iiretebilmek gibi avantajlarr vardir (White, 1932). Biz-
de ekonomik olarak daha sonra yararlanilabilecek bir
biyoteknolojik ¢aligma yapmaya karar verdik.

Bunlart gézoniine alarak bu ¢alismada siis bitkile-
rine, ayn1 zamanda dogada yabani ¢igceklere olan ilginin
artmasi nedeniyle in-vivo sartlarda daha uzun siirede,
daha sagliksiz olarak gelisen Gomphrena globosa bitki-
si in-vitro sartlarda embriyo kiiltiir teknigi ile hizli ve
saglikli elde edilmeye ¢aligtlmustir. Bu bitki tiim diinya-
da siis bitkisi olarak kullanilmaktadir.

2.MATERYAL VE METODLAR
2.1.Materyal

Arastirma materyalimiz vatani tropik Amerika
olan, tiim diinyada siis bitkisi olarak kullanilan Ama-
ranthaceae (HIYU) familyasindan, Hanim Diigmesi
(Gomphrena globosa) tohumu Anadolu Universitesi se-
rasindan 1999 senesinde temin edildi.

2.2.Metodlar
2.2.1.Embriyolarin Gikariimasi ve Ekilmesi

Embriyosu ¢ikarlacak tohumlar testalarinin sert-
liklerine gére 1-2 giin suda birakildl. Yumugsamasi sag-
lanan tohumlar steril kabin igine alindi. Steril kabin
icinde 3 beher hazirlandi. Bir tanesine % 0.3-0.6’ ik Na
veya Ca hipoklorat (camagir suyu), ikincisine %75 lik
alkol ve en sonuncusuna steril saf su kondu. Bu 3 behe-
re tohumlar sirasi ile ¢camagir suyunda 1 dk., %75’ lik
alkolde 1 dk., en son olarak steril saf suda 1 dk. bekle-
tildi. Sonra stereo binokiiler altinda alkollenip alevden
gecirilmis pens ve bistiiriiler yardimi ile tohum kabugu
ve endospermast ayrildi. Zarar verilmeden embriyo ¢i-
karildi. Bek yaninda petriye ekildi. Petriye yeteri kadar
embriyo ekilince petri parafilm ile kapatildi. Sonra
25°C” deki iklim dolabina kondu.

2.2.2.Besin Ortamlarinin Hazirlanmasi

Caligmada temel besiyeri olarak MS besiyeri kul-
lanuldi. Besin ortamina; ilk gelisimi tesvik etmek i¢in
1.0mg/1t KIN, siirgiin gelisimi ve yapraklanmayi tegvik
etmek i¢in 1.0mg/lt IAA eklendi.

Besin ortamlarinin  sterilizasyonu; otoklavda
120°C’ de ve 15 Lb altinda 15 dk. siire bekletilerek ger-
ceklestirildi.

Besin ortamlanina katilan hormonlar (KIN, [AA)
ise otoklavlanmadan otiri &zelliklerini yitirecekleri
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icin diger besin elementleri otoklaviandiktan ve isi
40°C’ ye diistiikten sonra besin ortamina ilave edildiler.

Besin ortamlarinin dokiilecegi petriler (70-90mm),
cam kavanozlarda sterilizator’ de 120°C’de 2 saat siire
ile steril edildiler.

2.2.3.Fotoperiyot Uygulamasi

Siirgiinleri geligsen ve kokienen bitkicikler 25°C si1-
caklikda 20W’ lik 3 beyaz floresans lambalarla aydinla-
tilan iklim dolabinda fotoperiyota tabi tutuldular. Bitki-
ciklere 2 hafta siire ile 12 saat 151k, 12 saat karanlik fo-
toperiyod uygulandi.

2.2.4.Geng Bitkiciklerin Sakstlara Alinmasi

Yeteri kadar gelisen ve koklenen bitkiciklerin her-
biri 8-10cm. ¢apinda toprak saksilara aktarildi. Ancak
bitkiler aktarilmadan &nce saksi ve i¢ine konulacak top-
rak 120°C’ de 2 saat siire ile sterilizatorde sterilize edil-
diler. Toprak ince kum ile perlit (1:1) karisimu olarak
hazirlandi. Saksilara aktarilan bitkicikler komple besin
¢ozeltisi ile sulandiriddilar,

3. BULGULAR

Tohumlardan steril sartlarda ¢ikarilan embriyolar
MS temel besiyerine ekilip 2-3 giinde kok ve yaprak ge-
lisimi gosterdikleri saptannustir (Sekil 1, 2, 3).

MS besiyerinde koklenen ve yaprak gelisimi de-
vam eden eksplantltar TAA (1.0mg/lt) ve KIN
(1.0mg/1t)’ L1 igeren MS besiyeri olan kavanozlara akta-
rimt yapild: (Sekil 4).

Kavanozlara aktanian bitkicikler hizli ve iyi bir
geligme gosterdiler. Dort giin icinde boyca uzama, kok-
lenme ve yaprak sayisinda artma goézlendi (Sekil 5).

Kavanozlara aktarma igleminde IAA uygulanan
(Sekil 6) ve IAA+KIN uygulanan (Sekil 7) kavanoz-
lar karsilastinildiginda TA A igeren besiyerindeki fideler-
de daha hizli ve ¢abuk bir gelisim gozlenmisg; bunun ya-
ninda hizhi ve gii¢lii bir koklenme gOriilmiistiir .

Iklim dolabinda gelisme gosteren bitkiciklerin ka-
vanozda ve saksidaki goriiniimii (Sekil 8).

Kavanozdaki bitkiciklerde iyi bir vegetatif geligme
saglanmast sonucu 4 hafta sonunda kum ve perlit (1:1)
karisimi bulunan saksilara alinmiglardir. Saksilara steri-
lize edilmis komple sivi besin ¢ozeltisi verilmistir
(Sckil 9).

4. SONUG VE TARTISMA

Bu ¢aligmada aragtirma bitkisi Gamphrena globo-
sa’nin in-vitro kosullarda kisa zamanda iyl ve saglikh
sonuclar verdigi goriilmiigtir.
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Sekil 1. MS Besiyerine Ekilen Embriyolarn Ik Goriiniimii.
(Skala: 1cm)

Sekil 2. 1.0 mg/it KIN’Ii MS Besiyerine Ekilen Eksplantiarin
1 Giin Sonraki Goriiniimii. (Skala: 1cm)

Sekil 3. 1.0 mg/lt KIN’l MS Besiyerine Ekilen Eksplantlarm
2 Giin Sonraki Gortiniimii. (Skala: 1cm)

Bitkimizin tohumlarindan steril sartlarda ¢ikariian
embriyolar ilk gelisimlerinde KIN (1.0mg/1t) + MS ice-
ren petrilere ekilmigtir; 2 giin gibi kisa bir siirede kok ve
yaprak olusumu goriilmiistiir. Bunun kinetinin hiicre
boliinmesine; ilk olarak mitoz, yani kromozomiarin
duplikasyonu (eslesmesi); degisik materyaller (sogan
kokil, tiitiin 6z, tiitiin yapraklari, bezelye kotiledonlari,
vb.) iizerinde yapilan ¢ok sayida ¢alismada kinetinin
onemli oranda DNA oranini arttirmasi (Akman ve Da-
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Sekil 4. FAA (1.0 mg/lt) ve KIN ( 1.0 mg/lt)’k MS Besiyerine
6 Gitn Sonra Aktarilan Eksplantlarin Goriiniimii.
(Skala: 1cm)

Sekil 5. lA (1.0 mg/lt) ve KIN ( 1.0 mg/lt)’lk MS Besiverine
Aktarian Eksplantlarm 4 Giin Sonraki Goriiniimii.
(Skala: tcm)

rict, 1999) oldugu diigiiniilmiistiir. Son olarak sitokinin-
ler protein sentezini kolaylastirir. Bu olay protein zinci-
rinde aminoasitlerin bagianmasin saglayan t-RNA’ nin
pargast, bir sitokinin olan kinetinle aciklanabilir (Ak-
man ve Darici, 1998).

Raphanus sativus (Turp) kotiledonlarinin genisle-
mesi kinetinle tegvik edilmistir (Letham, 1971).

Kiiltiire alinmast daha zor olan Monokotiledonlar,
Gymnosperm veya Pteridophyta dokulan hindistan ce-
vizi siitii veya kinetinin varhifinda ¢ogalmaktadir.

Daucus carota ile yaplmis caligmada 4-6 hafta gi-
bi uzun bir zamanda ilk gelisim goriilmiistiir. Bu calig-
mada Zeatin +MS besiyeri kullanilmugstir. Dokulardaki
sitokininler sitokininoksidazla parcalaniriar. Bu enzim-
lerin faaliyeti, ki bunlar bakir igceren glikolize protein-
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Sekil 6.

Sekil 7.

TAA (1.0 mg/1t)’li MS Besiyerine Aktarilan
Eksplantlarm Goriinimii. (Skala: 1¢m)

JAA+KIN (.0 mg/lty’hh MS Besiyerine Aktarilan

Eksplantlarin Goriiniimii. (Skala: 1cm)

Sekil 8.

iklim Dolab iginde Kavanoztarda Kok Gelisimini
Tamamlammg ve Saksilara Aktariims Bitkiciklerin
Goriintigii. (Skala: 1cm)
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Sekil 9. 4 Hafta Sonra Kum ve Perlit (1:1) Karisimina
Aktarilan Eksplantlarin Goriiniimii. (Skala: 1cm)

lerdir, molekiiler oksijenin bulunmasi ile gerceklesir.
Bunlar doymamig izopren tabiath olduklarinda (dogal
sitokininler; Zeatin, DMAA) yan zincirindeki adeninin
N® seviyesinde oksidatif parcalanmaya neden olarak,
aminooksidaz gibi davranirlar. Zeatin sitokininlerin en
yaygimdir. Bunlar benzaladenin veya kinetin gibi siklik
veya doymus bir yan zincir igererek sitokininler iizerin-
de ¢ok az etkilidirler. Dogal bir hormon olan zeatinin
aktivitesi kinetinden 10 kez daha fazladir (Akman ve
Darici, 1998). Buradaki ilk gelisimin uzun siirede olma-
st ortamda molekiiler oksijenin az bulunmasi veya bit-
kinin morfolojik yapisi olabilir.

Zea mays ile yapilmug diger bir calisma o6rneginde
de 6 saat gibi daha kisa bir siirede ilk gelisim gozlen-
mistir (Fransz, 1988). Besiyerinde hormon kullaniima-
dan yapilmig bu ¢alismada 2 giin sonra radikula, 3-4
giin sonra plumula ve 7-9 giinde ilk kok ve yan kokler
goriilmiistir. Bilindigi gibi zeatin hormonu dogal bir
hormondur ve Zea mays tohumlarindan elde edilir. Bit-
ki bunu drettigi i¢in buna gerek kalmanustir.

Bir siis bitkisi olan bitkimiz 8 giin sonunda kava-
noza aktarilacak duruma gelmistir. Kavanozlara aktar-
ma isleminde IAA (1.0mg/lt) + KIN (1.0mg/lt) + MS
besiyeri olan kavanozlardaki bitkiler IAA (1.0mg/lt) +
MS besiyeri olan kavanozlardaki bitkilere gére daha ya-
vas bir gelisim gozlenmistir. Bunun nedeni dogal olan
IAA ile sentetik bir sitokinin olan KIN arasinda oransal
konsantrasyondur. Bu iki hormon goéz ve kok tesekkii-
tinde farkli etkiler yapar (Tanriverdi, 1993). Bitkimiz-
de yanlizca IAA iceren kavanozdaki fidecikler ¢ok faz-
Ja yandal olugmasi ve apikal dominans olmasi sebebiy-
le daha kisa gelismislerdir. Bu olay sitokininlerin yan
gozlerde biiylimeyi tegvik ettigini gostermektedir.

[k embriyolarin gelisme ortamu karanlikta 25°C 1s1
uygulamasi, kavanozlara aktarildiktan sonra 25°C 1s1
uygulamasi 12 saat 151k 12 saat karanlik notr fotoperi-
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yot uygulamasi yapumustir. Bitkimizde saghkl bir geli-
sim, koklenme ve farklilagma olaylarinin 8 giin gibi ki-
sa bir siirede ve 12 saat 151k, 12 saat karanlik fotoperi-

Tablo 2. Komple Siv1 Besin Cozclgesi.

yod uygulanmasi sonucunda fideciklerin gelisimi ¢ok Makro Elementler Br/lt saf su
iyi sonuglar vermistir. Ca3(PO4), 0.5
Gomphrena globosa bitkilerinin gelisiminde hig CaSOy 0.5
kontaminizasyon olmamast ve %100 hayatta kalma M
Lo . gS0, 0.5
oranu tespit edilmistir. Capsella bursa-pastoris ile ya-
pilmug ¢aliymada hayatta kalma oran1 %90 olarak tespit NaCl 0.5
edilmigtir (Risuen, 1952). KNO, 0.5
Embriyo kiiltiir teknigi uygulanan Gomphrena
globosa bitkisi yapilan diger ¢aliymalara gore daha kisa FeCly 0.5

sirede daha saglikli ve kontaminizasyonsuz bir gelisme

isti = iz Element]
gostermistir.Buda sadece kisa siirede saglikli bitki ye- z Blementier

cc/lt saf su

tigtirme degil, bundan sonraki bilimsel ¢alismalarda da NHsMoOy4 1.0
bu bitkiyi in vitro sartlarda kullanabilecegimiz fikrini !
(,uClz 1.0
ortaya koymustur.
MnCl, 1.0
Tablo 1. Murashige & Skoog (MS) Besiyer. N32303 1.0
Makro Elementler Tam (mg/1t) ZnCly 10
NH4NO; 1650
KNO, 1800 KAYNAKCA
CaCI,2H,0 440 Escalant, J.V. (1994). Amplified somatik embryogene-
sis from male flowers of triploid banana and
MgSO47H,0 370 plantain cultivars (Musa sp.), In Vitro Cell. Dev.
KH,7PO, 170 Biol., 30, 181-186.
Na,Edta 37.5 Etienne, H. (1997). Improvement of somatic embryo-
FeSO,7H,0 278 genesis in Hevea Brasiliensis (Miill. Arg) using
the temporary mersion technique, In Vitro Cell.
Mikro Elementler Dev. Biol., 33, 81-87.
H;BO; 6.2 Fransz, P.F. (1988). Cytodifferentiation during callus
MnSO,44H,0 223 initiation and somatic embryogenesis in Zea
- mays L. WAU dissertation no. 1238.
ZnS044H0 8.6 <http://www.bib.wau.nl/abstracts/ab1238.html>.
KI 0.86 Letham, D.S. (1971). Regulators of cell division in
Na,Mo0O42H,0 0.25 plant tissues XII. A cytokinins bioassay using ex-
CuSO,7H,0 0.025 cised radish cotyledons. Physiol. Plant, 25, 391.
CoClL6H,0 0.025 Morel, G. (1960): Producing virus-free Cymbidiums.
Amer. Orchid. Soc. Bul., 23, 2.
Organik Bilegikler . .
Morel, G. (1963). La culture in-vitro du meristeme api-
Sucrose 30000 cal de certains Orchidacees, C. R. Acad Sci. Pa-
Agar 10000 ris, D., 256, 4955-4957.
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