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OZET

Bu c¢alismada, Helianthus annuus L. (aygigegi) bitkisinden embriyo kiiltiirti
yontemi kullanilarak elde edilmis olan bitkilerin sogukta muhafaza edilerek
korunmasmma ve bu bitkilerde olusan anatomik ve karyolojik degisimlerin
belirlenmesine c¢alisilmistir. Calisma materyali olarak kullanilan aygigegi tohumlari
Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisi’'nden saglanmistir. Calismalar, Trakya
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Doku Kiiltiirii Laboratuvari’nda
yapilmistir. Calisma, deney ve kontrol grubu olacak sekilde yapilmistir. Kontrol grubu
bitkileri kum ortaminda ¢imlendirilerek elde edilmistir. Deney grubu bitkileri ise, MS
besi ortaminda embriyo kiiltlir yontemiyle yetistirilen bitkiler ve bunlarin bir kisminin
diisiik 1s1da muhafaza edilmesiyle elde edilen bitkilerden olusmustur. Yapilan anatomik
degerlendirmede, deney grubu bitkilerinin epiderma, korteks parankimasi, parankima,
iletim demetleri gibi yapilarinin kontrol grubuna gore farklhiliklar gosterdigi
belirlenmigtir. Mitotik indeks degerleri kontrol grubunda %22.98, deney grubu kiiltiir
ortaminda yetisen bitkilerde %60.00, sogukta muhafaza edilmis bitkilerde ise %10.15

olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Helianthus annuus L., aygigegi, doku kiiltiirli, embriyo kiiltiiri,
mitotik indeks.



ABSTRACT

In this study, plants which were obtained by applying embryo culture method to
the Helianthus annuus L. plants, were tried to protect in cold and tried to determine
anatomical and caryological changes in the plants. The sunflower seeds that were used
in work, were supplied from Trakya Agriculture Research Institue. All works were done
in Trakya University Faculty of Art and Science Biology Department Tissue Culture
Laboratory. The work was performed in two groups: Experiment and Control. Control
group was obtained by turfing plants in the sand medium. On the other hand experiment
group was consisted of plants that were grown by the method of embryo culture in MS
medium and plants which were grown up either at the low temperature and by the
method of embryo culture. In the anatomical discussion, it is seen that, plant parts such
as epidermis, cortex parenchyma, parenchyma, vascular bundles show disparities in the
control and experiment group. Also mitotic index value was determined: %22.98 in the
control group plants, %60.00 in the experiment group plants and %10.15 in the plants

that were grown in cold.

Key words: Helianthus annuus L., sunflower, tissue culture, embryo culture, mitotic
index.



1. GIRIS

Bitki doku ve hiicre kiiltliri son yillarda arastirma amagli ve iiretim amagh
olmak tizere kullanimi artmis bir yontemdir. Bitki kiiltlirlerinin ge¢misi insanlik tarihi
kadar eskidir. {1k zamanlarda insanlar bitkilerin yabani formlarindan faydalanirken daha
sonra niifus artisina bagli olarak beslenme ihtiyaclariin artmasi nedeniyle yabanilerin
icinden iyileri segilerek, tarimsal iiretimleri yapilarak ilk kiiltiir calismalar1 baglamistir.

Bitki doku kiiltiirii, genetik cesitlilik olusturmak ve mevcut ¢esitlerden daha iyi
ozellikte bitkiler tiretmek icin kullanilir. Bilinen diger yontemlerden farkli olarak doku
kiiltiirli, bitkinin ¢esitli kisimlarindan kesitler alinan ve eksplant adi verilen parcanin
sterilize edildikten sonra steril ve kapali bir besin ortaminda uygun 11k ve sicaklikta
kiiltiire alinmasi, organogenez, embriyogenez veya kallus dokusu olusumu ile bitkinin
meydana gelmesi islemidir. Eksplant olarak kok, govde, yaprak, cigek, lireme organlari
kullanilabilir. Doku kiiltlirii yontemlerinde bitkisel hiicrelerin totipotensi 6zelliginden
faydalanilir. Doku kiiltiirii yontemlerinden yararlanarak, meristem kiiltlirleri, kallus
kiltiirleri, haploid Kkiiltiirler, siispansiyon kiiltiirleri, protoplast kiiltiirleri hazirlanip
bitkilerin ¢ogaltilmasi, genetik varyasyonlarin ortaya c¢ikarilmasi, istenilen 6zelliklerde
elde edilen bireylerden yeni bireyler iiretilmesi saglanabilir.

Bitki doku kiltiiri ¢aligmalart giiniimiizde farkli amaglar i¢in kullanilmaktadir.
Birinci amag, dogadaki bitkileri insanlarin yararina daha elverisli hale getirmektir. Bu
amagla gilinlimiizde, tohumla iiretimi zor olan tiirlerin kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmasi,
tireme periyodu uzun olan tiirlerin kisa silirede iiretimi, 6zellikleri bakimindan {istiin
olan tiirlerin tiretimi, haploid bitki {liretimi, bitkilerin belirli asamada muhafazas1 gibi
caligmalar yapilmaktadir.

Bu ¢alismada, Helianthus annuus L. bitkisinden embriyo kiiltiirii yontemi
kullanilarak elde edilen bitkilerin diigiik 1sida muhafazasi ve bu yontem sonucunda
bitkilerde olusabilecek anatomik ve karyolojik degisikliklerin incelenmesi

amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bitki Kiiltiirleri

Bitki doku kiiltiirii; steril sartlarda, yapay besin ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre
(meristematik hiicreler, silispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (g¢esitli bitki
kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni
doku, bitki veya bitkisel {iriinlerin (metabolitler gibi) iiretilmesi amaciyla yapilan
caligsmalar1 kapsar (Babaoglu vd., 2001).

Yeni gesit gelistirmek ve mevcut ¢esitlerde genetik cesitlilik olusturmak doku
kiltliriiniin temel amaglar1 arasinda sayilabilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri
genetiksel iyilestirme calismalarinda dnemli bir rol oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta
olan tiirlerin korunmasinda ve ¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin iiretiminde, cesitli doku
kiiltiirii yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir. Bitki kiiltiirleri gelisimlerine gore
klasik kiiltiirler, su ve kum kiiltiirleri, hiicre ve doku kiiltiirleri, olarak ii¢ ana gruba
ayrilabilir (Kocacaliskan, 2002).

Klasik kiiltiirler bitki kiiltiirlerinin en eski yontemlerini kapsar. Onemini
yitirmeyen bu yontem giiniimiizde de kullanilmaktadir. Bitkilerin kiiltiiriinde kullanilan
generatif ve vegetatif ¢ogaltma klasik kiiltiir yontemleridir. Generatif ¢ogaltmada tohum
ile liretim yapilmaktadir. Genellikle tahil bitkileri tohumla {iretilirler, meyve agaclari ise
daha cok vegetatif yontemler ile iretilirler (Kocacaligkan, 2002). Bitkilerde vegetatif
tiretim, daldirma, ¢elikle {iretim, asilama, kok siirglinleriyle tiretim, sogan ve yumru ile
tiretme yontemleriyle yapilir.

Bitklerin klasik kiiltiirlere gore daha kontrollii sartlarda ¢ogaltilmasi su ve kum
kiiltiirleri ile yapilir. Su ve kum kiiltiirii metodlar1 19. yy.da gelistirilmistir. Bitkisel
tiretimde kullanilan su ve kum kiiltiirleri doku kiiltiiriine gegis gibi diisiiniilebilir. Su
kiiltiirlerinde bitkinin gelisimi icin gerekli maddeler saf su igerisinde ¢oziilerek,
hazirlanan ortama bitkinin kokleri girecek sekilde monte edilerek yetistirilir. Kum

kiiltiirinde ise minerallerden arindirilmis kumlu ortama bitkinin ekilerek besin



¢oOzeltisiyle sulanmasiyla iiretim saglanir. Su ve kum kiiltiirleri yontemleri bitkilerin
laboratuvar ortaminda da iiretilmesine imkan vermektedir (Kocagaliskan, 2002). Klasik
kiiltiirler ile su ve kum kiiltiirii yontemlerinin yerini artik hiicre ve doku kiiltiirii
metodlar1 almaktadir. Ciinkli doku kiiltiirleri tamamen kapali kaplar i¢inde, steril ve tam
kontrollii sartlarda yapilmaktadir.

Bitki doku Kkiiltiirleri temelde bir iiretim yontemidir. Bu konuyla ilgili
calismalara mikroskobun kesfi hiz kazandirmistir. Bundan sonraki gelisme ise
Schwann’in ortaya attig1 hiicre teorisiyle gelisme goOstermistir. Bu teoride Schwann,
hiicrelerdeki totipotensi kavramini agiklamigtir. Bu kavrama gore ¢ok hiicreli bir bitkisel
organizmanin her bir canli hiicresi uygun cevresel sartlar saglandiginda, bagimsiz
gelisme gosterebilir ve rejenerasyonla yeni bir bitkiye doniisebilir (Ak¢am Oluk ve
Demiray, 2001). Bitki doku kiiltiirii de esasen, bitkisel organizmalarin sahip oldugu

totipotensi yeteneklerinden faydalanilarak yapilir.

2.2. Embriyo Kiiltiirii

Yiiksek bitkilerin tohumlarindan izole edilen embriyonun uygun medyumlarda
kiiltiire alinmasi1 embriyo kiiltiirii olarak adlandirilir. Embriyo kiiltiirii ile bitki ya
dogrudan embriyodan, ya da once kallus olusumu ve takiben siirgiin ve kok olusumu ile
olusabilir. Embriyo kiiltiirii ¢esitli amaclar i¢in kullanilir. Bitki embriyo kiiltiirii ile ilgili
ilk c¢alisma Hanning tarafindan 1904 yilinda Raphanus ve Cochlearia nin
tohumlarindan olgun embriyolarin mineral tuz ve seker iceren basit bir ortamda kiiltiire
alinmasi ve bitkicik gelistirilmesi seklinde yapilmistir. 1924 yilinda Dieterich tarafindan
misir bitkisinde ilk embriyo kurtarma teknigi uygulanmistir. Sonra olgunlagsmamis
embriyolarin kiiltlirii ile ilgili ¢aligmalar da yapilmis ve kiiltiire alinan embriyonun
gelisme donemine gore kiiltiir ihtiyaglari belirlenerek basarili sonuglar alinmistir

(Babaoglu vd., 2001).



Embriyo kiiltiirti kullanim amaglar1 olarak, tohum dormansisini ortadan
kaldirmak, tohum canlilik testi, tiirlerin 6zelliklerinin belirlenmesi, tiretilmesi zor olan
hibrit bitkilerin ve haploid bitkilerin {iretimi sayilabilir. Embriyo kiiltiiriinde énemli bir
nokta ise embriyo i¢in degisik oranlarda biiyiime diizenleyicilerinin kullanildigi uygun
medyumu belirlemektir (Biiriin ve Poyrazoglu, 2002).

Olgun embriyolardan kiiltiir daha kolaydir ve basit bir kiiltiir ortamu ile basarili
sonu¢ alinmaktadir. Boylece embriyonik biiyiimeyi incelemek ve biiylime donemlerini
ortaya koymak, dormansi ve ¢imlenmenin metabolik ve biyokimyasal ayrintilarim
analiz etmek miimkiin olmaktadir. Olgunlasmamis embriyolardan kiiltiir ise daha zordur
(Babaoglu vd., 2001).

Embriyo kiiltiiriinde embriyo ne kadar erken sathada kiiltiire alinirsa gelistirmesi
o derece zor olur. Ciinkii olgun embriyolar temel besin ortaminda (sadece makro ve
mikro besin elementlerinin bulundugu ortamda) gelisebilirken, olgunlagsmamis
embriyolar ise ilave besin maddelerine ihtiyag duyarlar (vitamin, aminoasit, hormon vs.)
(Kocagaligkan, 2002).

Embriyo kiiltiirii nesli tiikenen bitki tiirlerinin tekrar kazandirilmasi, diisiik
sayidaki orijinal tohumlarin arttirilmast ve siirglin gelisimiyle kiiltiirde bitki olusumu
icin 6nemlidir. Boylece, embriyo Kkiiltiirii ile iretilen yapilar mikrogogaltim igin
materyal olarak kullanilabilir. Embriyo kiiltiirii kullanilarak dormansi problemi bazi
bitki tiirleri i¢in sorun olmaktan cikar ve bitki rejenerasyonu saglanir (Ugler ve

Mollamehmetoglu, 2001).

2.2.1. Embriyo kiiltiiriiniin kullamim alanlar

Embriyo kiiltiirii yontemiyle embriyonik gelisimin evrelerinin incelenmesi ve bu
evrelerdeki ihtiyaglarin belirlenmesi ¢aligmalar1 yapilabilir. Ayrica zor c¢imlenen
tohumlar s6z konusu oldugunda da tohum dormansisi ve tohum sterilitesi embriyo

kiiltiirli ile kirilabilmektedir. Baz tiirlerdeki tohum dormansisi embriyoyu cevreleyen



yapida var olan kimyasal engelleyiciler veya mekaniksel dayaniklilik nedeniyledir.
Boyle durumda embriyolarin izole edilip besin ortaminda kiiltiire alinmasi ile dormansi
ortadan kaldirilmaktadir. Tohum sterilitesi embriyoyu ¢evreleyen yapilarin uyusmazligi
nedeni ile olabilir. Bdyle durumlarda da embriyo Kkiiltiirii ile canli fideler elde
edilmektedir. Cimlenme ig¢in parazitlerin gerekli oldugu durumlarda da in vitro‘da
parazite gerek olmadan da ¢imlenme gergeklesebilmektedir (Babaoglu vd., 2001).

Ornegin, ticari muzun yabani bir akrabasi olan Musa balbisiana tohumlar
dogada ¢imlenmemektedir. Bununla birlikte fideler embriyolarin kiiltiire alinmasi ile
kolaylikla elde edilebilmektedir. Bazi hindistan cevizlerinde sivi endosperm yerine
yumusak ve yagl bir doku gelismektedir. Bu tip hindistan cevizleri “makapuno” olarak
adlandirilmaktadir ve bunlarin tohumlar1 normal kosullar altinda ¢imlenmede basarisiz
olmaktadir. In vitro kiiltiir teknigi kullanilarak makapuno embriyolarindan bitkicikler
yetistirilmistir. Bu yolla embriyo kiiltiirii ile elde edilip tarlada yetistirilen bitkilerin
%85’inde makapuno cevizlerine rastlanmistir (Bhojwani ve Razdan, 1996).

Bir diger kullanim alani 1slah siirecinin kisaltilmasidir. Bahge bitkilerinde
nadiren de olsa 1slah ¢alismalar1 tohumlarin dormansi periyotlart nedeniyle uzamaktadir.
Embriyolarin besin ortaminda gelistirilmesi ile bu siire kisaltilabilmektedir. Dormansiye
sebep olan faktorler, tohum kabugu ve endospermdeki endogen inhibitorler, diisiik
sicaklik, ©zel 1s1k gereksinimleri gibi faktorler embriyonun kiiltiire alinmasi ile
giderilmektedir. Sert tohum kabugu nedeniyle ¢imlenmenin geciktigi durumlarda da
embriyo kiiltiirii ile ¢imlenme hizlandirilmaktadir (Babaoglu vd., 2001).

Olgun olmayan embriyolarin izolasyonu ve kiiltirii ile de 1slah programi
kisaltilmaktadir. Ornegin, Iris (Siisen) tohumlari birkag y1l siiren bir dormansi periyodu
gecirmektedir. Embriyo kiiltiirti kullanilarak irisin yasam ¢emberi 2 veya 3 yildan 1 yila
hatta 1 yildan daha az siireye indirilmektedir. Rosa (giil) normal olarak bir yilda
ciceklenmeye ulagmaktadir. Embriyo kiiltiirii ile 1 yilda 2 jenerasyon iiretilerek 1slah
cemberinin kisaltilmas1 miimkiin olmaktadir (Babaoglu vd., 2001).

Malus tiirlerinde (dag elmasi) topraga ekilen tohumlarin ¢imlenmesi 9 ay
almaktadir. Embriyo kiiltiirlerinde ise ¢imlenme 48 saat igerisinde baslayip, 4 haftada
sasirtilabilecek biiytikliikte fideler elde edilmektedir. 5 ay sonunda fideler yaklagik 1
metre yiikseklige ulasmaktadir (Babaoglu vd., 2001).



Soya ve aygigeginde tohum olgunlugu donemi, yasam g¢emberinin (120—-150
giin) %50-60’1n1 almaktadir. Ay¢iceginin olgunlasmamis embriyolarinin in vitro kiiltiirii
yolu ile yasam ¢emberi siiresi yartya indirilebilmistir. Benzer olarak 7 ve 10-18 giinliik
embriyolarin kiiltiire alinmasi ile aygigeginde 1 yilda 4 jenerasyon aliabilmistir
(Babaoglu vd., 2001).

Hibrit embriyolarin yasayamadigi durumlarda uzak akraba olan tiirler arasi
melezler c¢ogunlukla basarisizdir, dollenme olmakla beraber hibrit embriyonun
yasamadig1 goriilmektedir. Bu duruma embriyo diismesi veya abortus denilmektedir.
Bunun sebeplerinden biri endospermin gelismemesi veya dejenere olmasidir. Bu
durumda embriyo beslenemediginden dolay1 6liir ve kiiltiire alinmasi ile yapay besin
ortam1 endospermin yerine gegebilmekte boylece hibrit embriyolar yasatilmaktadir. Bu
sekilde elde edilen hibrit melezler tarimsal iiretimde yogun olarak kullanilmaktadir
(Babaoglu vd., 2001).

Embriyo kiiltiirii ile haploid bitkilerin iiretilmesi de saglanabilir. Uzak tiirler
arasi veya cinsler arasi melezlemelerde déllenmeden sonra melez embriyonun gelismesi
sirasinda ebeveyinlerden birine ait kromozomlarin embriyonu yolu ile haploidlerin
tiretimidir. Hordeum vulgare x H. bulbosum melezinde dollenme kolayca olur fakat H.
bulbosum’un kromozomlar1 embriyogenesisin ilk birka¢ boliinmesi siiresince kaybolur.
Bu nedenle gelisen bitkiler haploid vulgare bitkileridir. Bunlarin kromozom sayilari
cesitli uygulamalar ile iki katina ¢ikarilarak double-haploid (DH) bitkiler ve bunlardan
DH hatlar elde edilmektedir. Ayni teknikle bugday x misir ve bugday x sorgum
melezlerinden haploid bugdaylar; yulaf x misir melezlerinden de haploid yulaf bitkileri
elde edilmistir. “Bulbosum” teknigi adi altinda belirtilen bu yontem arpa islahinda
kullanilmaktadir (Emiroglu ve Giirel, 1993).



2.3. Muhafaza Yontemleri

Bitkisel organizmalarda doku kiiltlirii yontemiyle yapilan ¢ogaltim islemleriyle
baglantili olarak elde edilen hiicre veya fidelerin bu agsamalarda muhafaza edilmesi son
yillarda kullanimi artan bir uygulamadir. Tohum muhafazasi baz1 yonleriyle yeterli
olamamaktadir. Fakat bu yontemlerin kiiltiir yontemiyle yapilmasi bir¢ok avantaj saglar.
Tohumlar germplazm muhafazasiyla korunur.

Kiiltlirti yapilan bitkinin gelistirilebilmesi i¢in ¢esitli kaynaklarin ve tohumlarin
elde bulundurulmasi veya muhafazasi, son yillarda gida giivenligi bakimindan da 6énem
kazanmistir. Clinkli baz1 cesitlerin iiretim alanlarinda monokiiltiir olarak artis1 ve hizla
cogalmasindan dolay1, kiiltiirii yapilan bazi bitkiler ve onlarin yabani akrabalar
kaybolma tehlikesi ile yiiz ylizedir. Bu yilizden uzun yillar tohumlarin canliliklarinin ve
genetik yapilarinin  bozulmadan muhafaza edilmeleri (germplazm muhafazasi)
gerekmektedir. Sentetik tohum gelistirme ve hizli dondurma yoluyla germplazm

muhafazasi ¢alismalar1 1990’11 yillarda kullanilmaya baslamistir (Babaoglu vd., 2001).

2.4. Germplazm Muhafazasi

Totipotent hiicrelerin in vitro kiiltiirii, kallus veya siispansiyon hiicreleri seklinde
uzun siireli olarak veya belirli araliklarla yeniden olusturularak saklanabilir ve ihtiyag
duyuldugunda bu hiicrelerden yeni bitkiler olusturulabilir. Alternatif olarak ilgili
hiicreler, meristemler veya elde edilen minyatiir bitkiler diisiik sicaklikta (4 °C), ¢ok az
besin maddesine ve alana ihtiya¢c gostererek steril sartlarda saklanabilir (1-4 yil).
Benzer sekilde ¢ok diisiik sicakliklarda, sivi azot i¢cinde doku ve hiicreler hizli bir
sekilde dondurulup saklanabilirler. Bu doku kiiltiirii teknikleri in vitro germplazm
muhafazasinda onemlidir ve gen ve tohum bankalarinda alternatif olabilmektedir

(Babaoglu vd., 2001).



Muhafaza sekilleri c¢esitli yontemlere sahiptir. Bunlar muhafaza etme ve
kullanim amacina uygun olarak; muhafaza yerine, bitki ¢esidine, materyalin yapisina ve
genetik kompozisyonuna uyan en gecerli yontem olarak secilirler. Germplazm

muhafazasinda bugiin iki temel yontem uygulanmaktadir.

2.4.1. Bitki materyalinde biiyiimenin yavaslatilmasi veya azaltilmasi

Yavas ya da azaltilmis biiyiitme ile muhafazanin esasi, bitki kiiltlirlerinin canli
kalabilmelerinin izin verdigi oranda, kiiltiir ortaminin ve kiiltiir kosullarinin
degistirilmesine dayanir. Degistirilmis kosullarda biiylime orani, oldukca diisiik
olmaktadir. Boyle bir uygulamanin baslica avantaji ise goriinebilir kiiltiir bozulmasinin
kolayca fark edilebilmesidir. Bu sayede canlilik kaybindan kagcilabilir, ¢esitlere patojen
testi uygulanabilir ve dolayisiyla materyal uluslar arasi degisime agilabilir. Yavas
bliyiitme ile muhafaza; farklilagan kiiltiirler, bitkicik ya da bitki siirgiinlerinde yaygin
olarak uygulanirken, farklilasmayan kiiltiirler, kallus ve silispansiyon kiiltiirlerinde ise

daha az uygulanmaktadir (Babaoglu vd., 2001).

2.4.2. Sogukta muhafaza

Sogukta muhafaza terimi, bitki 6rneklerinin dakikada birkag 0C, kademe kademe
sogutularak muhafazasim ifade eder. Genellikle 6rnekler dakikada 30 — 40 °C sogutulur
ve sonra sivilagtirilmis gazlara (¢ogunlukla sivi azota N»(g)’e) daldirilarak depolanirlar.
Biiyiime ve biyosentetik giicler bu islemlerden ekilenmezler. Uretim islemlerinde

kullanilmadan o6nce Ornekler, uygun bir ¢oziindiirme isleminden gecirilmelidir. Bu



asamada, dondurmanin olabilecek olumsuz etkisine ragmen, hiicreler giiclii

donanimlariyla ve ¢oziindiirme islemleriyle muhafaza edilirler (Babaoglu vd., 2001).

2.5. Cahisma Konusu ile Tlgili Yapilan Calismalar

Farkli besin ortamlarinda ve farkli hormon konsantrasyonlarinda ¢esitli kiiltiir
tiplerinin verimlilikleri arastirilmistir.

Yonca bitkisi ile ilgili yapilan bir ¢alismada en fazla siirglinin BAP (6-
benzylaminopurine) ve NAA (Naftalen asetik asit) iceren ortamlardan elde edildigi
belirtilmistir (Ozgen vd., 1997).

Yapilan bir baska calismada da, in vitro sartlarda arpada olgunlasmamis
embriyoya etki eden cesitli faktorler arastirilmis ve en iyi sonucun MS (Murashige ve
Skoog) besiyerinde alindig1 kanitlanmistir (Gu vd., 1990).

Diger bir ¢alismada V. vinifera kalitesinde meyve ve V. rotundifolia
diizeyinde hastalik ve =zararlilara toleransh bitkiler elde etme amaciyla yapilan
melezlemelerde, embriyo aborsiyonundan kaynaklanmasi muhtemel yetersiz iiretimin
arttirilmasinda embriyo kiiltiiriiniin miimkiin oldugu belirtilmistir (Goldy vd., 1989).

Bezelye ile yapilan bir ¢aligmada, siirgiin rejenerasyonunu en fazla etkileyen
faktoriin eksplant tipi, genotip ve ortamda bulunan biiylimeyi diizenleyicileri oldugu
belirtilmistir (Natalini ve Cavallini, 1987).

Emriyo kiiltiirii ile ilgili diger bir ¢alismada, arpa (Hordeum wvulgare L.)’nin
olgun embriyolarinin kiiltiiriinde besi ortami bilesimi ve sterilizasyon yonteminin etkisi
tizerinde durulmustur. Kullanilan besin ortamlar1 igerisinde embriyodan bitkicik
gelisiminin en yiiksek Randolph-Cox ortaminda elde edildigi ve bunu sirasiyla MS,
MS ve B5 ortamlarinin izledigi belirtilmistir. Arastirilan sterilizasyon yontemlerinden
sodyum hipoklorit ile sterilizasyonu antibiyotik solusyonu ile muamele etme ve HgCI,
ile yapilan sterilizasyon daha etkili bulunmustur. Cesitli calismalarda, embriyo

gelisimleri iizerine farkli konsantrasyon etkileri arastirilmis ve genellikle MS ve BS
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besiyerlerinin arpa embriyo kiiltiiriinde kullanildig1 gdsterilmistir (Biiriin ve Poyrazoglu,
2002).

Bir bagka ¢alismada ise Avena sativa L. da olgun embriyolardan kallus olusumu
ve bitki rejenerasyonu incelenmis olup kallus olusturmada olgun embriyolardan
yararlanilmistir. Yulaf bitkisinde olgun embriyolardan kallus olusumunun kiiltiire
alindiktan 3 gilin sonra basladigi ve kallus olusumunun genotipe bagli oldugu
goriilmiistiir (Birsin vd., 2001).

Diger bir caligmada, Tiirkiye’de ekonomik ©neme sahip Bati Anadolu
endemiklerinden olan Thymus sipyleus Boiss’in (baharat) in vitro ¢ogaltilmasi
aragtirilmistir. Sterilize edilmis bitki tohumlar1 modifiye edilmis MS besi ortami ve
Heller besi ortamlarinda ¢imlendirilmistir. En iyi ¢imlenmenin modifiye MS ortaminda
gergeklestigi, ancak bitkinin sonraki gelismesi i¢in ise Heller ortaminin uygun oldugu
goriilmiistiir. Thymus sipleus’'un sekonder metabolit icermesi ve gelisim siirecinde
bunlar1 ortama salgilamasi sonucu kendine toksik etki yapmasi Heller besi ortami
kullanilarak engellenmeye calisilmistir. NAA ve BA (6- Benzil adenin) ilaveli MS
temel ortamina aktarilan fideler ortamla temas ettikleri noktalardan kallus
olusturmusglardir. Yine ayni ortamda rejenere olan bitkiciklerin, 2 hafta sonra ¢oklu
siirgiin halini aldig1 ve 4. alt kiiltiir sonunda ayni ortamda koklendigi gortilmiistiir
(Erdag ve Yiirekli, 2000).

Kaempferia galanga L. bitkisinin yaprak tabani eksplantlarindan kallus kiiltiirii
ile somatik embriyogenesis ve bitki rejenerasyonu gergeklestirilmistir. Eksplant olarak
kullanilan yaprak kimi pargalara ayrilarak agar-jel medyumuna gomiilmiistiir ve MS
medyumunda kiiltiire alinmistir. Yiiksek oranda kallus iiretiminin MS medyumunda
saglandig1 goriilmiistiir. En 1yi kallus olusumu 7 hafta sonra gozlenmistir. Daha sonra
aynit medyumda alt kiltiirler ile bitki gelisiminin gergeklestigi ve bitkilerin bu
islemlerden sonra topraga aktarildigi belirtilmistir (Rahman vd., 2004).

Diger bir c¢alismada, ayg¢igeginde (Helianthus annuus L.) etkin bir bitki
rejenerasyon sisteminin gelistirilmesi arastirilmistir. Aycicegi hiicre veya dokularindan
etkin bitki rejenerasyon sistemi gelistirmek amaciyla, farkli eksplant tipleri ve hormon
kombinasyonlarinin kullanildig1r degisik rejenerasyon protokolleri karsilastirilmistir.
Ozellikle alt (bazal) kisimlardan olmak iizere, kotiledon eksplantlarindan somatik

embriyogenesis elde edilmis, fakat genotipik varyasyonun hem somatik embriyo hem de
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kok {iiretimi igin en kritik faktdr oldugu gozlenmistir. Somatik embriyo iiretimini
arttirmak amaciyla kiiltiir sartlarinin  gelistirilmesi gerekli goriilebilir sonucuna
varilmistir (Gtirel ve Kazan, 1998).

Diger bir ¢alismada ise Banglades’te ki baz1 6nemli sekerkamisi ¢esitlerinin in
vitro mikrogogaltimi {izerinde durulmustur. In vitro sartlarda besiyerine eklenen
bliylime diizenleyicilerinin kallus {iretiminde, siirgiin farklilagmasinda ve kok
olusumunda etkili oldugu goriilmiistiir. Kok olusumunda en iyi sonucun modifiye MS
besiyerine eklenen oksin ile gerceklestigi goriilmiistiir (Mamun vd., 2004).

Biiylik yaprakli ihlamur (Tilia platyphyllos Scop.)’'un in vitro kosullarda
embriyo kiiltiirii ile bitki rejenerasyonu ve tomurcuklarinin g¢ogaltilmasi i¢in Tilia
platyphyllos’un olgun tohumlarindan izole edilen embriyolar farkli seker, BAP (6-
benzylaminopurine) ve Kinetin dozlariin eklendigi MS ortaminda kiiltiire alinmis ve
bu ortamlarin in vitro kosullarda embriyo gelisimi, bitkicik olusumu ve tomurcuk
olusumuna olan etkileri arastirilmistir. Denemeler sonucunda, bitki biiylime
diizenleyicileri bulunmayan, sadece seker ilave edilen ortamlarda embriyolar epikotil ve
kok farklilagsmasi gergeklestirerek bitkicik olusturmustur. En etkili seker dozu 30 g/L
olarak bulunmustur. Epikotil eksplantlar1 tizerinde tomurcuk olusumu bakimindan 1.0
mg/LL. BAP dozu diger dozlara goére daha etkili bulunmustur. Tomurcuk olusumu
bakimindan denenen tiim BAP (6-benzylaminopurine) dozlari, kinetin dozlarina gore
daha etkili olmustur. 30g/L seker eklenerek farkli tarihlerde kiiltiire alinan embriyolarda
hipokotil ve kdk uzunlugu bakimindan en iyi gelisme tohumlarin toplanmasindan
yaklagtk 1 ay sonra kiiltire alinan embriyolarda gerceklesmistir. Arastirma
sonuclarinda, olgun thlamur tohumu embriyolarinin sekerli ortamlarda ¢imlendirilerek
bitki elde edilecegi ve buradan elde edilen bitki epikotillerinin kiiltiire alinmasiyla
tomurcuklarin cogaltilabilecegi gosterilmistir (Ucler ve Mollamehmetoglu, 2001).

Dogu Akdeniz Bolgesinde yaygin olarak yetisen salep orkidelerinden Ocrhis
anatolica Boiss, Orchis coriophora L., Ophrys bornmuelleri Schulz, Ophyrs phrigra
Fleischm, et Borm, Serapias vomeraceae ve Himantoglossum afine tiirlerinde embriyo
kiiltiirii kullanilarak in vitro’da kiiltiire alinmiglardir. Salep embriyolarinin kiiltiire
almmasinda 14 farkli ortam kullanilmistir. En yiiksek ortalama ¢imlenme ve
protokormdan bitki olusum oranlar1 sirasiyla %2.39 ve %1.86 olarak Vaes Debergh +

Domates Ekstratt 4 Aktif Karbon ortaminda bulunmustur. Bu calismada, salep
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orkidelerinin in vitro kosullarda ¢ogaltilmalar1 ve yumru olusturma oranlarinin
arastirilarak dogal kosullarda ¢ogalmasi oldukg¢a sinirlt olan bu bitkinin iiretilmesinde
alternatif bir yontem belirlenmeye calisilmistir (Caglayan vd., 1998).

Baska bir calismada ise, embriyo kiiltiirii tekniginin ¢ekirdeksiz iiziim 1slahinda
kullanilabilme olanaklarinin ortaya konmasi amaciyla c¢ekirdeksiz x ¢ekirdeksiz iiziim
melezlerinden embriyo kiiltiirii  kullanilarak bitki elde edilmesi planlanmistir.
Arastirmada Sultani c¢ekirdeksiz, Ergin ¢ekirdeksizi, 3A- 261, Perlette, Pembe
cekirdeksiz, 2B- 56, Flame Seedless ve King’s Ruby cekirdeksiz {iziim cesitleri
kullanilmigtir. Birinci yilda ¢esitlerin ¢igek tozu kalite ve iiretim miktarlar1 saptanmaistir.
2. yilda ise Cekirdeksiz x Cekirdeksiz melezlerinden embriyo kiiltiirii yoluyla bitki
eldesine calisilmustir. Incelenen ¢esitlerin tamaminin tozlayici bir cesitte olmasi
gerektigi kadar ¢igek tozu canlilik ve ¢imlenme kapasitesine sahip oldugu saptanmaistir.
Melez kombinasyonlardan embriyo kiiltiirii yoluyla bitki elde edilmesi de basariyla
gerceklesmistir. Embriyolardan 2,5 giin ile 9 giin gibi kisa siirede ve %77,1’in iizerinde
bir ¢imlenme saptanmistir. Cimlenen embriyolardan %78.9’unun tam bitkiye doniistiigii
belirtilmistir (Tangolar vd., 1999).

Baz1 ¢ekirdeksiz iiziim g¢esitlerinin embriyo kiiltiirinden yararlanilarak
cogaltilmasi ile ilgili diger bir caligmada, Perlette, Flame, Seedless, Sultani ¢ekirdeksiz,
Pembe ¢ekirdeksiz, 2B-56 ve King’s Ruby ¢esitlerinden, tam c¢iceklenmeden itibaren,
3. ve 8. haftalar arasindaki siirede birer hafta aralarla tane 6rnekleri alinmistir. Oviil ve
embriyolarin ¢imlenmesi lizerine M, Nitsch ve E20A besi ortamlarinin etkisi
incelenmistir. Cimlenme oranlari, ¢esitlerin 6rnek alma zamanlarina ve kullanilan besi
ortamina gore farklilik gostermistir. Cekirdeksiz c¢esit embriyolarindan énemli miktarda
bitki elde edilmis ve bu teknigin ¢ekirdeksiz iiztim 1slaht ¢aligmalarinda
kullanilabilecegi saptanmistir (Tangolar vd., 1998).

Bur¢ak (Vicia ervilia (L.) Wild.) bitkisinin olgunlasmamis embriyo
eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyonu ve hizli ¢ogaltimi amaglanan bir
calismada, yiiksek oranda bir adventif siirgiin rejenerasyonu elde etmek i¢in 6 farklh
burcak hattina ait olgunlagmamis kotiledon ve embriyo eksenleri degisik oranlarda
Thidiazuron (TDZ) igeren Murashige ve Skoog (MS) besin ortaminda kiiltiire alinmistir.
TDZ konsantrasyonlari, hatlar ve kullanilan eksplantlarin oran1 %90 ve eksplant basina

en fazla siirgiin sayis1 da 22 adet olarak belirlenmistir. Burada eksplant basina en
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yiiksek siirgiin sayisinin benzilaminopurin (BAP) ve naftalenasetik asit (NAA) iceren
MS ortamindan saglandig1 goriilmiistiir. Gelisen siirgiinlerin daha sonra, indol-3-biitiirik
asit (IBA) iceren MS ortaminda koklendirildigi belirtilmistir (Erdogan vd., 2005).

In vitro kosullarda aygigeginin bitki olusturma yetenegi ile ilgili bir ¢aligmada,
ayciceginin 20 fakli kismindan alinan kotiledonlar in vitro sartlarda biiyiime faktorleri
iceren iki kiiltiir ortaminda bitki olusturma yetenegi gosterdigi goriilmiistiir. 4. haftada
direkt organogenesis ile bitki olusumunun basladig1 belirtilmistir. Tiim c¢esitlerde
medyumun etkisi saptanmigtir. Rejenerasyon kapasitesinin kiiltiir medyumuna baglh
oldugu ve genotip ve diger parametrelerin de bu degerleri etkiledigi goriilmiistiir
(Nestares vd., 2002).

Tirkiye Trakya bolgesinde farkli tiirde hibrit aygigegi (Helianthus annuus
L.)’nin in vitro sartlarda gelisimi ve kallus olusum verimiyle ilgili yapilan ¢alismada,
Trakya bolgesinde yetisen 16 farkli hibrit aygicegi kullanilarak ii¢ farkli metod
uygulanmustir. Birinci metodta testa ayrilmadan, ikinci metodta ise testa ayrilarak ylizey
sterilizasyonu yapilmis ve cimlenme gerceklestirilmistir. Ugiincii metodta ¢imlenme,
testa ¢ikarilmadan nemli pamuk ortaminda gergeklestirilmistir. Kiiltiir ¢alismalari,
degisik hormon konsantrasyonlarindaki ¢esitli medyumlarda var olan &rneklerden
alman eksplantlar kullanilarak yapilmistir. Istenilen sonuglar kotiledon ve hipokotil
eksplantlar1 kullanilarak yapilan kiiltiirlerden alinmistir. Bu eksplantlardaki boliimler
incelenip rejenerasyon ve kallus tretiminin yerli ve hibrit tiirlerde farkli oldugu
sonucuna varilmistir (Arda, 2004).

Abies cilicica Carr. ve hibrid Abies cilicica x Abies nordmanniana’nin somatik
embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu konulu ¢alismada, somatik embriyogenesis Abies
cilicica Carr. ve hibriti A. cilicica x A. nordmanniana ‘nin olgunlagsmamis zigotik
embriyolarinda SuM benzilaminopiirin kullanilmis ve hazirlanan Schenk ve Hilderbrant
(SH) besiyerinde olugmustur. Somatik embriyo olgunlasmasi i¢cin MS ve SH
besiyerlerine %4 maltoz ve %10 polietilen glikol-4000 kullanilmistir. Olgunlagma i¢in
80 uM absisik asit etkili olmustur. Ug hafta sonra olgunlasan embriyolarin %1 siikroz
ve %] aktif komiir iceren SH besiyerinde ¢imlendigi ve bitkicikle birlikte kotiledon,
hipokotil ve radikulalarin olugmaya bagladigi goriilmiistir. Bu ¢alismada, A.cilicica ve
hibritlerinin somatik embriyogenesis yoluyla somatik embriyolarinin olgunlagmasi ve

bitki rejenerasyonunun gosterilmesi amaglanmistir (Vookova ve Kormutak, 2003).
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Viriissiiz bitki eldesi i¢in patateste (Solanum tuberosum L.) meristem kiiltiirti
uygulanarak yapilan ¢alismada, etkili {i¢ tip oksin NAA (Naftalen astek asit), IAA
(Indol asetik asit) ve IBA (Indol biitirik asit) farkli oranlarda kullanilmistir. Maksimum
bitki ytiksekligi 8.3 cm, yaprak miktar1 8.9 olarak 0.5 mg NAA, 1 mg IBA’da
gozlenmistir. En uzun kok 4.2 cm olarak 1 mg IAA konsantrasyonunda goriilmiistiir.
Test sonuglarinda biitiin bitkilerin sadece PVX viriisii hari¢ diger biitlin viriis tiirleri
bakimindan negatif oldugu goriilmiistiir (Zaman vd., 2001).

In vitro kiiltiirde aygicegi (Helianthus annuus L.) olgunlagsmamis zigotik
embriyolarinin kallus olusumuna karsi embriyogenesis olusturmast ve bitki biiylime
diizenleyicilerinin roliinlin incelenmesiyle ilgili ¢calismada, ayc¢iceginin olgunlasmamis
zigotik embriyolarindan in vitro sartlarda somatik embriyo ve siirgiin olusumunun
kiiltiir medyumunda siikroz konsantrasyonuna bagli oldugu bulunmustur. Medyum %3
siikroz icerdiginde sadece siirgiinler olusmus, %12 siikroz icerdiginde ise somatik
embriyolar olusmustur. Bu farkliliklarin  eklenen biiyiime diizenleyicilerinin
konsantrasyonlarima bagli olmaksizin, olusan biitiin morfogenetik degisikliklerin
besiyeri icerigindeki hormonlardan kaynaklandigi belirtilmistir (Charriere ve Hahne,
1998).

Tropikal Asya’da meristem kiiltiirii ile yumru koklii viriissiiz patates eldesi ile
ilgili calismada, in vitro sartlarda virlissiiz bitki eldesi icin apikal meristem
kullanilmistir. Meristem degisik tipte ve konsantrasyonda hormon ilave edilen MS ve
MS, besiyerlerinde siirgiin ve kok olusumu icin kiiltiire alinmistir. Farkli biiyiime
diizenleyicileri arasindan 0.5 mg/L GA3 + 0.04 mg/L. KIN meristemin ilk asamasi i¢in
en iyi olarak bulunmustur. ilk gelisen meristem MS, besiyerinde ve BA (6- Benzil
adenin) ve IBA (Indol biitirik asit) iceren MS besiyerinde alt kiiltiire alinmistir. IBA
‘nin siirglin ve kok gelisiminde etkili oldugu goriilmiistiir. GA3’ lin siirglin olusturmada
en etkili besiyeri oldugu goriilmiis olup kok olusumundan sonra bitkilerin basarili
sekilde dis ortama aktarildig1 ve her birinin gelisimlerinin normal ve virlissiiz oldugu
belirtilmistir (Nagip vd., 2003).

Embriyonik kallus iiretimi i¢in olgunlagsmamis bugday embriyolar: kiiltiirii ile
ilgili ¢alismada, embriyonun ii¢ gelisim asamasinda 2,4-D (2,4-Diklorofenoksi asetik
asit) konsantrasyonunun bugday olgunlagsmamis embriyo Kkiiltiiriinlin morfogenesisi

lizerine etkileri arastirilmistir. 2 mg/L 2,4-D’nin  embriyogenesise etkisi olan
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morfogenesis i¢in en iyi oran oldugu ve kallusun birinci ve ikinci gelisim asamasinda 2
mg/L. 2,4-D kosantrasyonunda olustugu goriilmiistiir. Yiiksek embriyogenik kallus
tiretimi MS+B5 besiyerinde gozlenmistir. Bu nedenle, bugdayda embriyogenik kallus
iretimi i¢in birinci ve ikinci gelisim asamasinin 2 mg L 2,4-D konsantrasyonunda
uygun oldugu goriisiine varilmistir (Haliloglu, 2002).

Helianthus annuus’ un zigotik embriyolarinin in vitro ortamda kiiltiirii ile
adventif silirglin ve somatik embriyo olusumu ile yapilan arastirmada, ayciceginin
olgunlasmamis zigotik embriyolarinin ayni tip hiicrelerinden siirgiin olusumunun ve
somatik embriyo gelisiminin kullanilan medyumdaki seker konsantrasyonuna bagli
oldugu goriilmiistiir (Charriere vd., 1999).

Delonix regia (Boger)’da somatik embriyo itiretimi, Delonix regia’da somatik
embriyogenesis, olgunlasmamis tohumlarin kiiltiiriiyle basarilmistir. 2,4-D ve 6- BA
igeren iki kiiltiir medyumu olusturulmustur. Isaretli olgunlasmamis zigotik embriyolar,
olgunlagsmamis tim tohumlar, yarisi kesilmis olgunlasmamis tohumlar olmak {izere ii¢
farklr eksplant kullanilmistir. Kiiltiiriin basariyla gergeklestigi, kallusun, medyum ve
eksplant tipine gore olusum gosterdigi goriilmiistiir (Myers, 2004).

Cimlenen Zea mays L. tohumlarinin siirgin apikal meristeminden bitki
rejenerasyonunu etkileyen faktorler ile yapilan arastirmada, misir tohumlarinin apikal
eksplantlarindan coklu siirgiin kiiltiiriiniin rejenerasyonunda, kiiltiir ortaminin, ¢evrenin
ve genotipik faktorlerin etkileri arastirilmistir. Fideler icin siirglin gelisim frekansi en
yiiksek 4—5 cm boyunda oldugunda bulunmustur (Li vd., 2002).

Oregano (Origanum vulgare x applii)’ nun meristem uglarinin mikrogogaltimi
ile ilgili ¢alismada, mikrogogaltim i¢in sterilizasyon siiresince siirgiin uglarina zararin
azaltilmasiyla ilgili bir yontem gelistirilmistir. Yesil tipine oranla basit siirgiin kisimlar1
daha hassas bulunmustur. In vitro ortamda gelisen geng bitkilerden alman meristemler
kiiltiir stiresince dis ortamda yetisenlere oranla az oksidasyon yapmislardir. Biiylime
diizenleyicilerinden BA ve NAA‘ in ¢esitli konsantrasyonlarinin O. vulgare x applii’
nin mikrogogaltimi iizerine etkileri arastirilmistir (Goleniowski vd., 2003).

Tehlike altindaki odunsu tiirlerden, Maclura tinctoria’nin kallus kiiltiiriinden
bitki rejenerasyonu ile yapilan ¢alismada, baz1 dogal tiirlerden dormansi periyodu ile
birlikte diisiik frekansli ¢imlenme oOzelliginde tohumlar {retilmistir. Bu oOzellikler,

seksiiel ¢ogaltima bagl yeni fenotiplerin olusumunu zorlastirmigtir. Maclura tinctoria
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diistiik frekansli tohum ¢imlenmesi ve odunlarinin yaygin olarak kullanimi nedeniyle
tehlike altinda kalmistir. 10.74 uM NAA + 4.43 uM BA igeren odunsu bitki medyumu
(WPM) kullanilarak nod segmentlerinden kallus olusumu gergeklesmistir. Yiiksek
frekansta siirgiin olusumu 4.03 pM NAA + 4.43 BA igceren WPM besiyerinde
goriilmiistiir. Kok olusumunda ise, IBA ve aktif komir etkili oldugu goriilmiistiir
(Gomes vd., 2003).

Vetiver (Vetiveria zizanioide Nash)’in kallus kiiltiirii ile bitki rejenerasyonunda
amag, germplazm kaynagindan vetiver’in hiicre siispansiyon kiiltiiriinii ve kallus vb.
kiiltiirlerden etkin bitki rejenerasyonunu saglamaktir. Optimum hiicre ¢ogalmasi 10 uM
24-D ve 10uM prolin igeren sivi Ng medyumunda goriilmistir. Hiicre
stispansiyonunun kat1 MS besiyerine aktaridiginda koloni olusturdugu gézlenmistir. Son
olarak yeni besiyerine aktarmada %65 oraninda bitki olusumu gozlenmistir
(Prasertsongskun, 2003).

Anthurium andreanum bitkisinin rejenerasyonu ile ilgili caligmada, etkin
rejenerasyon sistemi olusturmak i¢in tohumlar 2.2 pM BA igeren medyumda
cimlendirilmistir. Iki hafta sonra, tohmlarm %74’iiniin ¢imlendigi goriilmiistiir. Dort
hafta sonra bu bitkicikten alinan kiigiik pargalar 4.4 uM BA ve 0.05 uM NAA igeren
medyumda alt kiiltiire alinmistir. Herbir eksplantta siirgiin olusumu gozlenmistir.
Cimlenen tohumlarin dort haftalik in vitro bitkisi ile kii¢iik parcaciklardan olusan
bitkicikler kallus olusumu gostermistir. Bu dokular 8.9 uM BA ve 2.7 uM NAA igeren
besiyerinde alt kiiltiire alinmistir. Alti hafta sonra kalluslarin gelistigi ve topraga
aktarilanlardan %80’inin gelisme gosterdigi gézlenmistir (Vargas vd., 2004).

Keten (Linum usitatissimum L.) hipokotil eksplantlarinda yaralanan yiizeyin
arttirilmasi kallustan gelisen siirglin frekansini yiikseltmistir. Bu arastirmada, keten
bitkisinin hipokotil eksplantlarinda, epidermis tabakasi soyularak yaralanan yiizeyin
genigletilmesi ile Agrobacterium inokulasyonundan sonra transgenik olmaya aday
stirgiin frekansinin arttirilmasi amacglanmigtir. Soyulmamis hipokotil eksplantlarinda
kallus agirligi, siirgiin olusturan hipokotil yilizdesi, eksplant basina siirgiin sayist ve
petrideki siirgiin sayis1 sirastyla 0.8 g, %40, 4.24 adet ve 16.96 adet olarak
belirlenmigtir. Diger taraftan, epidermis tabakasi soyuldugunda, kallus agirliginin,

stirgiin olusturan hipokotil ylizdesinin, eksplant basina siirgiin sayisinin ve petrideki
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siirglin sayisinin sirastyla 1.35 g, %58.75, 8.15 adete ve 47.88 adete yiikseldigi
goriilmistiir (Yildiz ve Er, 2002).

Diploid Diyarbakir karpuzu (Citrullus lanatus cv. ‘Siirme’) kotiledonlarindan
adventif silirgiin organogenezisi ve bitki rejenerasyonu incelenmistir. Diploid Diyarbakir
karpuzunun kotiledonlarindan 3 haftalik kiiltiir sonucunda adventif siirgiinler
olusturulmustur. Siirglin organogenesisi iizerine iki tip sitokinin, benzil aminopiirin
(BA) ve kinetinin farkli konsantrasyonlarinin etkileri arastirilmistir. Eksplant basina
olusan siirgiin sayis1 bakimindan en iyi sonug, 0.5 mg/l BA icerenbesi ortamindan elde
edilirken bu oran ayn1 zamanda kinetinin en iyi sonu¢ veren konsantrasyonundan
yaklagik %50 daha fazla oldugu tespit edilmistir. Elde edilen siirglinlerin in vitro
ortamda koklenmesi, NAA ile desteklenen MS besi ortamina aktarilmasiyla elde
edilmistir. Rejenere edilen bitkilerin %50 ‘den fazlasi basarili bir sekilde topraga
ekilmigtir. Sonug¢ olarak, yiiksek kaliteli diploid Diyarbakir karpuzunun in vitro
yontemle cogaltilabilecegi ve gelistirilen bu yontemin, karpuz ¢esitlerinin 1slahinda
kullanilabilecegi gosterilmistir (Piring vd., 2003).

In vitro kosullarda korunga (Onobrychis viciifolia Scop.)’nin hizli ¢ogaltimi i¢in
bir yontem gelistirilmistir. Biiylime ortamindaki bitki biiylime diizenleyicilerinin orani
optimize edildikten sonra, farkli konsantrasyonlardaki 6- benzylaniopiirine (BAP), IBA
ve NAA ilave edilen MS ortaminda, tek bir embriyodan, 8 hafta icerisinde ¢ok yiiksek
oranda siirgiin ¢cogaltimi elde edilmistir. En yiiksek siirgiin ¢ogaltimi, 2 mg/L BAP ile
IBA’nin 0.05 ve 0.1 mg/L’ lik ortamlarindan ve 2 mg/L BAP ile NAA’nin 0.05, 0.1 ve
0.5 mg/L ‘lik ortamlarindan veya 8 mg/LL BAP ile 0.05 mg/L NAA ortamindan elde
edilmistir. En yiiksek siirglin boyu yalnizca 2 mg/L. BAP’nin bulundugu ortamda
gozlenmistir. Elde edilen siirgiinlerin 1 mg/L IBA iceren MS ortaminda 4 hafta
icerisinde %60 oraninda koklendirilerek, normal bitkiler haline geldigi belirtilmistir
(Sancak, 1999).

Ayg¢icegi (Helianthus annuus L.)’ nin kotiledonlarindan rejenerasyonda,
etilen’in rolii arastinlmistir. Yiksek frekansta siirgiin organogenesisini igeren
rejenerasyon, aygiceginin 30 genotipinde olgun kotiledon dokularindan tanimlanmistir.
Kotiledon eksplantlar1 i¢in 3 giin sivi MS besiyerinde inkiibasyona birakilmis sonra,
aynmi besiyerinde alt kiiltiire alinmistir. 4 hafta sonra siirgiinler koék olusumu igin

besiyerine aktarilmistir. Daha sonra koklenen bitkilerin dis ortama basariyla
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aktarilmasiyla fertil bitki olusumunun goriildiigii ve siirglin gelisiminin etilenle arttig
belirtilmistir (Chraibi vd., 1992).

Olgun ayg¢igegi kotiledonlarindan yiliksek oranda bitki rejenerasyonu
gerceklestirmenin amaglandigi calismada, ayciceginde doku kiiltiirliniin  verimlilik,
kolay tiretim ve gilivenilirlik gibi karakterlere bagli oldugu gorilmiistiir. Bitki
rejenerasyonunda en ¢ok kullanilan yontemin, olgunlasmamis embriyolarla ¢ogaltim
yontemi oldugu belirtilmistir. Kotiledonlar kullanilarak en etkili rejenerasyon yontemi
uygulanmistir. Eksplant tipine, yasina ve genotipine gore besiyerine hormon ve nitrojen
eklenmistir. Rejenere olan bitkiler dis ortama aktarilmis ve tohumlarin herbirinden bitki
olustugu gozlenmistir. Eksplantin izole olmasindan topraga aktarimina kadar 4-6 ay
stire gectigi belirtilmistir (Knittel vd., 1990).

Aygcigegi (Helianthus annuus L.) olgunlasmamis embriyolarindan fertil bitki
olusumuyla ilgili ¢alismada, olgunlasmamis embriyolarin hipokotillerinden fertil bitki
olusturulmustur. Olgunlasmamis embriyolar, zigotik ve somatik embriyo gelisimine
uygun besiyerinde Kkiiltiire alinmiglardir. Besiyerinde siirgiin ve kok olusumu
gozlenmistir. Geng bitkicikler topraga aktarilmistir. Bu yontem alti farkli kiiltiirde
uygulanmistir. Aycicegi olgunlasmamig embriyolari i¢in kullanilan bir yontemdir
(Freyssinet ve Freyssinet, 1988).

Aygiceginde (Helianthus annuus L.) kallus firetiminin  ve siirglin
rejenerasyonunun gerceklestigi calismada, ayciceginin yaprak ve kotiledon pargalari,
siirglin ucu ve hipokotil segmentleri g¢esitli konsantrasyonlarda oksin 2,4 —D veya
sitokinin 6 — BAP igeren MS besiyerinde geligsmistir. Eksplant tipine ve hormonal
davranigina gore farkliliklarin olabildigi gdsterilmistir. 6 —-BAP’nin farkli eksplantlardan
kallus olusumunda etkili oldugu ve 2.4 —-D’ de yavas gelisim saglandig1 belirtilmistir. 6
—BAP tarafindan bir¢ok kallusun gelisimiyle in vitro ortamda siirgiin olugsmunun
saglandig1 gosterilmistir (Greco vd., 1985).

4°C’de saklanan aksillar tomurcuklardan siirgiin ¢ogalmasiyla cayin (Camellia
sinensis (L.) O.Kuntze) iiretilmesinin amaglandigi c¢aligmada, mikropreperasyon ve
yapay tohum teknikleriyle germplazm’ da etkili degisikliklerin yapilabildigi ve 6zellikle
cay yetistirilen iilkelerde basartyla uygulanan muhafaza yontemi oldugu gosterilmistir.
Cay embriyolar1 diisiik muhafaza kapasitesine sahiptir. Nod eksplantlar1 laboratuvar

kosullarinda kiiltiirde diisiik sicaklikta (40C) 15, 30, 45 ve 60 giin MS1’e, sonra
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hormonsuz MS besiyerine aktariimistir. 4°C” de muhafaza edilmesine ragmen tomurcuk
olusumunu etkilemedigi goézlenmistir. Diisiik sicaklikta muhafazanin 15 giinle birlikte
gelisim siiresini azalttig1 belirtilmistir. 4°C’de tomurcuklarin 25°C’de muhafaza edilene
oranla daha kisa zamanda (15 giinde) gelistigi gortilmistiir. Siirglin olusumunun ise
diger alt kiiltiirlerde goriildiigi belirtilmistir (Mondal vd., 2002).

Germplazm muhafazasinda doku kiiltiirii ve dagiliminin etkisi arastirilmis ve
doku kiiltiiriiniin bitki materyalinin ¢oklu {iretiminde, muhafazasinda, saklanmasinda ve
dagilmasinda etkili bir yontem oldugu gosterilmistir. Egsiz bitki germplazm’im
muhafaza etmekle filizlenme, ¢ogalma ya da bitkiyi yayma agisindan, zamandan,
yerden ve laboratuvar ihtiyaglarindan kazang saglanir. In vitro saklanan bitkiler aylarca,
yillarca muhafaza altinda tutulabilir. Bitkiler 4°C’de aylarca yeni besiyerine
aktarilmadan kalabilirler. Az soguga toleransh bitkiler bile oda sicakliginda minimal
diizeyde muhafaza edilmislerdir. In vitro saklama germplazm muhafazisinda
kullamilmistir ve bitki genotipini ¢ogalabilme 6zelliklerini igermistir. in vitro apikal
meristemin ¢ogalmasinin, saglikli germplazm stoklar1 igin viriissiiz bitki eldesinde

onemli oldugu belirtilmistir (Barbara, 2005).

2.6. Bitki Hakkinda Genel Bilgiler (Helianthus annuus L. (Aycicegi))

Alem: Plantae
Boliim: Magnoliophyta
Sinif: Magnoliopsida
Takim: Asterales
Familya: Asteraceae
Cins: Helianthus
Bilimsel Adi: Helianthus annuus Linnaeus
Aygigegi (Helianthus annuuus L.) Asteraceae familyasindan sari renkli biiyiik

cicekleri olan, boyu 1-2 m. civarinda, sert govdeye sahip, parcasiz, liggen bi¢imli, tiiylii,
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yesil renkli, sert ve biiyiik yapraklari olan, sert ve kisa tiiylii bir yillik otsu bir bitkidir
(Eken, 2004). C3 bitkileri arasinda en verimli olanidir. Ayciceginin C4 bitkilerine
nazaran en biiyilik avantaj1 sulandiginda %100’e yakin verim artis1 saglamasidir. Yabani
ayciceginin ilk yetistigi yer olarak Kuzey Amerika bilinmektedir. Kanada’nin
merkezinden Meksika’nin kuzeyine dogru yayilma gosterir (Duke, 1983). Diinyada
soya ve yerfistigindan sonra tigiincii siray1 alan onemli bir yag bitkisidir. Aygicegi,
tilkemiz ekonomisi agisindan en 6nemli yagl tohumlu bitkilerden biridir. Yetistiriciligi
yapilan yagl tohumlu bitkiler i¢inde, ekim alani ve iiretim miktar1 bakimidan birinci
sirada yer almaktadir. Tohumlart %40-50 oraninda yag icermekte olup, bitkisel yag
tretimimizin %65°1 aycigeginden elde edilmektedir. %40-45 oraninda elde edilen
kiispesi %30—40 oraninda protein igermekte olup, degerli bir yem olarak hayvan
beslenmesinde kullanilmaktadir. Yemeklik yag disindaki yaglar, sabun ve boya
sanayide degerlendirilmekte, saplar1 da yakacak olarak kullanilmaktadir. Ayrica,
aycicegi tohumu cerezlik olarak da tliketilmektedir. Oldukga saglikli olan aygigegi
cekirdegi, findik tiirii diger kabuklu iirlinlerle karsilagtirildiginda protein bakimindan
zengindir. Potasyum ve vitamin E bakimindan da zengin olan aygigegi cekirdegi,
onemli bir linoneik asit kaynagidir (Duke, 1983).

Derin ve kazik kok sistemine sahip olmasi nedeniyle, kurakliga dayanimi
fazladir. Aycicegi, kara iklim kusaginda ve iliman iklim yagisli bolgelerinde de
yetistirilebilmektedir. Her tiirlii toprakta yetismesine ragmen, iyi drenajli, nétr PH /6.5-
7.5)’a sahip, derin, rutubetli, iyi nem tutan humuslu, organik maddelerce zengin
topraklarda 1yi yetisir. Ciinkii iyi ¢imlenebilmesi i¢in toprakta yeterince nem
bulunmalidir. Bitki asiditesi yliksek olan topraklardan hoglanmaz (Eken, 2004).
Aycicegi giinesli ortamlar1 seven bir bitkidir. Isig1 sevdigi i¢in bulutlu havalardan ¢ok
etkilenir. Ciceklenme ve tohum baglama donemlerinde havanin bir ay siireyle kapali
olmasi tane verimini %30 diisiirmektedir. Ay¢i¢eginin ¢imlenmesi i¢in en az toprak
sicakligi 8-10 °C olmahdir. Aygicegi soguga dayaniklidir ancak 1sinmn — 4 °C’nin altina
diismesiyle olusan dondan oldukca fazla etkilenir. Ayciceginin en Onemli zararlisi
orobang parazitidir. Orobans, koklerin gelistigi sirada kokler iizerine tutunarak beslenir.
Bunun yaninda diger hastaliklar ay¢igegi mildiydsii, sap, kok ve tabla giiriikliikleridir.
Aycigeginde orobans zarari, topraktan fazla potasyum kaldirmaktadir. Bu nedenle aym

tarlaya iist iiste aycicegi ekilmesi iyi degildir (Eken, 2004). Ayciceginde bulunan E
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vitamini gibi antioksidan maddelerin fazlaligi, viicudun kansere karst direncini

arttirmaktadir. Ayciceginin ¢ekirdekleri idrar atic1 ve gogiis yumusaticidir (Duke, 1983).

2.6.1. Aygicegi iiretiminin Diinya’daki durumu

Diinya ay¢icegi iiretim miktar1 2001 ve 2003 yillar itibariyle incelendiginde,
dengeli bir seyir izleyerek arttig1 goriilmektedir. 2003 yil1 verilerine gére Rusya diinya
capinda en ¢ok aycicegi iireten lilke konumundadir ve toplam diinya ayg¢icegi liretiminin
%16’s1n1 bu iilke karsilamaktadir. Rusya’da 1860 yilinda baglayan yag tiretim miktari
%28’den %50°lere artmustir. Daha sonra Ukrayna, Arjantin, Amerika ve Cin diinya
aycicegi liretiminde en ¢ok paya sahip iilkelerdir. Bu siralamada Tiirkiye 8. sirada yer
almaktadir. Aycicegi diinyada ve Tiirkiye’de en 6nemli yag bitkilerinden biridir (Eken,
2004).

2.6.2. Aycicegi iiretiminin Tiirkiye’deki durumu

Eskiden iilkemizde tereyagi, kuyruk yagi, i¢ yagi ve zeytinyagi tiiketimi
yayginken, daha sonralari insanlarimizin tiiketim aligkanliklar1 degiserek kullanilan
yagin %69’unu bitkisel yaglar olusturmustur (Eken, 2004). Artan niifusa paralel olarak
iilkemizin bitkisel yag ihtiyac1 giderek artmaktadir. Ulkemiz insanmin bitkisel yag
tilketiminde ¢ogunlukla ay¢igegi yagini tercihi ve gerekli bitkisel yagin yarisini
disaridan ithal etmek zorunda olmamiz, son yillarda aygigceginin Onemini giderek
arttirmaktadir (Kaya, 2004). Kullanilan bitkisel yaglarin %57’sini aygigegi yagi

olusturmaktadir. Aygigeginin {ilkemizdeki en Onemli tiiketim sekli yagliktir.
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Ayg¢igeginin hem sivi yag hem de margarin sanayinde kullanilmasi degerini daha da
arttirmaktadir. Tiirkiye’de yillik kisi basi bitkisel yag tiiketimi 20 kg. civarindadir.
Tiirkiye’deki aygigegi ekilis alanlarmin %73’ ii Trakya- Marmara, %13’ ii i¢ Anadolu,
%10’ u Karadeniz, %3’ i Ege ve %1’ i Dogu ve Gilineydogu Anadolu bolgelerindedir
(Eken, 2004).

2.6.3. Aycicegi 1slahinda giincel uygulamalar ve yakin gelecekte yapilacak

calismalar

Aycigeginde bugiine kadar yapilan gerek klasik 1slah, gerekse biyoteknolojik
metodlar ile iistiin verim ve kalite 6zelliklerine sahip bir¢cok hat ve cesitler gelistirilmis,
hastaliklara, orobansa ve zararlilara dayanikli, yabanci ot ilaglarina dominant olan
hibritler elde edilmistir.

Genis bir genetik ¢esitlilige sahip aygicegi tiirlerinden, embriyo ve doku kiiltiirii
vb. metodlar yardimiyla istenilen karakterlerdeki bu genis varyasyonun kiiltlir yapilan
tirlere aktarilmasi1 saglanmakta ve bu yondeki caligmalar yogun olarak devam
etmektedir. Halen in vitro kiiltiiriiyle hastaliklara ve kuraga dayaniklilik genlerin tespiti,
Agrobacterium tumefaciens kullanilarak diger tiirlerden aygicegine yabanci genlerin
aktarilmasi, anter ve mikrospor kiiltiirliyle double haploidlerin elde edilmesi gibi
yontemler kullanilarak aycigceginde onemli 6zelliklerin genetik haritalarinin ¢ikarilmasi,
aycicegi biyoteknolojisinde elde edilmis basarilardir.

Gelecekteki calismalar oncelikle, daha ¢ok ayciceginde onemli problem olan
hastalik ve zararlilara dayanikliligin belirlenmesine yonelik gen haritalarinin ¢ikarilmasi
ve genis alanlarda ekilen ayciceginde olusan kurakliga dayanikli genlerin

belirlenmesine yonelik olacaktir (Kaya, 2004).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyallerin Elde Edilmesi

Calismada kullanilan ay¢icegi (Helianthus annuus L.) tohumlari, Edirne Trakya
Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden temin edilmistir. Calisma, kontrol ve deney grubu
olacak sekilde planlanmistir. Kontrol grubu bitkileri olarak yiizey sterilizasyonu
yapilmis tohumlar kum kaplarina her kaba 10 tohum gelecek sekilde ekilmistir. Bunlar
Biyoloji Bolimii Doku Kiiltiirii Labotaratuvari’nda 25-26°C’de  ¢imlenmeye
birakilmistir. Gilinliikk olarak kontrolleri yapilan bitkiler 810 yaprakli olduklarinda
gbvdelerinden kesitler alinmistir. Bu kesitler safranin boyasi kullanilarak 50°C’de
hazirlanmis gliserin-jelatin (%50 gliserin- %50 jelatin) ortami ile kapatilip daimi
preperat haline getirilmistir. Kesitler 151k mikroskobu ile incelenip Olympus CH 2
fotomikroskobu ile fotograflari ¢ekilerek anatomik 6zellikleri belirlenmeye ¢aligilmistir.
Ayrica kontrol grubu bitkilerinden kok uglar1 alinarak aseto-orsein boyasi ile ezme
preperasyon yontemi kullanilarak mitoz preperatlari hazirlanmistir. Bu preperatlar daimi
hale getirilip hem 151k mikroskobu ile hem de fotomikroskop ile elde edilen goriintiileri
tizerinde mitotik aktiviteyi belirlemek amaciyla mitoz bdliinme asamasindaki hiicreleri
saptanmustir.

Deney grubu bitkilerini elde etmek i¢in tohumlardan ¢ikartilan olgun
embriyolar kullanilmigtir. Bu amagla tohumlara yiizey sterilizasyonu (2 dakika %70
alkolde, 2 dakika steril destile suda, 2 dakika %10’luk sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde,
ikiser defa 2 dakika siireyle steril destile suda bekletilmistir) islemi uygulanmistir. Daha
sonra steril kabin igersinde embriyolar ¢ikartilarak tekrar yiizey sterilizasyon islemi (1
dakika siire ile %70 alkolde, 1 dakika siire ile steril destile suda, 1 dakika siire ile %
10’luk sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde, ikiser defa 1’er dakika siire ile steril destile suda
bekletilmistir) yapilmistir. Bu embriyolar, igerisinde 0,5 mg/l BAP ve 0,1 mg/l NAA
hormonlar1 bulunan Murashige ve Skoog (MS) Basal Salt Micronutrient Solution

(Sigma) besiyeri iceren petri kaplarina herbir kaba 10 embriyo gelecek sekilde ekimi
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yapilarak énce karanlik ortamda, daha sonra 25-26°C’de 16 saat aydinlik 8 saat karanlik
periyotta iklim dolabinda gelismeye birakilmistir (Sekil 3.1.1.).

Sekil 3.1.1. Petri kabina ekimi yapilmis embriyolar

Bu embriyolar her giin kontrol edilerek gelisimleri izlenmis ve yaklagik olarak
5-7 giin sonunda gelismeye basladiklar1 gézlenmistir. Gelismeye baslayan embriyolar,
icerisinde yeni besiyeri bulunan biiyiik kiiltiir kaplarina alinmistir. Daha sonra 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik periyodu olacak sekilde 25-27°C’de iklim dolabinda
gelismelerini siirdiirmeleri saglanmistir. 10 giin sonunda kiiltiirdeki embriyolarda, kok
gelisiminin, 13-15 giin sonra ise govde ve yaprak olusumlarinin meydana geldigi
gozlenmistir. Daha sonra bu fideler steril sartlarda yeni besiyeri igeren biiylik kiltiir
kaplarina alinmistir. Bu kaplarda biliylimeye birakilmistir. Bitkiler 4-6 yaprakh
olduklarinda tekrar yeni besiyeri iceren kaplara aktarilmistir. Bunlardan 10 tanesi
+4°C’de 30 giin siireyle bekletilmek iizere ayrilmistir. Digerleri de iklim dolabinda 25-
27°C’de 16 saat aydinlik 8 saat karanlik periyotta gelismeye birakilmustir. 30 giinliik
siire sonunda soguk ortamda bekletilen ve iklim dolabinda 25-27°C’de 16 saat aydinlik

8 saat karanlik periyot ortaminda bekletilen bitkilerdeki anatomik degisimleri incelemek
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icin govde kesitleri alinmistir. Bu kesitler safranin boyasiyla boyanarak gliserin-jelatin
yontemiyle kapatilmis ve daimi hale getirilmistir. Isik mikroskobu ile incelemeler
yapilarak fotomikroskop ile fotograflar1 ¢ekilmistir. Sogukta muhafaza edilen bitkiler
ile iklim dolabinda 25-27°C’de 16 saat aydinlik 8 saat karanlik periyot ortaminda
yetistirilen bitkiler arasindaki mitotik aktiviteyi karsilastirmak i¢in her iki gruptan
aliman kok uclarina aseto-orsein boyasi kullanilarak ezme preperasyon yontemi
uygulanmis ve preperatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir. Bu
preperatlar {izerinde 151k mikroskobu incelemeleri yapilarak mitoz boéliinme halindeki
hiicreler sayilmistir. Ayrica bu preperatlardan ¢ekilmis fotograflar lizerinde de ayni

degerlendirmeler yapilmistir.
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4.BULGULAR

Calismada kontrol grubuna ait bitkilerin gdvde anatomileri ve mitotik
aktiviteteleri, deney grubu bitkileri ile karsilastirilma amaciyla incelenmistir. Deney
grubu olarak planlanan bitkiler embriyonik kiiltlir yontemiyle elde edilmis olup bunlarin
bir kismi sogukta muhafaza yontemiyle bekletildikten sonra gévde anatomileri ve
mitotik aktivitleri incelenmistir. Bir kismi ise dogrudan kiiltiirde yetistirildikten sonra

alinarak ayni incelemeler yapilmistir.

4.1. Morfolojik Bulgular

Kontrol grubu bitkilerini elde etmek i¢in kumlu ortamda yapilan ¢imlendirme
denemelerinde ortalama 7 giinliik siire sonunda %83 oraninda ¢imlenme ger¢eklesmistir
(Cizelge 4.1.1.). Bu bitkiler normal gelisme gdstermis olup 30 giinliik siire sonunda kok,

gdovde ve yaprak gelisimi gostermistir ( Sekil 4.1.1.).
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Cizelge 4.1.1. Kum ortamina ekilen tohumlarin ¢cimlenme sayilari

Deneme No | EXilen tohum | Cimlenen tohum
Sayis1 sayis1

1 10 7

2 10 10

3 10 7

4 10 8

5 10 9

6 10 10

7 10 8

8 10 8

9 10 7

10 10 9
Toplam:10 | Toplam:100 Toplam:83

Sekil 4.1.1. Kum ortaminda ¢imlenmis fideler
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Deney grubu embriyo kiiltiirii bitkilerini elde etmek i¢in petri kaplarina ekilmis
olan embriyolar, 25-27°C’de karanlik ortam sartlarinda iklim dolabinda
bekletildiklerinde 5—7 giinliik periyot sonunda %85 oraninda gelisim gostermislerdir
(Cizelge 4.1.2.). Daha sonra 16 saat aydinlik 8 saat karanlik periyodunda ve 25-27
°C’lik sicaklikta gelismeye birakilmislardir. Bu siire sonunda gelisme gosteren
embriyolar yeni besiyeri konulmus petri kaplarma seyreltilerek aktarilmistir (Sekil
4.1.2.). Bu fidelerde yaklasik 10 giin sonra kok, 13—15 giin sonra gévde ve yaprak
olusumu baglamistir. Gelisen bu fideler yeni besiyeri bulunan biiyiik kiiltiir kaplarina
aktarilarak iklim dolabinda 16 saat aydinlik 8 saat karanlik periyodunda 30 giin siireyle
ve 25-27 °C’lik sicaklikta gelismeye birakilmistir. Bu fidelerde normal yapraklarin
olustugu ve besiyeri igersinde ¢cok sayida kok olusumu gozlendigi belirlenmistir (Sekil

4.13,4.14.,4.15.,4.1.6.).

Cizelge 4.1.2. Petri kabinda gelisen embriyo sayilari

Deneme No | Embriyo sayis1 | Gelisen embriyo
sayi1sl

1 10 8

2 10 7

3 10 10

4 10 9

5 10 8

6 10 8

7 10 10

8 10 7

9 10 9

10 10 9
Toplam:10 Toplam:100 Toplam:85
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Sekil 4.1.2. Seyreltilerek aktarilan embriyolarin 5 giinliik siirede gelisimi

Sekil 4.1.3. Biiyiik kiiltiir kaplarinda gelisme gosteren fideler
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Sekil 4.1.4. Kiiltiir ortaminda 8 giinliik periyotta kok olusumu

Sekil 4.1.5. Kiiltiir kaplarinda gévde ve yaprak gelisimi
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Sekil 4.1.6. 30 giinliik siirede meydana gelen gelisme

Embriyo kiiltiiriinde yetistirilen bitkiler 4—6 yaprakli olunca alinan 10 fide biiyiik
kiiltiir kaplarinda yeni besiyerine aktarilarak +4°C’lik ortamda 30 giin siireyle
bekletilmistir. Bu siire sonunda bitkilerin gozlenebilir bir biliylime gostermedikleri,
ancak mevcut morfolojik yapilarimi koruduklari goézlenmistir (Sekil 4.1.7., 4.1.8.,
4.1.9.). Bitkilerin kok ve govdelerinin normal goriiniimlerini koruduklari, yapraklarinin

sekil ve renk olarak saglikli olduklar1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.1.7. +4°C’lik diisiik 1s1da 30 giin siireyle bekletilen bitkiler

Sekil 4.1.8. +4°C’lik diisiik 1s1da bekletilen bitkiler
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Sekil 4.1.9. +4°Clik diisiik 1s1da 30 giin siireyle bekletilen bitkiler

4.2. Anatomik Bulgular

Gelisen kontrol grubu bitkileri 810 yaprakli asamaya geldikten sonra alinan
gbvde enine kesitlerinde yapilan incelemelerde gévdenin en disinda tek sirali eskenar
hiicrelerden olusan epiderma tabakasinin yer aldigi goriilmiistiir. Epidermanin altinda
korteks parankimasinin bulundugu ve bu tabakanin epiderma tabakasiyla benzerlik
gosterdigi ve renk bakimindan da epiderma ile aymi renkte koyu kahverengi oldugu
goriilmiistiir. Korteks parankimasinin 9-10 sirali parankima hiicrelerinden olustugu ve
parankima hiicrelerinin aralarinda kiigiik hiicre arasi1 bosluklarin  bulundugu
gbzlenmigtir. Parankima dokusunun igerisinde dairesel bir dizilim gosteren iletim
demetlerinin yer aldigi saptanmustir. Bu iletim demetleri ile parankima dokusunun
arasinda belirgin bir endoderma tabakasmin oldugu gériilmiistiir. Iletim demetlerinin
dikotil bitkilerde oldugu gibi floem ve ksilemden olustugu ve kambiyum tabakasi

icerdigi gozlenmistir. iletim demetlerinin ksilem bolgesinde sklerankimatik hiicre
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gruplarmin yer aldigi fakat diger bolgelerde sklerankima hiicrelerinin bulunmadigi
gozlenmistir. Dairesel dizilimdeki iletim demetleri arasinda parankima hiicrelerinin
bulundugu ve 6z kollarmi olusturdugu belirlenmistir. Govdenin merkezi bolgesinde
parankimatik dokunun yer aldigi goriilmiistiir. Merkezi bolgeye dogru gidildikge
parankima hiicrelerinin biiytidiikleri gdzlenmistir (Sekil 4.2.1.,4.2.2.,4.2.3.).

oy .'."\ Wyt 8l »>

Sekil 4.2.1. Kontrol grubu gévde enine kesit (X40)
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Sekil 4.2.3. Kontrol grubu gévde enine kesit (X100)
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Kiiltiirde gelismis olan deney grubu bitkilerinden alinan goévde kesitleri
incelendiginde govdenin disinda degisken sekilli epiderma hiicrelerinin bulundugu
goriilmiistiir. Korteks parankimasinin 13—15 sirali parankima hiicrelerinden olustugu ve
hiicre aras1 bosluklarin bulunmadig1 saptanmistir. Endoderma tabakasinin fazla belirgin
olmadig1 goriilmiistiir. Iletim demetleri fazla gelisme gostermemis olmakla birlikte
govdede dairesel bir goriiniim olusturacak sekilde yer almistir. Iletim demetlerinde
floem dokusu hiicrelerinin belirgin olmamakla birlikte ksilem dokusu hiicrelerinin daha
belirgin oldugu gozlenmistir. Aralarindaki kambiyum tabakasinin da belirgin olmadig1
goriilmiistiir. Govdenin merkezi bolgesinde parankimatik doku yer almistir. Iletim
demetlerine yakin olan parankima hiicrelerinin 6z kollarin1 olusturdugu, merkezi
bolgeye dogru gidildik¢e parankima hiicrelerinin biiyiikliiklerinin arttig1r goriilmiistiir (
Sekil 4.2.4.,4.2.5.,4.2.6.).

Sekil 4.2.4. Deney grubu (kiiltiir ortaminda) gévde enine kesit (X100)
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Sekil 4.2.5. Deney grubu (kiiltlir ortaminda) gévde enine kesit (X100)

Sekil 4.2.6. Deney grubu (kiiltiir ortaminda) gévde enine kesit (X200)
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Embriyo kiiltiirinde gelisen bitkilerden +4° C’lik ortama alman ve 30 giin
siireyle bekletilen bitkilerin gévde anatomik kesitlerinde goévdenin disinda sekilleri
deforme olmus epiderma hiicrelerinin yer aldigi goriilmiistiir. Epiderma hiicrelerine
benzer sekil ve goriinlimde korteks parankimasinin bulundugu saptanmistir. Korteks
parankimasinda yer alan parankima hiicrelerinin ¢eper yapilarinin bozuldugu,
igeriklerinin koyu renkli kiimeler halinde bu doku igersinde yer aldigi, baz1 bolgelerde
ise normal yap1 ve sekillerini korudugu goriilmiistiir. Parankima dokusunun bittigi yerde
iletim demetlerini kusatan belirgin bir endoderma tabakasinin yer aldigi ve iletim
demetlerinin fazla gelisme gostermemis olmakla birlikte gdvdede dairesel bir goriiniim
olusturacak sekilde siralandii goriilmiistiir. Iletim demetlerinde floem dokusu
hiicrelerinin belirgin olmamakla birlikte ksilem dokusu hiicrelerinin daha belirgin
oldugu saptanmistir. Aralarindaki kambiyum tabakasinin da belirgin olmadig:
goriilmiistiir. Iletim demetlerininin arasinda 6z kollarimin bulundugu gozlenmistir.
Govdenin merkezi bolgesinde parankimatik doku hiicrelerinin biiyiik 6l¢iide deforme
oldugu ve iletim demetlerine yakin bdlgelerde kalintilarinin bulundugu goriilmiistiir

(Sekil 4.2.7.,4.2.8.,4.2.9.).

Sekil 4.2.7. Deney grubu (sogukta muhafaza) gévde enine kesit (X100)
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Sekil 4.2.8. Deney grubu (sogukta muhafaza) gévde enine kesit (X100)

Sekil 4.2.9. Deney grubu (sogukta muhafaza) gévde enine kesit (X200)
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4.3. Karyolojik Bulgular

Kontrol grubu olarak yetistirilmis bitkiler kok, gévde ve yaprak olusumlarini
saglikli bir sekilde tamamlamislardir. Bu bitkilerdeki mitoz bdliinme aktivitesini
incelemek i¢in hazirlanan preperatlar 1s1k mikroskobu ile incelenmis ve c¢ekilen
fotograflarda yapilan incelemelerde, kok ucundaki hiicrelerin eskenar sekilli olduklari
interfaz asamasindakilerin biiylik nukleuslu, mitoz béliinme asamasindakilerin ise
degisik evrelerde olduklar gozlenmistir (Sekil 4.3.1., 4.3.2., 4.3.3., 43.4., 4.3.5)).
Incelenen 10 preperatta degerlendirilen 892 hiicreden 205 hiicrenin mitoz bdliinmenin
cesitli evrelerinde oldugu kalan 687 hiicrenin ise bdliinme asamasinda olmadigi
gorlilmiistiir. Mitotik indeks % 22.98 olarak bulunmustur (Cizelge 4.3.1.). Bu grup

bitkilerin kromozom sayilarinin 2n=34 oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.3.1. Kontrol grubu kok ucu hiicrelerinde mitoz boliinme sayilari

Preperat Toplam Hiicre Mito; Bélijflme
Numaras1 Sayis1 Gegiren Hilcre
Sayisi
1 92 23
2 74 16
3 104 27
4 110 25
5 &3 20
6 67 12
7 88 16
8 100 25
9 84 21
10 90 20
Toplam:10 Toplam: 892 Toplam: 205
Mitotik indeks: 22,98




41

Sekil 4.3.1. Kontrol grubu bitkisi kok ucu hiicrelerinde mitoz bdliinme
gosteren hiicreler (X400)

Sekil 4.3.2. Kontrol grubu bitkisi kdk ucu hiicrelerinde mitoz bdliinme
gosteren hiicreler (X1000)



Sekil 4.3.3. Kontrol grubu bitkisi kok ucu hiicrelerinde mitoz bdliinme
gosteren hiicreler (X1000)

Sekil 4.3.4. Kontrol grubu bitkisi kdk ucu hiicrelerinde mitoz bdliinme
gosteren hiicreler (X1000)
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Sekil 4.3.5. Kontrol grubu bitkisi kok ucu hiicrelerinde mitoz bdliinme
gosteren hiicreler (X1000)

Deney grubunun normal kiiltiir ortaminda yetistirilmis bitkilerinden hazirlanan
kok ucu preperatlart incelendiginde hiicrelerinin genelde dikdortgen sekilli olduklart
nukleuslarinin biiyiik ve tanecikli yapiya sahip olduklar1 ve hiicrelerin birgogunun mitoz
boéliinmenin c¢esitli asamalarinda olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.3.6., 4.3.7., 4.3.8.,
43.9., 43.10.). incelenen 10 preperatta degerlendirilen 854 hiicreden 513 hiicrenin
mitoz boliinmenin ¢esitli evrelerinde oldugu, kalan 341 hiicrenin ise bdliinme
asamasinda olmadig1 goriilmiistiir. Mitotik indeks % 60.00 olarak bulunmustur (Cizelge

4.3.2.). Bu grup bitkilerin kromozom sayilar1 da 2n=34 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.3.2. Deney grubu kiiltlir ortaminda yetisen bitkilerde mitoz
boliinme sayilari

Preperat Toplam Hiicre Mitoz Boliinme
Sayis1 Sayis1 Gegiren Hiicre
Sayis1

1 90 63

2 75 40

3 88 54

4 103 60

5 64 39

6 81 45

7 97 56

8 101 61

9 70 43

10 85 52

Toplam:10 Toplam: 854 Toplam: 513
Mitotik indeks: 60,00

Sekil 4.3.6. Deney grubu (kiiltlir ortami1) bitkisi kok ucu hiicrelerinde
mitoz boliinme gosteren hiicreler (X400)



Sekil 4.3.7. Deney grubu (kiiltlir ortami) bitkisi kok ucu hiicrelerinde
mitoz boliinme gdsteren hiicreler (X1000)

Sekil 4.3.8. Deney grubu (kiiltiir ortami1) bitkisi kok ucu hiicrelerinde
mitoz boliinme gdsteren hiicreler (X1000)



Sekil 4.3.9. Deney grubu (kiiltiir ortami) bitkisi kok ucu hiicrelerinde
mitoz boliinme gdsteren hiicreler (X1000)

Sekil 4.3.10. Deney grubu (kiiltlir ortami) bitkisi kok ucu hiicrelerinde
mitoz boliinme gdsteren hiicreler (X1000)
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Deney grubunun sogukta muhafaza edilmis bitkilerinden alinan kok uglarindaki
hiicreler incelendiginde, hiicrelerin farkli biiyiikliiklerde olduklar1 sekillerinin
degiskenlik, nukleus biiyiikliiklerinin farklilik gdsterdigi, mitoz boliinme evresindeki
hiicrelerinin ise sayica az olduklar1 gozlenmistir (Sekil 4.3.11., 4.3.12., 4.3.13., 4.3.14.).
Incelenmis olan 10 preperatta degerlendirilen 906 hiicrede 92 hiicrenin mitoz
boliinmenin ¢esitli evrelerinde oldugu, kalan 814 hiicrenin ise bdliinme asamasinda
olmadig1 belirlenmistir. Mitotik indeks %10.15 olarak bulunmustur (Cizelge 4.3.3.). Bu

grup bitkilerin kromozom sayilar1 da 2n=34 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.3.3. Deney grubu diisiik 1s1da bekletilen bitkilerde mitoz
boliinme sayilar

Preperat Toplam Hiicre Mitoz Boliinme

Numarasi Sayis1 Gegiren Hiicre Sayisi

1 87 7

2 92 10

3 105 13

4 78 6

5 100 12

6 95 8

7 89 11

8 103 12

9 90 8

10 67 5
Toplam:10 Toplam: 906 Toplam: 92

Mitotik indeks: 10,15




48

Sekil 4.3.11. Deney grubu (sogukta muhafaza) bitkisi kok ucu hiicrelerinde
mitoz boliinme gdsteren hiicreler (X400)

Sekil 4.3.12. Deney grubu (sogukta muhafaza) bitkisi kok ucu hiicrelerinde
mitoz boliinme gdsteren hiicreler (X1000)



Sekil 4.3.13. Deney grubu (sogukta muhafaza) bitkisi kok ucu hiicrelerinde
mitoz boliinme gosteren hiicreler (X1000)

Sekil 4.3.14. Deney grubu (sogukta muhafaza) bitkisi kok ucu hiicrelerinde
mitoz boliinme gosteren hiicreler (X1000)
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5. TARTISMA

Insanlar bitkileri ¢ok eski yillardan beri degisen amaclar i¢in ya dogal ortamdan
alarak ya da kendileri yetistirerek kullanmaktadirlar. Tarih boyunca insan nufusunun
artmasi, bu artisa bagh olarak bitkilere olan ihtiyacin da artmasi bir¢ok soruna neden
olmustur. Mevcut tarim alanlarinda {iretilen bitkilerin yetersiz olmasi ormanlik alanlarin
tarim alanina doniistiiriilmesi mevcut alanlardan daha fazla iiretim saglayabilmek i¢in
cesitli teknikler gelistirilmesine gereksinim olusturmustur. Bu tekniklerin bazilar1 dogal
dengeyi bozmaz iken bazilar ise dogal dengeye zarar vermektedir. Ornegin, cevre
kirlenmesi, dogada mevcut olan tiirlerin yok olmasi, genetik yapist degistirilen
organizmalarin zararli etkilerinin olmasi dogal dengeyi bozucu etkilerdir. Bitkisel
iiretimi arttirma amaciyla tarimsal iiretime uygun olmayan ortamlarda (¢6l ve kurak
ortam) lretim yapilmasi genelde dogaya zarar vermez iken bu ortamlara uyumlu
bitkilerin elde edilmesi i¢in veya daha fazla verim saglayan bitkileri elde etmek icin ya
da hastalik ve zararllara direngli bitkiler elde etmek icin yapilan genetik caligmalar
dogal dengeyi bozucu sonuglar olusturabilmektedir. Giliniimiizde; yukarida
bahsettigimiz amaglara yardimci bir yontem olarak kullanilan bitki doku kiiltiirii
yontemi gittikge yayginlasmaktadir. Ozellikle tohum yoluyla iiretimi zor ve uzun olan
bitkilerin bu yontemle iiretildikleri bilinmektedir. Bu yontem sayesinde iiretimi zor olan
bitkiler kisa siirede ve cok sayida firetilebilmektedirler. Bu yonteme bagli olarak
gelistirilmis olan germ muhafazasi yontemi, liretimi zor olan bitkilerden iiretilmis
bitkilerin ¢esitli yontemler ile biiylimesi yavaslatilarak muhafaza edilmesine ve daha
sonra kullanilabilmelerine imkan vermektedir. Bu yontem ayrica, tohum elde
edilmesinde ve tohum olarak muhafaza edilmesi zor olan bitkilerin neslinin devamini
siirdiirmede de yardimci olabilmektedir. Kullanilan bu yontemin in vitro sartlarda
yapilmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiiglimiiz bazi morfolojik ve anatomik
degisimlerin olabilecegini planladigimiz ¢alismada, bu yonde bulgulara rastlanmustir.

Morfolojik olarak ¢alisma sirasinda, kontrol grubu ve deney grubu bitkilerinde

onemli farkliliklar olugsmamustir. Ancak, kiiltiir ortaminda yetistirilen ve sogukta
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muhafaza edilen bitkilerde iklim dolabindan laboratuvar ortamina ¢ikarildiklarinda
gecici olarak bazi bozulmalar gézlenmistir.

Elde edilen anatomik bulgulara gore; govdenin en disinda bulunan epiderma
tabakasi, kontrol grubu bitkilerinde tek sirali olup eskenar hiicrelerden, deney grubu
bitkilerinde ise degisken sekilli hiicrelerden olugmustur, sogukta muhafazaya alinan
bitkilerde ise epiderma hiicrelerinin bazilarinin deforme oldugu goriilmiistiir.

Epidermanin altinda yer alan korteks parankimasinin, kontrol grubunda
epiderma tabakasiyla benzerlik gosterdigi ve 9-10 sirali parankima hiicrelerinden
olustugu, hiicre aras1 bogluklarin bulundugu goriilmiistiir, deney grubu kiiltiir ortaminda
gelisen bitkilerde ise korteks parankimasinin 13-15 sirali parankima hiicrelerinden
olusup hiicre aras1 bosluk icermedigi, sogukta muhafaza edilen deney grubu bitkilerinde
ise korteks parankimasinin epiderma hiicrelerine benzer sekil ve goriiniimde oldugu ve
parankima hiicrelerinin ¢eper yapilarinin bozuldugu goriilmiistiir.

Endoderma tabakasinin, deney grubu kiiltiir ortaminda yetisen bitkilerde fazla
belirgin olmadigi, kontrol grubu ve sogukta muhafazaya birakilan deney grubu
bitkilerinde ise iletim demetleri ile parankima dokusunun arasinda yer aldig1
gorilmiistiir.

[letim demetlerinin her ii¢ grupta da gdvdede dairesel bir goriiniim olusturacak
sekilde siralandigi, kontrol grubu bitkilerinde iletim demetlerinin floem ve ksilemden
olusup kambiyum tabakasi icerdigi, deney grubu bitkilerinde ise iletim demetlerinin
fazla gelisme gostermedigi fakat ksilem dokusu hiicrelerinin floem dokusu hiicrelerine
gore daha belirgin oldugu, aralarindaki kambiyum tabakasinin ise belirgin olmadigi
goriilmiistiir.

Kontrol grubu ve kiiltiirde yetisen deney grubu bitkilerinde iletim demetleri
arasinda 6z kollarina rastlanmistir ve govdenin merkezi bolgesine dogru gidildikce
parankima hiicrelerinin biiyiikliiklerinin arttif1 gézlenmistir, sogukta muhafaza edilen
deney grubu bitkilerinde ise govdenin merkezi bolgesinde parankimatik doku
hiicrelerinin biiyiik 6l¢lide deforme oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen karyolojik bulgulara gore; mitotik aktivite degerlerinin, kontrol
grubunda ve sogukta muhafaza edilen deney grubunda oldukga diisiik oldugu, kiiltiir
ortaminda gelisen deney grubu bitkilerinde ise mitotik aktivitenin yiiksek degerde

oldugu goriilmiistiir. Mitotik indeks degerleri, kontrol grubunda %?22.98, deney grubu
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kiiltir ortaminda %60.00, deney grubu sogukta muhafazada %10.15 olarak
bulunmustur. Ayrica, tiim gruplarda kromozom sayisinin 2n=34 oldugu belirlenmistir.

Bitki doku kiiltiirii ve embriyo kiiltiirii ile ilgili birgok calisma degisik amaclarla
yapilmis olmakla birlikte sogukta muhafaza yontemiyle yapilan calismalarin daha az
oldugu gorilmiistiir. Bu konularda, daha oOnce yapilmig caligsmalarin bir kismi
asagidadir:

Ozgen vd. (1997), yonca ile ilgili yaptiklar1 bir ¢alismada en fazla siirgiiniin
BAP ve NAA igeren ortamlardan elde edildigini bulmuslardir.

Gu vd. (1990), yaptiklar1 bir calismada in vitro sartlarda arpada olgunlasmamais
embriyoya etki eden ¢esitli faktorlerin ve en iyi sonucun MS besiyerinde alindigini
kanitlamiglardir. Bizim ¢alismamizda da, 0.5 mg/L BAP ve 0.1 mg/L. NAA hormonlari
bulunan Murashige ve Skoog (MS) besiyeri kullanilarak ¢alisilmistir.

Nagip vd. (2003), Tropikal Asya’da meristem kiiltiirii ile yumru kokli viriissiiz
patates eldesi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, in vitro sartlarda viriissiiz bitki eldesi i¢in
apikal meristem kullanmislardir. IBA’nin siirgiin ve kok gelisiminde ve GA3’iin siirgiin
olusturmada en etkili hormon oldugunu gérmiislerdir. Kok olusumundan sonra bitkileri
basarili sekilde dis ortama aktarmislardir ve herbirinin gelisimlerinin normal ve viriissiiz
oldugunu gézlemlemislerdir.

Erdogan vd. (2005), burgak (Vicia ervilia (L.) Wild.) bitkisinin olgunlasmamus
embriyo eksplantlarindan adventif siirgiin rejenerasyonunu ve hizli ¢ogaltimin
amagladiklar1 bu calismada, yiiksek oranda bir adventif siirgiin rejenerasyonunu elde
etmek icin 6 farkli burcak hattina ait olgunlasmamis kotiledon ve embriyo eksenlerini
degisik oranlarda TDZ iceren Murashige ve Skoog (MS) besin ortaminda kiiltiire
almiglardir. Burada eksplant basina en yiiksek siirgiin sayisini1 benzilaminopurin (BAP)
ve naftalenasetik asit (NAA) igceren MS ortamindan saglamislardir. Gelisen siirgiinleri
daha sonra, indol-3-biitiirik asit (IBA) iceren MS ortaminda kdklendirmiglerdir.

Biirtin ve Poyrazoglu (2002), emriyo kiiltiirii ile ilgili yaptiklar calismada, arpa
(Hordeum vulgare L.)’nin olgun embriyolarinin kiiltiiriinde besi ortami bilesimi ve
sterilizasyon yoOnteminin etkisi iizerinde durmusglardir. Kullanilan besin ortamlari
icerisinde embriyodan bitkicik gelisiminin en yiiksek Randolph-Cox ortamindan elde
edildigini bulmuslardir. Bunu sirasiyla MS, 2 MS ve BS5 ortamlarinin izledigini

gbozlemlemislerdir. Arastirilan sterilizasyon yontemlerinden sodyum hipoklorit ile
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sterilizasyonu, antibiyotik solusyonu ile muamele etme ve HgCl, ile yapilan
sterilizasyondan daha etkili bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda da, olgun embriyolar
sodyum hipoklorid ile yiizey sterilizasyonu yapilarak kullanilmistir ve besiyeri olarak
0.5 mg/L BAP ve 0.1 mg/L NAA hormonlar1 bulunan Murashige ve Skoog (MS)
kullanilarak steril sartlarda ¢alisilmustir.

Erdag ve Yirekli (2000), Tiirkiye’de ekonomik Oneme sahip Bati Anadolu
endemiklerinden olan Thymus sipyleus Boiss’in (baharat) in vitro ¢ogaltilmasi iizerinde
calismislardir. Sterilize edilmis bitki tohumlarini, modifiye edilmis MS besi ortaminda
ve Heller besi ortamlarinda ¢imlendirmislerdir. En iyi ¢imlenmenin modifiye MS
ortaminda gergeklestigini, ancak bitkinin sonraki gelismesi i¢in ise Heller ortaminin
uygun oldugunu belirtmislerdir. NAA ve BA ilaveli MS besi ortamina aktarilan
fidelerin ortamla temas ettikleri noktalardan kallus olusturduklarini saptamislardir. Yine
ayn1 ortamda rejenere olan fidelerin, 2 hafta sonra ¢oklu siirgiin halini aldiklar1 ve 4. alt
kiiltiir sonunda ayni ortamda koklendiklerini gdzlemislerdir. Calismamizda, sterilize
edilmis embriyolar kullanilmis ve BAP ve NAA iceren MS besi ortamina ekilmistir,
besiyeri belirli siirelerle yenilenerek kallus olusumu gozlenmeden 8 giin sonunda kok
gelisimi gozlenmistir.

Charriere ve Hahne (1998), in vitro kiiltiirde ayg¢igegi (Helianthus annuus L.)
olgunlasmamis zigotik embriyolarinin kallus olusumuna karst embriyogenesis
olusturmast ve bitki biiylime diizenleyicilerinin roliiniin incelenmesiyle ilgili
calismalarinda, aygigeginin olgunlagsmamis zigotik embriyolarindan in vitro sartlarda
somatik embriyo ve siirgiin olusumunun kiiltiir medyumunda siikroz konsantrasyonuna
bagli oldugunu bulmusglardir. Medyum %3 siikroz igerdiginde sadece siirgiinlerin
olustugunu, %12 siikroz icerdiginde ise somatik embriyolarin olustugunu
gozlemlemislerdir. Bu iki  farkliligin, eklenen biliylime diizenleyicilerinin
konsantrasyonlarina bagli olmaksizin olusan biitiin morfogenetik degisikliklerin besiyeri
icerigindeki hormonlardan kaynaklandigini bulmuslardir. Bizim c¢alismamizda,
ayciceginin olgunlagmis embriyolar1 0.5 mg/L BAP ve 0.1 mg/L NAA hormonlari
bulunan Murashige ve Skoog (MS) besi ortaminda gelistirilmistir ve meydana gelen
degisikliklerde besiyerinin 6nemine deginilmistir.

Mamun vd. (2004), Banglades’te ki baz1 6nemli sekerkamisi ¢esitlerinin in vitro

mikrogogaltim iizerinde durmuslardir. In vitro sartlarda besiyerine eklenen biiyiime
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diizenleyicilerinin kallus iiretiminde, siirgiin farklilagsmasinda ve kok olusumunda etkili
oldugunu gormiislerdir. Kok olusumunda en iyi sonucun modifiye MS besiyerine
eklenen oksin ile gerceklestigi gormiislerdir. Bu ¢alismada da yiizey sterilizasyonu
yapilan embriyolarin gelisimi in vitro kiiltiir sartlarinda MS besi ortaminda
gergeklesmis olup, MS besiyerinin kok, govde ve yaprak olusumunda istenilen sonucu
verdigi gozlenmistir.

Gomes vd. (2003), tehlike altindaki odunsu tiirlerin, Maclura tinctoria ‘nin
kallus kiiltiiriinden bitki rejenerasyonu ile ilgili ¢alismalarinda, bazi dogal tiirlerden
dormansi periyodu ile birlikte diisiik frekansli ¢imlenme Ozelliginde tohumlar
tretmiglerdir. 10.74 uM NAA + 4.43 uM BA igeren odunsu bitki medyumu (WPM)
kullanilarak nod segmentlerinden kallus olusumunu gerceklestirmislerdir. Yiksek
frekansta siirgiin olusumunun 4.03 uM NAA + 4.43 BA igeren WPM besiyerinde
goriildigi agiklanmigtir. Kok olusumunda ise, IBA ve aktif komiiriin etkili oldugu
anlagilmistir. Bizim ¢alismamizda kdk olusumu embriyo kiiltiiriinde 0.5 mg/L BAP ve
0.1 mg/LL. NAA hormonlar1 bulunan Murashige ve Skoog (MS) besi ortaminda
gergeklesmistir.

Vargas vd. (2004), Anthurium andreanum ‘un bitki rejenerasyonu ile ilgili
caligmalarinda, etkin rejenerasyon sistemi olusturmak i¢in tohumlar1 2.2 uM BA igeren
medyumda ¢imlendirmislerdir. iki hafta sonra, tohumlarin %74’{iniin ¢imlendigini
gozlemislerdir. Dort hafta sonra bu bitkicikten alinan kiiclik parcalar1 4.4 uM BA ve
0.05 uM NAA igeren medyumda alt kiiltiire almislardir. Herbir eksplantta siirglin
olusumunu gozlemlemislerdir. Cimlenen tohumlarin dort haftalik in vitro bitkisinin ve
kiigiik parcaciklardan olusan bitkiciklerin kallus olusumu gosterdigini saptanmislardir.
Bu dokular1 8.9 uM BA ve 2.7 uM NAA igeren besiyerinde alt kiiltiire alimiglardir. Alt1
hafta sonra kalluslarin gelisme gosterdigini gozlemislerdir. Anatomik incelemelerle
kallusun yapisim1 incelemislerdir. Topraga aktarilanlardan %380’inin  gelisme
gosterdigini tespit etmislerdir. Calismamizda etkin bitki gelisimi embriyo kiiltiir
yontemiyle 0.5 mg/L BAP ve 0.1 mg/L NAA hormonlar1 bulunan Murashige ve Skoog
(MS) besi ortaminda ger¢eklesmis olup, 5-6 giinde % 85 oraninda gelismeye
basladiklar1 goriilmiistiir. Alt kiiltiirlere alinarak bitki gelisimi saglanmistir. Anatomik

incelemelerde govde yapisi incelenmistir.
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Piring vd. (2003), diploid Diyarbakir karpuzu (Citrullus lanatus cv. ‘Siirme”)
kotiledonlarindan  adventif siirglin organogenezisi ve bitki rejenerasyonunu
incelemislerdir. Diploid Diyarbakir karpuzunun kotiledonlarindan 3 haftalik kiiltiir
sonucunda adventif siirgiinlerin olustugunu goérmiislerdir. Siirglin organogenezisi
tizerine iki tip sitokinin, benzil aminopiirin (BA) ve kinetinin farkh
konsantrasyonlarinin etkilerini arastirmiglardir. Eksplant basina olusan siirglin sayisi
bakimindan en iyi sonucu, 0.5 mg/LL BA igeren besi ortamindan elde ederlerken bu
oranin ayni zamanda kinetinin en iyi sonu¢ veren konsantrasyonundan yaklasik %50
daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Elde edilen siirgiinlerin in vitro ortamda
koklenmesinin, NAA ile desteklenen MS besi ortamina aktarilmasiyla gerceklestigi
goriilmiistiir. Sonug olarak, yiiksek kaliteli diploid Diyarbakir karpuzunun in vitro
yontemle cogaltilabilecegini ve gelistirilen bu yontemin, karpuz cesitlerinin 1slahinda
kullanilabilecegini gostermiglerdir.

Nestares vd. (2002), in vitro kosullarda aygigeginin bitki olusturma yetenegi ile
ilgili yaptiklar1 bir ¢calismada, aycigceginin 20 fakli yerinden aldiklar1 kotiledonlar1 in
vitro sartlarda biiylime faktorleri iceren iki kiiltiir ortaminda birakip, bitki olusturma
yeteneklerini gozlemlemislerdir. 4. haftada direkt organogenesis ile bitki olusumunun
basladigini géormiislerdir. Tim ¢esitlerde medyumun etkisi saptamislar ve rejenerasyon
kapasitesinin kiiltiir medyumuna bagli oldugunu ve genotip ve diger parametrelerin de
bu degerleri etkiledigini gormiiglerdir. Bizim c¢aligmamizda, aycicegi olgun
embriyolarinin in vitro sartlarda embriyo kiltiirii yontemi kullanilarak bitki
rejenerasyonu saglanmis ve kullandigimiz MS besiyerinin bitki gelisiminde etkili
oldugu goriilmiistiir.

Greco vd. (1985), aygiceginde (Helianthus annuus L.) kallus tiretimini ve siirglin
rejenerasyonunu aragtirmiglardir. Aygigeginin yaprak ve kotiledon pargalarinin, siirgiin
ucu ve hipokotil segmentlerinin ¢esitli konsantrasyonlarda oksin 2,4 —D veya sitokinin 6
— BAP igeren MS besiyerinde gelisebildigini aciklamislardir. Eksplant tipine ve
hormonal davranisina gore farkliliklar olabildigini gozlemislerdir. 6 —BAP’nin farkl
eksplantlardan kallus olusumunda etkili oldugunu belirtmislerdir. 2,4 —D’nin yavas
gelisim sagladigini gézlemislerdir.

Rahman vd. (2004), Kaempferia galanga L. bitkisinin yaprak tabani

eksplantlarindan kallus kiiltiiri ile somatik embriyogenesis ve bitki rejenerasyonunu
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gergeklestirmistir. Eksplant olarak kullandig1 yaprak kinini pargalara ayirarak agar-jel
medyumuna gommiistiir ve MS medyumunda kiiltiire almistir. Kallus iiretimini ve
somatik embriyogenesisi farkli konsantrasyonlar ve biiyiime faktorleri kullanarak
gerceklestirmigtir. Yiiksek oranda kallus tiretiminin MS medyumunda saglandiginm
aciklamigtir. Calismamizda bitki rejenerasyonu, embriyonik kiiltiir ortaminda MS
besiyerinde gerceklesmistir, kallus olusumu gézlenmemistir.

Vookova ve Kormutak (2003), Abies cilicica Carr. ve hibrid Abies
cilicicaxAbies nordmanniana’nin somatik embriyogenesis ile bitki rejenerasyonu
konulu ¢alismalarinda, somatik embriyogenesis igin Abies cilicica Carr. ve hibriti A.
cilicica x A. nordmanniana® nin olgunlasmamis zigotik embriyolarinda 5uM
benzilaminopiirin kullanmiglar ve hazirlanan Schenk ve Hilderbrant (SH) besiyerinde
somatik  embriyogenesisin  olustugunu  gozlemlemiglerdir. ~Somatik  embriyo
olgunlagmasi i¢cin MS ve SH besiyerlerine %4 maltoz ve %10 polietilen glikol-4000
kullanmuslardir. Ug hafta sonra olgunlasan embriyolar1 %1 siikroz ve %1 aktif komiir
iceren SH besiyerinde ¢imlendirmisler ve bitkicikle birlikte kotiledon, hipokotil ve
radikulalarin olusmaya basladigini gérmiislerdir. Yaptigimiz calismada, olgun aygigegi
embriyolar1 uygun MS ortaminda yetistirilip bitki rejenerasyonu saglanmistir.5-6 giinde
embriyolarda gelisme, 8 giinde kok olusumu, 13-15 giinde ise gévde ve yaprak gelisimi
goriilmiistiir.

Sancak (1999), in vitro kosullarda korunga (Onobrychis viciifolia Scop.)
bitkisinin hizli ¢ogaltimi i¢in bir yontem gelistirmistir. Biiylime ortamindaki bitki
biiylimesini diizenleyicilerin oranini optimize ettikten sonra, farkli konsantrasyonlardaki
6- benzylanioplirine (BAP), IBA ve NAA ilave edilen MS ortaminda, tek bir
embriyodan, 8 hafta igerisinde ¢ok yiiksek oranda siirglin ¢ogaltimi elde etmistir. En
yuksek silirglin ¢ogaltimini, 2 mg/L BAP ile IBA’nin 0.05 ve 0.1 mg/L ‘lik
ortamlarindan ve 2 mg/L BAP ile NAA’nin 0.05, 0.1 ve 0.5 mg/L‘lik ortamlarindan
veya 8 mg/L BAP ile 0.05 mg/L NAA ortamindan elde etmistir. En yiiksek siirgiin
boyunu yalnizca 2 mg/l. BAP’nin bulundugu ortamda gdzlemistir. Elde edilen
sirglinleri 1 mg/L IBA igeren MS ortaminda 4 hafta igerisinde %60 oraninda
koklendirerek, normal bitkiler elde etmeyi basarmistir. Calismamizda elde edilen

bulgulara gore, olgun embriyolar 0.5 mg/L BAP ve 0.1 mg/L NAA hormonlar1 bulunan



57

Murashige ve Skoog (MS) besiyerinde 5-6 glinde %85 oraninda gelisme gostererek 8.
giinde kok olusumu gostermislerdir.

Ucler ve Mollamehmetoglu (2001), biiyiik yaprakli Ihlamur (Tilia platyphyllos
Scop.) bitkisinin in vitro kosullarda embriyo kiiltiirii ile bitki rejenerasyonunu
arastirmiglar ve bitki biiyiime diizenleyicileri bulunmayan, sadece seker ilave edilen
ortamlarda embriyolarin epikotil ve kok farklilasmasimi gerceklestirerek bitkicik
olusturdugunu goézlemislerdir. Epikotil eksplantlar1 {izerinde tomurcuk olusumu
bakimindan 1.0 mg/l BAP dozunun diger dozlara goére daha etkili oldugunu
bulmuslardir. Tomurcuk olusumu bakimindan denenen tim BAP dozlari, Kinetin
dozlarina gore daha etkili bulunmustur. Arastirma sonuglarinda, olgun thlamur tohumu
embriyolarinin sekerli ortamlarda ¢imlendirilerek bitki elde edilecegini ve buradan elde
edilen bitki epikotillerinin kiiltiire alinmasiyla, tomurcuklarin c¢ogaltilabilecegini
gostermislerdir. Bu ¢alismada da, NAA ve BAP ilave edilmis MS besiyeri kullanilmistir
ve embriyo kiiltiirii ile bitki gelisimi saglanmustir.

Haliloglu (2002), embriyonik kallus iiretimi i¢in olgunlasmamis bugday
embriyolarini, embriyo kiiltiir yontemi kullanarak {ic embriyonun gelisim agamasinda
2,4-D (2,4-Diklorofenoksi asetik asit) konsantrasyonunun bugday olgunlasmamis
embriyo kiiltiirinlin morfogenesisi iizerine etkilerini arastirmistir. 2 mg/L 2,4-D’ nin
embriyogenesise etkisi olan morfogenesis i¢in en iyi oran oldugunu ve kallusun birinci
ve ikinci gelisim asamasinda 2 mg L 2,4-D kosantrasyonunda olustugunu gostermistir.
Yiiksek embriyogenik kallus tiretimini MS+B5 besiyerlerinde gozlemistir. Bizim
calismamizda, kullanilan MS besiyerinde olgun embriyolar kallus olusumu
gbzlenmeden basariyla gelismislerdir.

Caglayan vd. (1998), Dogu Akdeniz Bdlgesinde yaygin olarak yetisen salep
orkidelerinden Ocrhis anatolica Boiss, Orchis coriophora L., Ophrys bornmuelleri
Schulz, Ophyrs phrigra Fleischm, et Borm, Serapias vomeraceae ve Himantoglossum
afine tiirlerinde embriyo kiiltiiriinii kullanarak in vitro’da kiiltiire almislardir. Salep
embriyolarinin kiiltiire alinmasinda 14 farkli ortam kullanmislardir. En yiiksek ortalama
cimlenme ve protokormdan bitki olusum oranlarini sirasiyla %2.39 ve %1.86 olarak
Vaes Debergh + Domates Ekstratt 4 Aktif Karbon ortaminda bulmuslardir. Bu
calismada belirledikleri amaglari, salep orkidelerinin in vitro kosullarda ¢ogaltilmalari

ve yumru olusturma oranlarinin arastirilarak dogal kosullarda ¢ogalmasi olduk¢a sinirh
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olan bu bitkinin iiretilmesinde alternatif bir yontem bulmaktir. Bizim ¢alismamizda, MS
besiyerinde %85 oraninda embriyo gelisimi goriilmiistiir.

Tangolar vd. (1999), embriyo kiiltlirii tekniginin cekirdeksiz {iziim 1slahinda
kullanilabilme olanaklarmin ortaya koymak amaciyla g¢ekirdeksiz x ¢ekirdeksiz iiziim
melezlerinden embriyo kiiltliri yontemini kullanarak bitki elde etmeyi planlamislardir.
Aragtirmada, Sultani c¢ekirdeksiz, Ergin ¢ekirdeksizi, 3A- 261, Perlette, Pembe
cekirdeksiz, 2B- 56, Flame Seedless VE King’s Ruby c¢ekirdeksiz {iziim cesitlerini
kullanmiglardir. Birinci yilda g¢esitlerin ¢icek tozu kalite ve iiretim miktarlarini
saptamiglardir. 2. yilda ise Cekirdeksiz x Cekirdeksiz melezlerinden embriyo kiiltiirii
yoluyla bitki eldesine ¢alismislardir. Incelenen cesitlerin tamaminin tozlayici bir cesitte
olmas1 gerektigi kadar ¢icek tozu canlilik ve ¢imlenme kapasitesine sahip oldugunu
saptamiglardir. Melez kombinasyonlardan embriyo kiiltiirii yoluyla bitki elde edilmesini
basariyla gergeklestirmislerdir. Embriyolardan 2,5 giin ile 9 giin gibi kisa siirede ve
%77,1’1n iizerinde bir ¢imlenme saptanmislardir. Cimlenen embriyolardan %78.9’unun
tam bitkiye doniistiigli goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda, kiiltiire alinan embriyolar 5-6
giinde ve %85 oraninda ¢imlenme gostermislerdir.

Tangolar vd. (1998), baz1 ¢ekirdeksiz iiziim gesitlerinin embriyo kiiltiiriinden
yararlanilarak g¢ogaltilmasi ile ilgili bir calismada, Perlette, Flame, Seedless, Sultani
cekirdeksiz, Pembe cekirdeksiz, 2B-56 ve King’s Ruby c¢esitlerinden, tam
ciceklenmeden itibaren, 3. ve 8. haftalar arasindaki siirede birer hafta aralarla tane
ornekleri almiglardir. Oviil ve embriyolarin ¢imlenmesi iizerine M, Nitsch ve E20A besi
ortamlarinin etkisini incelemislerdir. Cimlenme oranlarinin, c¢esitlerin 6rnek alma
zamanlarina ve kullanilan besi ortamina gore farklilik gosterdigini belirlemislerdir.
Cekirdeksiz cesit embriyolarindan 6nemli miktarda bitki elde etmisler ve bu teknigin
cekirdeksiz iizlim 1slahi ¢aligmalarinda kullanilabilecegini saptamiglardir. Calismamizda
aycicegi embriyolarinin yiiksek ¢cimlenme oranina sahip oldugu gosterilmistir.

Goldy vd. (1989), V. vinifera kalitesinde meyve ve V. rotundifolia diizeyinde
hastalik ve zararlilara toleranslh bitkiler elde etme amaciyla yaptiklar1 melezlemelerde
embriyo aborsiyonundan kaynaklanmasi muhtemel yetersiz {iretimin arttiritlmasinda
embriyo kiiltiiriiniin miimkiin oldugunu gostermisglerdir. Bu ¢alismada da bitki tiretimi

embriyo kiiltiir yontemiyle saglanmistir.
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Charriere vd. (1999), Helianthus annuus’un zigotik embriyolarinin in vitro
ortamda kiiltiirii ile adventif siirgiin ve somatik embriyo olusumu ile yaptiklar
arastirmada, ayciceginin olgunlagsmamis zigotik embriyolarinin ayni tip hiicrelerinden
stirgiin olusumunun ve somatik embriyo gelisiminin kullanilan medyumdaki seker
konsantrasyonuna bagli oldugunu goriilmiislerdir.

Freyssinet ve Freyssinet (1988), ayg¢igeginin (Helianthus annuus L.)
olgunlasmamis embriyolardan fertil bitki olusumunu saglamislardir. Olgunlasmamis
embriyolarin hipokotillerinden fertil bitki olusturmuslardir. Olgunlagmamis embriyolari,
zigotik ve somatik embriyo gelisimine uygun besiyerinde kiiltiire almiglardir.
Besiyerinde siirgiin ve kok olusumunu gozlemlemislerdir. Geng fideleri topraga
aktarmiglardir. Calismamizda olgun embriyolar kullanilarak bitki gelisimi saglanmustir.

Myers (2004), Delonix regia (Boger)’da somatik embriyogenesisi,
olgunlasmamis tohumlarin kiiltiiriiyle basarmistir. 2,4-D ve 6 BA igeren iki kiiltiir
medyumu olusturmustur. Isaretli olgunlasmamus zigotik embriyolar, olgunlasmamis tiim
tohumlar ve yaris1 kesilmis olgunlasmamis tohumlar olmak {izere ii¢ farkli eksplant
kullanmistir. Kiiltiirii basariyla gergeklestirmis ve kallusun, medyum ve eksplant tipine
gore olusum gosterdigini gozlemistir.

Knittel vd. (1990), olgun aycicegi kotiledonlarindan yiiksek oranda bitki
rejenerasyonu ile ilgili caligmalarinda, ayciceginin doku kiiltiirii calismalarinin
verimlilik, kolay iiretim ve giivenilirlik gibi 6zelliklere bagli oldugunu agiklamislardir.
Bitki rejenerasyonunda en c¢ok kullanilan ydntemin, olgunlagsmamis embriyolarla
cogaltim oldugunu belirtmisler ve kotiledonllar1 kullanarak en etkili rejenerasyon
yontemini uygulamiglardir. Bizim c¢alismamizda, ayciceginin olgun embriyolarinin
gelisimi saglanmustir.

Birsin vd. (2001), Avena sativa L.’da olgun embriyolardan kallus olusumu ve
bitki rejenerasyonunu incelemis olup kallus olusturmada olgun embriyolardan
yararlanmiglardir. Yulaf bitkisinde olgun embriyolardan kallus olusumunun kiiltiire
alindiktan 3 giin sonra basladigini ve kallus olusumunun genotipe bagli oldugu
goriilmiistiir. Calismamizda kullandigimiz olgun embriyolardan kallus olusmadan bitki
rejenerasyonu ger¢eklesmis olup 5-6 giin i¢inde embriyolarda gelisim baslamistir.

Natalini ve Cavallini (1987), bezelye ile yaptiklar1 bir calismada siirgiin

rejenerasyonunu en fazla etkileyen faktoriin eksplant tipi, genotip ve ortamda bulunan
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bliylime diizenleyicileri oldugunu gostermislerdir. Yaptigimiz calismada da, bitki
gelisimini etkileyen en 6nemli faktoriin uygun sicaklik, nem, icerisinde gerekli biiyiime
diizenleyicileri ve hormon konsantrasyonlari bulunan besiyeri oldugu goriilmiistiir.

Giirel ve Kazan (1998), ayciceginde (Helianthus annuus L.) etkin bir bitki
rejenerasyon sisteminin gelistirilmesini amaglamiglardir. Aygigegi hiicre veya
dokularindan etkin bir bitki rejenerasyon sistemi gelistirmek amaciyla, farkli eksplant
tipleri ve hormon kombinasyonlarmin kullanildig1 degisik rejenerasyon protokollerini
karsilastirmiglardir.  Ozellikle alt (bazal) kisimlardan olmak iizere, kotiledon
eksplantlarindan somatik embriyogenesis elde etmisler, fakat genotipik varyasyonun
hem somatik embriyo hem de kok iiretimi icin en kritik faktor oldugu
gozlemlemislerdir. Siirgiin-ucu eksplantlarindan siirgiin iiretimi bakimindan 10 farklh
aycicegi cesidini karsilagtirdiklarinda, s6z konusu varyasyonun ¢ok daha belirgin olarak
ortaya ¢iktigini goérmislerdir. Somatik embriyo iiretimini arttirmak amaciyla kiiltiir
sartlarinin gelistirilmesinin gerekli oldugu sonucuna valmislardir. Bu ¢aligmada da bitki
gelisimi in vitro kiiltlir sartlarinda daha cabuk gerceklestirilmis olup, embriyo kiiltiir
yontemiyle kok, gdvde ve yaprak olusumu saglanmustir.

Arda (2004), Tirkiye Trakya bolgesinde farkl: tiirde hibrit aygicegi (Helianthus
annuus L.)’nin  in vitro sartlarda gelisimi ve kallus olusum verimiyle ilgili
calismasinda, Trakya bdlgesinde yetisen 16 farkli hibrit ay¢igegini kullanarak ti¢ farkl
metot uygulamistir. Birinci metotda testayr ayirmadan, ikinci metotda ise testayi
ayirarak yiizey sterilizasyonu yapmis ve ¢imlenmeyi gergeklestirmistir. Ugiincii metotda
cimlenmeyi testayr ¢ikarmadan nemli pamuk ortaminda gergeklestirmistir. Kiiltiir
calismalarini, degisik hormon konsantrasyonlarindaki c¢esitli medyumlarda var olan
orneklerden alinan eksplantlar1 kullanarak yapmustir. Istenilen sonuglari, kotiledon ve
hipokotil eksplantlarinin kullanilarak yapildig: kiiltiirlerde almistir. Bu eksplantlardaki
boliimleri inceleyip rejenerasyon ve kallus liretiminin yerli ve hibrit tiirlerde farkli
oldugu sonucuna varmistir. Calismamizda, hibrit ayciceginin ylizey sterilizasyonu
yapilmis embriyolar: in vitro sartlarda kiiltiire alinmistir. Kallus olusumu gézlenmeden
dogrudan bitki rejenerasyonu gergeklesmistir.

Mondal vd. (2002), +4°C’de saklanan aksillar tomurcuklardan siirgiin
cogalmasiyla ¢aym (Camellia sinensis (L.) O.Kuntze) iiretilebildigini géstermislerdir.

Cay embriyolarinin diisiitk muhafaza kapasitesine sahip oldugunu agiklamislardir. Nod
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eksplantlarini laboratuvar kosullarinda kiiltiirde diisiik sicaklikta (4°C) 15, 30, 45 ve 60
giin siireyle MS1’e, sonra hormonsuz MS besiyerine aktarmislardir. 4°C’de muhafaza
edilmesine ragmen tomurcuk olusumunun etkilenmedigini goézlemislerdir. Diisiik
sicaklikta muhafazanin 15 giinle birlikte gelisim siiresini azalttigini belirtmislerdir.
4°C’de tomurcuklarin 25°C’de muhafaza edilene oranla daha kisa zamanda (15 giinde)
gelistigini agiklamiglardir. Siirglin olusumu da diger alt kiiltiirlerde gormiislerdir.
Calismamizda, kiiltiir ortaminda gelistirilen bitki +4°C* de 30 giin siireyle muhafazaya
alind1 ve morfolojik olarak degisiklik olugsmadig1 gézlendi.

Barbara (2005), germplazm muhafazasinda doku kiiltiiriiniin bitki materyalinin
coklu tiretimi, muhafazasi, saklanmasi ve dagilmasinda etkili bir yontem oldugunu
aciklamistir. Egsiz bitki germplazmini muhafaza etmenin filizlenme, ¢ogalma ya da
bitkiyi yayma agisindan, zamandan, yerden ve laboratuvar ihtiyaglarindan kazang
sagladigini belirtmistir. In vitro saklanan bitkilerin aylarca, yillarca muhafaza altinda
tutulabildigini ayrica, bitkilerin 4°C’de aylarca yeni besiyerine aktariimadan
kalabilecegini agiklamistir. Az soguga toleransli bitkilerin bile oda sicakliginda minimal
diizeyde muhafaza edilebildigini belitmistir. In vitro saklamanm germplazm
muhafazasinda kullanildigin1 ve bitki genotipine, cogalabilme o&zelliklerine bagh
oldugunu, in vitro apikal meristemin ¢ogalmasinin, saglikli germplazm stoklar1 igin
viriissliz bitki eldesinde 6nemli oldugunu agiklamistir. Calismamiz sonucunda da,
4°C’de muhafazanin bitkide morfolojik olarak bir degisiklik olusturmadigi ancak,
anatomik olarak yapisal degisikliklerin gozlendigi ve embriyo kiiltiir yontemiyle
tiretilen bitkilerin de diisiik 1s1da muhafaza edilebilecegi goriilmiistiir.

Calismada elde edilen sonuglar, kontrol grubu ve deney gruplar1 arasinda
bitkilerin gelisimleri esnasinda dis morfolojik bakimdan c¢ok fazla farkliligin
olugmadigini gostermistir. Buna karsilik deney ve kontrol grubu anatomik olarak
incelendiginde bazi farkliliklarin olustugu, mitotik indeksler agisindan ise oldukca
anlamli degisimlerin oldugu gozlenmistir. Anatomik degisimlerin nedeni olarak in vitro
ve in vivo ortamda yetistirilen bitkilerde farkli ¢evresel faktorlerden etkilenme en
onemli neden olarak diisliniilmektedir. Ciinkii, kiiltiir ortamindaki bitkilerde ortamin
steril olmasi, bitkinin su ve besin ihtiyacinin en iyi sekilde karsilanmasi gibi
nedenlerden dolay1 bitkilerde hiicresel gelisim daha hizli olmakta ancak, hiicresel

farklilagsma ayni hizda olmamaktadir. Bunun sonucunda da, deney grubu bitkilerinin
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govde anatomik yapisinda farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir. Mitotik aktivite degerleri
karsilastirildiginda  kontrol grubunda %22.98, deney grubu kiiltiir ortaminda
yetistirilende %60.00, deney grubu sogukta muhafaza edilenlerde ise %10.15 olarak
bulunmustur. Normal sartlarda gelisen bitkinin mitotik aktivitesi, ortam sartlarinin ve
besleme olanaklarmin el verdigi Ol¢iide hiicre bolinmesine imkan saglamasiyla
aciklanabilir. Kiiltiir ortaminda yetistirilen bitkilerde oldukca yiiksek mitotik aktivitenin
goriilmesinin nedeni olarak in vitro ortamda bitkilere saglanmis olan maksimum yasama
sartlarindan kaynaklanan etkinin bir sonucu oldugu diisiiniilebilir. Sogukta muhafaza
edilmis olan bitkilerde mitotik aktivitenin oldukca diisiikk ¢ikmis olmasinin, diisiik
sicaklikta bitkilerde metabolik aktivitenin, besin ve su alimimin yavaslamasi ve alinmig
olan su ve besinin iletiminin zorlagmasi nedenlerinden olustugu diisiiniilebilir.

Bu bulgulara gore in vitro ve in vivo ortamda yetistirilen bitkiler ile sogukta
muhafaza edilen bitkiler arasinda anatomik yapilar1 ve mitotik aktiviteleri agisindan
farkliliklar olustugu goriilmektedir. Ancak bu farkliliklarin bitkilerin kiiltlir ortamindan
normal ortama aktarilmasiyla ortadan kalkabilecegi diisiiniilebilir. Bu nedenle, sogukta
muhafaza yontemi bitkilerin muhafazasinda kullanilabilir bir yontem olarak kabul

edilebilir. Daha uzun siireli olarak yapilan ¢alismalar ile bu yontemler gelistirilebilir.
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