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-1, Girig

Gagimizda, bitki bilimi alaninda goriilen ilgi ce-
kici geligmelerin Onemli bir boliimii bitki doku ve hiicre
killtiirii alaninda toplanmaktadir, Ulkemizde heniiz geligmek-
te olan bu alan, tiim diinyada glincelligini korumakta ve y&-
pilan aragtirmalarla beraber hizli bir geligme gtriilmek-
tedir,

Diinya niifusunun bﬁyﬁk gogunlugy beslenme gereksi-
nimlerini bitkisel besin kaynaklarindan saglamaktadir. Bu
kaynaklarin baginda tahillar gelmektedir. Glinlimiizde hizla
niifus artigi, beslenmeye dayali sorunlari da beraberinde
getirmektedir, Bu nedenle, gelecekte bu sorunlar daha cid-
di boyutlara ulagabilecektir., Bunun ig¢gin mevecut besin kayf
naklarinin korunmasi ve daha verimli hale getirilmesi ge-
rekmektedir, Ayni zamanda yeni bitki tiirlerinin kiiltiire
alinmasi, gu anki kiiltlir bitkilerinin islahi ve geligti-
rilmesi s6z konusu olmaktadir. Kaliteli ve yliksek verimli,
hastaliklara kargi daha dayanikli bitkilerin, 6zellikle
insanlarin ana besin kaynagi olan tahillaran islahi ©n
plana ¢ikmaktadir. Bu amag dogrultusunda, bitki islahgi-

larinin elinde bulunan klasik 1slah metodlari tek bagina



bu sorunu g¢gdzememektedir, Bu agamada bitki doku ve hiicre
killtiirleri daha elverigli ve gelecek i¢in daha limit veri-
ci olanaklar saglamaktadir (MELCHERS, 1977; BAJAJ, 1979).
Bunlardan bitki embriyo kiiltiirleri, bitki islahi ve ye-
tigtiriciligi alaninda Snemli kullanim alanina sahiptir
(KOBLITZ, 1972; BUTCHER ve INGRAM, 1976; BAJAJ, 1979;
REINERT ve YEOMAN, 1982; KARP ve MADDOCK, 19843 ZENKTELLER
ve NITZSCHE, 1984). Zira tiir i¢i ve tlirler arasi g¢apraz-
lamalar sonucu ortaya ¢ikan hibritlerin embriyolari ebe-
veyn doku ile uyugum gdstermemekte ve embriyolar kisa sii-
rede olmektedir (KOBLITZ, 1972). Ancak hibrit embriyolar,
geligmelerinin erken safhasinda ana dokudan, yani endo-
spermden kesilip g¢ikarilir ve sentetik bir besiyerinde
biliylitiliirse, normal geligmelerine devam edip tam bir bit-
kiyi olugturabilirler, Ilk kez Linum (keten) genusundaki
‘pibritlerde ortaya ¢ikarilan bu dnemli teknik, birgok hib-
rit bitkinin elde edilmesinde kullanilmigtir (LAIBACH,1925,
1929; UTTAMAN, 1949; KONZAK et.al., 1951; FARQUHARSON, 1957
NAKAJIMA et.al.,, 1958; DAVIES, 1960;0ETTLER, 1983, 1984;
NAPIER ve WALTON, 1983; PICKERING ve MORGAN, 1983; NOWICK,
1986). Bu teknik sayesinde daha Ynce elde edilmesi miimkiin

olmayean Hibritler bol miktarda elde edilmigtir (RAPPAPORT, 1954).



Dormansi fakttri ortadan kaldirilarak bitkilerde
yagam donglisiiniin kisaltilmasi ve bGylelikle ekonomik dne-
mi olan bitkilerin kisa zamanda elde edilmesi, yine bitki
embriyo kiiltlirleri ile miimklin olmaktadir (RANDOLPH ve COX,
19433 RANDOLPH, 1945; NICKELL, 19513 KESTER ve HESSE,
1955). Keza orkidelerde embriyo kiiltiirii bu amag¢ dogrultu-
sunda yapilmigtir (TAYLOR, 1957).

Glinlimizde bitki embriyo kiiltiir féknikleri 6zellik-
le li¢ aragtirma konusunda glincelligini slirdilrmektedir,
Birincisi embriyolaran sogukta, yani sivi azot. yada
kuru buzda saklanmasi, bSylelikle embriyolarain sahip ol-
dugu genetik 6zelliklerin gelecekte kullanilmasi igin
saklanmasi amacini giitmektedir., Bu teknik diger bitki do-
ku kiiltiir sistemleri icin de gegerli olmaktadir (JONES?
19743 SEIBERT ve WETHERBEE,1977,WITHERS, 1979, 1982;
GROUT, 1979). Bitki embriyo kiiltlirlerinde diger glincel
ikinci konu ise Dbiyokimyasal mutantlarin elde edilmesi-
dir. Bu konuda bugday (Triticum sp.) ve arpa (Hordeum sp.)
embriyolaranin kiiltiirili oldukga elveriglidir., Tahillarda
toksinlere dayanikli veya aminoasitge zengin mutantlar
olgunlagmig embriyo kiiltlirleri sayesinde elde edilmektedir

(BRIGHT e%.al,,1978,1979; HIBBERD,1980; BRIGHT et,al.,1982 a.b).



Uelincli giincel konu olarak, uzak akraba tiirler ve genuslar
arasinda cgaprazlamalardan elde edilen embriyolarin kiil-
tiiriinden bahsedilebilir (ZENKTELLER ve NITZSCHE, 1984;
OETTLER, 1984),

Bitki embriyo kiiltiirii tekniklerinin kullanildigi
tim aragtirma alanlarinda besiyerinde ve gevrede yer
alan tiim faktorlerin tek tek degerlendirilmesi gerekmek-
tedir. Aslinda besiyerinde bulunan maddelerin azligi, ¢ok-
lugu, saflik derecesi ve birbirleriyle etkilegimleri emb-
riyolarin geligimini etkileyebilmektedir. Ayrica bu madde-
lerce meydana getirilen pH ve osmotik basing degigimleri
ile 1s1 ve 1gik gibi gevresel faktorler de embriyolarin
in vitro kogullarda geligimini etkileyebilmektedir
(RAPPAPORT, 1954; RAGHAVAN, 1966; KOBLITE, 1972).

- Kliltlir ortaminin pH'si kiiltiiriin etkinligine ©nemli ©1-

clide tesir ettigi halde,bu noktayi agiklija kavugturacak arag-

tirma sayisi cok azdir,0lgunlagmamig Datura sp{ tatula) embriyo-
larinda yapilan aragtirmalarda embriyo kiiltlirlin ilk ddrt glinlinde

optimal pH= 7,0,daha sonraki donemde ise 5.5 olarak bulunmugtur

(Van OVERBEEK et.al,,1944). Capsella bursa-pastoris (goban




optimum pH degeri saptanamamig ve durumun " pesiyerindeki
diger sinirlayici faktdrlerin de igin ig¢ine girmig olabi-
lecegli varsayilmistir (RIJVEN, 1952), Embriyo kiiltiiril
ig¢in hagzirlanan besiyerlerinde baglangigtaki pH degerle-
rinin tiim deney siiresi boyunca ayni diizeyde tutulmasi ge-
rekmektedir,

Nitekim pH'daki degigimler, besiyeri iyon dengesi-
ni degigtirmekte ve normal biiylime etkilenebilmektedir
(RAPPAPORT, 1954), Uzellikle demir tuzlarinin g¢tkelmesi
pH'nain alkaliteye dogru kaymasina yol agmakta ve kiiltiir-
deki materyalin geligimi engellenmektedir (STREET et.al.,
1952). Embriyo kiiltiirleri i¢in pH degeri yaklagik 6,0 dir
(RAPPAPORT, 19543 RAGHAVAN,1966), Bununla beraber, optimum
pH degeri tlire tzgil degigimler gosterebilir, Urnegin, do-
mates embriyolari ic¢in besiyeri pH'si 6.8- 7.0, piring
embriyolari i¢in 5.0, arpa embriyoleri ic¢in 5.,6-5.8 ve
misir icgin 5.8 olmaktadir (KENT ve BRINK, 1947, . 1950, 19513
CHOUDHURY, 1955; SAPRE, 1963; REINERT ve YEOMAN, 1982),

Embriyo geligimini etkileyen sicaklik ve i1g1k, gev-
resel faktdrler olarak degerlendirilmektedir, Ancak sicak-
11k ve 1gigin bitki embriyolarinin geligimi {izerine etki-

si olduguna dair pek az literatiir vardir, Igigin Capsella



embriyolarinda ktk geligimini engelledigi ve buna kargan
siirgiin uzamasini ve hipokotil geligimini tegvik ettigil
gbzlenmigtir (RAGHAVAN ve TORREY, 1964).

Sicakligin bitki embriyo killtlirleri ig¢in bitki +ti-
rilne gdre 24 °C ila 32 °C arasinda degigiklik gbsterdifi
bulunmugtur (Van OVERBEEK et.al., 19443 RIJVEN, 19523
CHOUDHURY, 1955),

Bitki embriyo killtiiril yapilirken, karbon kaynagi
olarak genellikle karbohidratlar kullanilmaktadir., Karbon
kaynagi olarek kullanilen maddeler, embriyolarin siirekli
bliylime ve farklilagmasi ig¢in gerekli enerjiyi saglamakta-
dir., Bu hususta karbon kaynaklarindan sukroz ve glukozun,
diger mono - ve polisakkaritlere nazaran daha {istiin oldugu
saptanmigtir (TUKEY, 1938; Van OVERBEEK, 1944; BALL, 1959;
RAGHAVAN, 1966; REINERT ve YEOMAN, 1982), Datura tiirleri-
ne ait embriyolarda gegitli gekerler denenmig ve sonugta
en iyi geligim gukroz igeren besiyerinde gtzlenmigtir
( DOERPINGHAUS, 1948). Bazi orkide tiirlerinde ise embriyo-~
larin glukoz, frukitoz veya maltoz igeren besiyerlerinde
daha iyi bliylidigli gbzlenmigtir (KNUDSON, 1941), Misir ve
arpa embriyolari igin en iyi karbon kaynagi sukroz olarak

bulunmugtur( ZIEBUR ve BRINK, 1947, 1950, 19513 NORSTOG,



19613 REINERT ve YEOMAN, 1982).

Kiiltiir ortaminin karbohidrat (geker) konsantrasyon-
lari da tnemli Slglide etkili olmaktadir, Seker konsantras-
yonlarindaki artig ortamin osmotik basincini artirmekta ve
boylelikle embriyolarin geligimi etkilenmektedir (RAPPAPORT,
1954), Arpa embriyolariyla yapilan aragtirmalarda bu etki-
nin kiiciik embriyolarda daha bariz oldugu gtzlenmigtir
(Z1EBUR ve BRINK, 19513 NORSTOG, 1961).

Ute yandan besiyerinin sterilizasyon gekli de kiil-
tiirlerin geligimi lizerine ®nemli rol oynamaktadir. Zira
otoklavlanan besiyerinde sukroz kismen hidrolize olmakta,
filtrasyonda ise hidroliz stz konusu olmamaktadir (PILET
ve GOLAZ, 1985). Hidrolizlenen sukroz ve 1gigin kdk geli-
gimini engellemedigl, buna karsin filtrasyona tabi tutu-
lan besiyerindeki sukroz ile igigin kok geligimini etkile-
digi, misir (Zea mays L.) kok kiiltlirlerinde gtzlenmigtir
(PILET ve GOLAZ, 1985),

Kiiltlir ortamina ek besleyici faktdr olarak ilave
edilen hindistan cevizi siiti, arpa ve misir endospermleri,
domates suyu ve kazein hidrolizat gibi maddeler bitki
embriyolarinin in vitro geligimini tegvik edebilirler,

Ancak bu maddeler besiyerinde, pH ve osmotik basingta



degigimlerde bulunabildiklerinden, embriyolarin in vitro
kogullarda geligimlerini etkileyebilirler (Van OVERBEEK,
1944 sZIEBUR ve BRINK, 1947, 1950, 19513 NORSTOG, 1961;

KOBLITZ, 1972).

Bu caligmada pH, sukroz konsantrasyonlari ve degi-

gik gekerler igeren besiyerlerinin arpa (Hordeum vulgare

L.) ve misir (Zea mays L.) embriyolarinin in vitro geli-

gimleri iizerine etkileri aragtirilmigtir.



2. GENEL BIiLGILER

2,1, Misir (Zea mays L.) ve arpa (Hordeum vulgare L,)

bitkilerinin tohum ve embriyo anatomileri :

Misir ve arpa bitkileri Poaceae (Gramineae, bug-
daygiller) familyasi iiyeleridir, Bu nedenle Gramineae to-
hum ve embriyolarinda gdzlenen temel Gzellikler misir ve
arpa bitkilerinde de goriilmektedir ($ekil 1 ve 2).

Gramineae tohumlari aslinda agilmayan kuru meyve-
ler olup, karyopsis adini alirlar, Karyopsis ii¢ ana kisim
igermektedir. Karyopsisin en dig kismi; perikarp, testa
ve nusellusun kaynagmasi ile olugan karyopsis kabugu (ya-
da "tohum" kabugu) ile Ortiilildilr. Karyopsisin i¢ kismin-
da endosperm ve embriyo yer alir, Perikarp, testa ve nu-
sellusun kaynagmasiyla meydana gelen sert kabuk, dig or-
tam ile tohum ig¢indeki embriyo ve dokular arasinda gaz ve
sivli alig - verigine gok az izin verir, Dolayisi ile tohum-
daki dokular ve embriyonun, geligim ve metabolizmalarini
diizenleyici bir rol oynar. Ayrica bu sert kabuk bugdaygil-
ler familyasi iiyeleri ig¢in tipikdir. Gramineae iiyelerinin
diger tipik bir 6zelligi de, endospermlerinde bir dag alev-

ron tabakagi igermeleridir., Alevron tabakasi, endosperm
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Perikarp ve Testa (Kabuk )

Aleuron tabakas:

Endosperm (Besi doku)

Skufellumm1
Koleoptil

Yapraklar > Embriyo
Radikula

(Kok ucu)
Koleorhiza

e

Sekil 1, Arpa bitkisinin tohum ve embriyo
yapisi (Moore, 1981 den)

hiicrelerinin kabuk kismina yakin olanlarinin béliinmeleri
ve sonugta bir yada birkag tebaka olugturmalari ile mey-
dana gelir. Buradaki hiicrelerce protein yapisinda aleu-
ron tanecikleri olugturulur. I¢ kisimdaki endosperm hiic-
releri zamanla olilr ve nigasta tanecikleri ile dolar,

Endosperm besi doku oldugundan, embriyo geligimi
acisindan biliyilk Sneme sahiptir. Misir endosperminde % 11

protein, % 5 lipid.ve % 75 nigasta depolanmigtir. Arpa
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Skutellum

Koleoptil

ilk yapraklar

Plumula( siirgiin ucu

Merkezi sitindir

Radikula ( Kék ucu)
Kaliptra (Kokyiiksigi———

Koleorhiz

gekil 2, Misir bitkisinin embriyo
yapisi (Weier, 1974 den)
endosperminde ise % 12 protein, % 3 lipid ve % 76 nigasta
depolanmigtir (BEWLEY ve BLACK, 1983). Endospermden ayri-
lan embriyonun in vitro kogullarda geligimi ig¢in gerekli
-tlim maddelerin besiyerinde bulunmasi gerekir (RAGHAVAN,
1966).

Misair ve arpa embriyolari da yapi olarak tipik Gra-
mineae ©zellikleri tagimaktadir, Embriyo bir kotiledon ta-
giyan embriyonik eksen igerir, Embriyonik eksen hipokotil,
plumula ve radikula olmak lizere iig ana btliimden ibarettir,

Dikotil bitkilerin embriyolarinda gtzlenen mezokotil; mo-
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nokotillerde, Yzellikle Gramineae'de zor gizlenir, Mono-
kotil embriyolarainin tek kotiledonu endosperme dogru bir
eme¢ glbi uzanir ve skutellum adini alir, Skutellum bir
miktar besin maddesi igerebilir. Ornegin; arpada bu ige-
rik g¢ok az iken, misir embriyolérlnda nisbeten daha zen-
gindir,

Embriyonik eksende yer alan hipokotil, kotiledonun
(skutellumun) baglandigi kisimdir, Hipokotilden ayirdedil-
mesi gli¢ olan ikinci yapi radikuladar, Radikula primer kok
taslagyl olup, karyopsisten g¢ikan ilk organdir. Hipokotilin
taban kismi radikulays gevreler ve bu yapiya koleorhiza
adi verilir. Embriyonal eksende yer alan liglincii ana kisim
plumuladir, Plumula ilk yaprak yada yaprakg¢iklari ve siir-
giin ucunu igerir, Siirgiin ucu kilaf benzeri bir yapi ile
ortiiliidiir ve bu kilifa koleoptil ada verilir, Koleoptilin
yapisi hakkinda cegitli goriigler vardir. Baza aragtlrlél—
lara gdre ilk gercgek yaprak, digerlerine gtre ise bir ko-
tiledon parcasidir (FAHN, 1981),

Embriyonal geligimde en “nemli gorevi skutellum
goriir, Skutellum endosperm ile temas halindedir ve emb-
riyo ig¢in gerekli besin maddelerini emer, Misir skutellu-

mu, endosperme temas bolgelérinde kivraimlar olugiturur. Bu
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kivrimlarda yer alan epitel benzeri hilcreler salgl fonk-
siyonu gorerek, endospermdeki besin maddelerinin embriyo
tarafindan alinmasina yardimci olurlar (FAHN, 1981).
Geligen bitki embriyolarinde, beslenme gekline gt-
re iki safha mevcuttur; heterotrofik ve ototrofik safha.
Hayvan embriyolari ise sadece heterotrofik safhada kal-
maktadir, Bu iki safha bitki embriyolarinin beslenme ig-
levleri agisindan g¢ok Onemlidir, Bitki embriyosu kotile-
don olugturana kadar heterotrofiktir, Daha sonra ototro-
fik safhaya geger. Bu safhalarin bilinmesi bitki embriyo
kiiltliriniin yapilmasi agisindan ¢ok Snemlidir. Zira emb-
riyo ototrofik, yani yeterince bagimsiz oldugunda izole
edilebilir ve in vitro gartlarda kiiltiiri yapilabilir

(RAGHAVAN, 1966).

2.2. Bitki doku ve hilicre killtirli teknikleri :

Bitki organ, doku ve hiicre kiiltirii teknikleri dii-
glince olarak ilk kez 20, ylizyil baglarinda ortaya atil-
migtir (HABERLANDT, 1902). Bununla beraber, bitki doku
ve hiicre kiiltiirii tekniklerinde gtzlenen geligmeler 1930 lu
yillarda baglamigtir. 1960 1li yillara kadar, sadece bitki-

lerde gdzlenen biiylime ve geligme sorunlari ile ilgilenen
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bu teknikler; bugilin genetik, biyokimya, bitki fizyoloji-
si, fitopatoloji ve bitki 1slahi alanlarinda vazge¢ilmez
deneysel olanaklar sunmaktadir (KOBLITZ, 19723 BUTCHER ve
INGRAM, 1976).

Bitki doku ve hiicre kiiltiirii ile yapilan aragtirma-
larda yapilan yer alan terimler, gogu kez karmagik ve ge-
ligkili olmugtur. Bu terimler agagidaki gibi siniflandiri-

labilir (STREET, 1973; BUTCHER ve INGRAM, 1976):

a) Organ kiiltlirleri : Ktk ve siirgiin uglari, yaprak
ve ¢igcek primordiumlari, g¢igeklerin olgunlagmamig parga-
lari (ovaryum, anter, polen gibi) ve olgunlagmamig meyve

kisimlarindan yapilan kiiltiirlerdir.

b) Embriyo kiiltiirleri : Olgunlagmig yada olgunlag-

mam1g embriyolarin kiiltiirleridir.

¢) Kallus (doku) kiiltiirleri : Bitki doku pargala-~
rinin yetigtirilme teknigidir. Buradaki hiicreler diizensiz
olarak cgogalar ve kiiltiirde bir yigin (kallus) olugturur-
lar.

d) Hiicre siispansiyon kiiltlirleri : Slirekli galkala-
nan 8ivi besiyerinde daginik olarak bulunan hiicreleri ve

hiicre kiimelerini igeren kiiltiirlerdir, Siispansiyon killtiir-
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leri, diger kiiltlir sistemlerine nazaran daha dligilk orga-
nizasyon diizeyl gosterdiklerinden, hilere kiiltiirleri adi-
n1 da alabilirler (BUTCHER ve INGRAM, 19738).

Bitki embriyo ve organ kiiltilrlerinde yararlanilan
embriyo ve digfer bitki organ yada organ pargalari, karak-
teristik yapilarini in vitro kogullarda da koruyabilir-
ler, Bu agidan bitki organ ve embriyo kiiltiirleri, normal
dokulardaki geligimin kayboldugu bitki doku ve hiicre
(suspansiyon) kiiltiirlerinden belirgin bir gekilde ayri-
labilmektedir. Ayrica in vitro gartlarda geligen organ ve
embriyolar, normal bitkilerde geligenler ile kargilagti-
rilabilir (BUTCHER ve INGRAM, 1976). Ancak, in vitro ko-
gullarda bitki organ ve embriyolarinin normal kogullara
gdre daha hizli geligmesi, kargilagtirmada sorunlar ya-

ratmaktadir (KOBLITZ, 1972).

2.3, Bitki embriyo kiiltiirii:

Kimyasal igerigi bilinen bir besiyerinde bitki
embriyolarinin kiiltiirl ilk kez 20, ylizyil baglarinda ger-
ceklegtirilmigtir (HANNIG, 1904), Bununla beraber, bitki
doku ve hiicre kiiltlir tekniklerinden biri olarak Onemini

1920 1i yillarda kazanmigtir (LAIBACH, 1925, 1929).



- 16 -

Baglangicindan bugline kadar bitki embriyo kiiltlirlerinin

uygulama alanlari gu gekilde siniflandirilabilir:

a) Gimlenme evresinde bazi fizyolojik ve histolo-

jik geligimlerin incelenmesinde,

b) Genetik karakterlerin daha ¥nce bagarilamayan
yada dligliniilmesi bile s6z konusu olmayan kombinasyonlaran,

yani hibrit bitkilerin elde edilmesinde,

c) Bazi tohumlarda dormansi faktoriiniin ortadan kal-
dirilmasi, bdylelikle ekonomik “nem tagiyan bitkilerin ki-

sa silirede elde edilmesinde,

d) Embriyolarin gok diigiik sicaklikta saklanmasi ve
gelecekte sahip olduklari bazi gerekli dzelliklerinden

daha ekonomik gekilde yararlanilmasinda,

e) Ozellikle arpa ve bugdayda embriyo killtiiril ile
mutant bitkilerin se¢ilmesinde bitki embriyo kiiltiirleri
kullanilmaktadir.

Gramineae tiirlerinde embriyo geligim ve g¢imlenme-
leri {izerine yapilan bir aragtirmada, endospermin geli-
gimindeki etkisi aragtirilmigtir. Sonugta bir tiire ait
endospermi igeren besiyerinde, farkli bir tilre ait emb-

riyonun da geligebilecefl gtzlenmigtir (STINGL, 1907).
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Bugday (Triticum aestium L.) embriyolarinin gavdar (Se-

cale cereale L.) endosperminde, yulaf (Avena sp.) embri-

yolarinin da bugday endospermlerinde daha iyi geligme gbs~
terdigZine dair ilging¢ bir sonu¢ elde edilmigtir (STINGL,
1907). Bitki embriyolarainin kiiltiirlinde Snemli bir fizyo-

lojik davranig ilk kez Ipomea sp,ve Althea sp. embriyolarinda

gbzlenmigtir (DIETERICH, 1924). Bu bitkilerin olgunlagmag
tohumlarindan izole edilen embriyolar, agarli besiyerinde
normal ¢imlenme yolunu izlemigler, buna kargilik olgunlag-
mam1g tohumlardan izole edilenler, normal embriyogenez ev-
relerini tamamlamadan dogrudan ¢imlenmiglerdir, Agarli
besiyerinde embriyolarin bu davranigina "erken g¢imlenme"
ad1 verilmigtir (DIETERICH, 1924), Gergekte bu olayin
besiyeri osmotik konsantrasyonundan kaynaklandigi, daha
sonraki aragtirmalarda ortaya konmugtur (RAPPAPORT, 1954;
"RAGHAVAN, 1966).

Bitki embriyo kiiltlirleri kullanilarak, ¢imlenme ev-
resindeki bitkilerin bazi anatomik ve histolojik Gzellik-
lari agifa gikarilmigtir. Ornegin, bazi Gramineae embri-
yolarinda, embriyonal eksen ile skutellum arasindaki ilig-
ki aragtirilmigtir. Sonugta skutellumlari kesilmig embri-

yolarda kdk ve slirglin uglari olusmamig, buna karsgilik
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skutellumun kendisi kiiltiire edildiginde k&k benzeri yapi-
lar geligtirmigtir (NARAYASWAMI, 1963), Misir bitkisinin
olgunlagmamig embriyolari ile yapilan bir aragtirmada,
embriyonal eksendeki gigkin btlgede olugan kiigiik bir doku
halkasinin evrimsel siire¢ igerisinde kaybolan misir emb-
riyosunun epiblastini temsil edebilecegi, bu yapinin do-
gada kotiledonlu yapiya katilabilecegi tne siiriilmektedir.
(VASIL et.al., 1983). Misir bitkisine ait olgunlagmamig
embriyolarin baglangi¢ materyali olarak kullanildigi doku
kiilltirii caligmasinda, skutellumun kallus orijini oldugu
gdzlenmigtir (SPRINGER, 1979). Bu tiir histolojik aragtir-
malar, arpa embriyo kiiltlirlerinde de gergeklegtirilmigtir,
Ozellikle cegitli boyutlardaki arpa embriyolarinin degigik
aminoasitler veya kazein hidrolizat iceren gegitli besi-
yerlerindeki geligimleri gerceklegtirilerek, histolojik
incelemeler yapilmigtir (NORSTOG, 1961),

Bitki embriyo kiiltiirlerinin en yaygin kullanildiga
alan, hibrit bitkilerin elde edilmesine ytnelik aragtir-
malardir, Gerek tiir igi, gerekse tiirler arasi gaprazlama-
lar sonucunda steril (kisir) hibritler elde edilmektedir.
Gogunlukla bu kisairlik, hibrit bitkilere ait embriyolar

ile endospermler arasindaki uyugmazliktan kaynaklanmaktadir,
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Zira hibrit bitkilerde normal ddllenme gdzlenmesine kar-
g1l1k, embriyolar kotiledon olugturamadan kﬁrumaya bagla-
maktadir (SATINA, RAPPAPORT, BLAKESLEE, 1950),

" Embriyolarda gozlenen bu kuruma, endospermden
gerekli begin maddelerini saglayamadiklarindan délayl or-
taya c¢ikmaktadir (SACHET, 1948), Nitekim bugday ve gavdar
arasindaki caprazlamalarda embriyolarain bliyllkk bir kisma
yagamamaktadir (KROLOW, 1970). Burada kesin neden bilin-
memektedir. Muhtemelen endosperm geligimi ile ilglli ol-
malidir., Glinkii bazi melezlerde tam geligmig endospermden,
kuvvetli sekilde burugmug endosperme kadar geg¢ig formlari
goriilmektedir. Tohum g¢imlenmesi bu geligime baglidar.
Tetraploid bugday ile cavdar arasinda yapilan caprazlama-
larda genellikle endosperm dejenerasyonu goriliir, Bu yﬁz?
den canli melezleri elde etmek giligtiir, Olgunlagmamig emb-
riyo kiiltiirii ile bu melezlemeler bagariyla siirdiiriilebilir
(KROLOW, 1985).

Sonu¢ olarak hibrit embriyolarinin geligimi ig¢in
mutlaka diger kaynaklardan besin elde etmesi gerekmekte-
dir. Bu agamada bitki embriyo kiiltiirii giindeme gelmektedir.
Bu konuda ilk aragtirma Linum hibritlerinde gergeklegtiril-

migtir (LAIBACH, 1925, 1929).
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Bitki embriyo kiiltiirii sayesinde, bazi Gramineae
tlirlerinde hibrit bitkiler elde etmek igin pekgok arag-
tirma yapilmigtir. Misir, arpa, bugday ve ¢eltik (Oryza
sativa L.) bitkilerinde tiir i¢i gaprazlamalarla elde edi-
len melezlere ait embriyolar, olgunlagmamig safhalarinda
kiiltiirleri yapilarak tam bitkiler elde edilmigtir (UTTA-
MAN, 1949; KONZAK, 1951; NAKAJIMA et.al., 19583 DAVIES,
1960; BOUHARMONT, 1961). Ayrica tiirler arasi c¢aprazlama-
lar yapilarak hibrit bitkileri elde etmek igin, olgunlag-
mamlig embriyo killtiirlinin kullanildigil gok sayida aragtir-
ma vardir. Bugdaygillerde bu tilr aragtirmalara gu Srnek-

ler verilebilir : Hordeum vulgare L. X Secale cereale L.,

Triticum durum Desf, X Elymus arenarius L., Triticum

Hordeum vulgare L., X Hordeum bulbogum L., Agropyron

trachycaulum L, X Agropyron intermedium L., Oryza sativa L,

X Oryza latifolia Desf., Secale cereale L, X Hordeum bul-

bosum L., Secale cereale L. X Zea mays L., Triticum aes-

tivum L, X Zea mays L., (BRINK, COOPER ve
AUSHERMANN, 19443 FARQUHARSON, 1957; OETTLER, 1983, 1984;
PICKERING, 1983; THOMAS ve PICKERING, 19833 NAPIER ve

WALTON, 1983; ZENKTELLER ve NITZSCHE,1984; KROLOW, 1970,
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19853 NOWICK, 1986). Yine bitki embriyo kiiltlirlinden ya-
rarlanilarak normal ve hibrit bitkilerin embriyolarinda
gdzlenen bazi sitolojik ve histolojik degigimler incelen-
migtir (GREEN ve PHILLIPS, 1975; OZIAS~ AKINS ve VASIL,
1982; MADDOCK et.al., 1983; THOMAS ve PICKERING, 1983;
KARP ve MADDOCK, 1984).

Ekonomik Oneme sahip bazi bitkilerde dormansi fak-
torii nedeni ile yagam dbngiileri uzun olmakta ve bu neden-
le yetigtirilmeleri zor, masrafli ve zaman alici olmakta-
dir., Bitki embriyo kiiltiirlinden yararlanilarak bu bitkiler
kisa zamanda ve daha ekonomik olarak elde edilmektedir
(KOBLITZ, 1972). Ilk kez Iris bitkisinde embriyo killtiir
tekniklerine yer verilmig, normalde iki yillik dinlenme
periyodu atlatilarak, bitki kisa slirede elde edilmigtir
(RANDOLPH, 1945). Ayni teknik, ekonomik oneme sahip orkide-
lerde (Orchis sp.) denenmig ve bagarili sonuglar elde
edilmigtir (TAYLOR, 1957). Genelde embriyonal geligimle-
rini tamamlayamadan Slen elma, armut, geftali gibi bitki-
lere ait embriyolarin kiiltlirii de bagariyla yapailmigtar,
Boylelikle meyve agaglarinin islahi igin gerekli zaman

siiresi kisaltilmaktadir.'(KOBLITZ, 1972).
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Bitki hiicre, doku ve embriyolarinin kiiltiire alin-
diktan sonra ¢ok diiglik sicaklikta saklanmasi konusu gilin-
celligini siirdiirmektedir (SEIBERT ve WETHERBEE, 1977).
Cok diigiik sicakliklarda bitki embriyo kiiltlirlerinin sak-
lanmasinda olgunlagmig embriyoclar, olgunlagmamig olanlara
gbére daha avantajlidir. Zira olgunlagmig embriyolar gok
az su icerifine sahiptirler ve kuru buz yada sivi azatta
kolaylikla saklanabilirler., Buna kargilik olgunlagmamig
embriyolar ve difer bitki doku kiiltlirleri yiliksek su ige-
rikleri nedeni ile daha ayrantili tekniklere gereksinim
duyarlar (WITHERS, 1982). Kiiltiirler gok diigiik sicaklik-
larda saklama igleminden Snce dimetilslilfoksit (DMSO),
gliserol yada prolin igeren besiyerlerinde 3~ 4 giin bek-
letilerek hiicreler arasi sivida yada besiyerinde yliksek
osmotik konsantrasyonlar elde edilmektedir, Boylelikle
hilcreler arasi sivinin donma noktasi diigliriilmekte ve hiic~-
re ic¢i sivida letal buz kristallerinin olugumu engellen-
mektedir, Ozellikle prolin'in masir hiicre siispansiyon
kiiltiirlerinin g¢ok diigiik sicakliklarda saklanmasinda etkin
bir soguktan koruyucu madde oldugu ortaya g¢ikarilmigtar
(WITHERS ve KING, 1979). Dogada; tuz stresine kargi halo-

fit bitkilerde, sofuk veya kurakliga kargi. kurak ve soguk
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bblgelerde yasayan bitkilerde yiiksek prolin igerigi il-
gingtir (STEWARD et.al., 1974; BLUM et.al.,, 1976)..Frolinj
yliksek ¢oziiniirliige sahip, notral, yiiksek osmotik basing
saglayan ve yliksek konsantrasyonlari toksik olmayan bir
maddedir (BLUM et.al,, 1976). Bu 6zellikleri sayesinde
prolin, dogal sofuktan koruyucu bir aminoasit olmaktadir
(WITHERS, 1979). Bitki doku ve hilcre killtlirlerinin g¢ok
diiglik sicakliklarda saklanmasi konusunda, havug (Daucus
carota L.) hilcre siispansiyon kiiltiirleri, 100 giin ile 2 yil
arasinda -20 °C, -70 °C ve -~190 °C de bekletildigi arag-
tirmedan basarili sonuglar elde edilmigtir (BAJAJ, 1976).
Ozellikle soyu tilkenmekte olan yada endemik bitkiler can-
11 olarak veya tohum halinde de saklanabilirler., Ancak bu
durum uygun seralarin ve tiim kogullarain hazirlanmasi, bit-
kilerin bakimi, iiretimi gibi ekonomik faturasi yliksek ola-
naklar gerektirmektedir. (FRANKEL ve SOULE, 1981). Oysaki
bitki doku kiiltlirlerinin gok dﬁgﬁk sicakliklarda saklan-
masl yer, zaman ve ekonomik degerler ytniinden biiyllk avan-
tajlar saglamektadir. Bitkilerin canli veya tohum halinde
yada doku ve hiicre kiiltiirleri yapilarak g¢ok dilgiik sicak-
liklarda saklanmasinda temel amag; germplazmin depolanma-

g1 (bagka bir deyigle gen bankalarinin kurulmasi), bdyle-
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likle bitkilerde korunan 8zelliklerin gerektiginde kulla-
nilmagidir. (WITHERS ve STREET, 19773 WITHERS ve KING,
1979; GROUT, 1979).

Biyokimyasal mutantlarin se¢iminde arpa ve bugday
embriyo kiiltiirleri genig olarak kullanilmaktadir (BRIGHT
1978, 1979, 1982 a,b), Tahillarda yer alan proteinler
insanlar tarafindan beslenme amaci ig¢in dogrudan tilketil-
mektedir. Dolayisaiyla danelerinde yllksek miktarda amino-
asitleri igeren mutantlar tarimsal “neme sahiptirler. Bu
nedenle aréa ve bugday olgunlagmig embriyolari, Once sod-
yum azid gibi degigik mutajen ajanlar ile muamele edilmek-
te, daha sonra in vitro kogullarda kiiltiirleri yapilmakta-
dir.

Bir lizin analogu olan S- (2 - Aminoetil) L~ sistein
(AEC) iceren besiyerlerinde, arpa embriyolarinin geligimi-
nin engellendigi gdzlenmig ve bu engellemenin ortama lizin
ilavesi ile ortadan kalktigi gtzlenmigtir. Sonugta AEC'ye
direngli bitkiler elde edilmigtir (BRIGHT et.al.,, 1979).
Yine olgunlagmig arpa embriyolarinda threonin aminoasiti
birikiminden sorumlu oldugu diisiiniilen iki gen (1t 1 ve
1t 2) bulunmugtur (BRIGHT et.al.,, 1982 b).

Bitki embriyo kiiltiirii ile yapilan bu tiir ¢aligma-
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lar, bakteri ve tek hiicreli organizmalarda uygulanan mu-
tant tip elde etme tekniklerine oldukga benzerlik gdster-
mektedir. Arpa ve bugday embriyo kiiltiirleri bu tiir arag-

tirmalara su avantajlari saglamaktadir's

a) Skutellumlarinda besin maddeleri cok azdir, Do-
layisiyla g¢imlenmeleri dogrudan besiyeri igerigine bagli-
dair.

b) Sodyum azid gibi mutajen maddeler uygulanarak,

kolaylikla mutantlar elde edilebilir.

c) Kendine ddllek olan bu bitkilerin, kendi ara-
larinda caprazlanmalari ile homozigot resesif mutant bi-
reyler elde edilebilir (BRIGHT et.al,, 1982 a),

Bu tiir aragtirmalarda hedef iki ana noktada top-

lanmaktadar.

1, Aspartik asit. tlrevli aminoasitlerde gtzlendi-
g1 gibi, herhangi bir aminoasitin miktari artirilarak to-
humlarin besin kalitesi iyilegtirilebilir, Ozellikle lizin
ve threonin beslenme agisindan gerekli aminoasitlerdir,

Bu aminoasitler agisindan tahil tohum proteinleri eksik-
lik gtsterir., Bu aminoasitlerce zengin mutant bitkiler

tarimsal Oneme sahip olacaklardar,
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2, Uzellikle klor igeren herbisitlere kargi, tahil-
larda direng elde edilebilir., Bdylelikle yabanci otlara
kargi miicadelede daha etkili olunabilir (BRIGHT et.al,,

19793 HIBBERD et,al,, 1980; BRIGHT et.al., 1982 a, b).

2.4, Besiyerleri :

Normal bitkilerde gozlenen geligmelerin, bitki do-
ku ve hiicre kiiltlirlerinde yetigtirilen hiicre,doku ve or-
ganlarda da goriilebilmesi ig¢in azot, fosfor, demir, mag-
nezyum, mengan, bakir, ¢inko, bor, molibden, kiikiirt ve
potasyum elementlerine gereksinim duyulmaktadir. Genellik-
le bu elementler kiiltiir ortamina mineral tuzlar halinde
verilirler (BUTCHER ve INGRAM, 1976).

Embriyo kiiltiirlerinden yararlanilen ilk arastlrmaf
larda, normal bitkilerin beslenmeléri hakkinda yapilan de-
nemelerde kullanilan ¢tzeltilere yer verilmigtir (DIETE-
RICH, 1924). Bitki embriyo kiiltirleri ig¢in glinlimiizde kul-~
lanilan makro ve mikro elementler yine mineral tuzlar ha-
linde kullanilmakta ve konsantrasyonlari nisbeten daha
ylikeek olmaktadir (MURASHIGE ve SKOOG, 19623 KOBLITZ,19%72).

Isik altinda bliyiiyen ve fotosentez yetenegini siir-

diiren normal bitkilerden farkli olarak bitki kiiltiirleri-
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nin gereksinim duydugu karbon kaynagi organik formdadir
ve gogZu kez gekerlere yer verilmektedir (RAPPAPORT,1954;
RAGHAVAN, 1966, KOBLITZ, 1972; BUTCHER ve INGRAM, 1976).
Bitki embriyo kiiltiirlerinde gogunlukla geker olarak suk-
roz (sakkaroz) kullanilmaktadir (RAPPAPORT, 1954, RAGHA-
VAN, 1966).

Bitki embriyo kiiltiirlerinde ek besleyici maddeler
olarak B vitaminleri (Pyridoxin, Thiamin, Nikotinik asit),
bliylime hormonlari yada hindistan cevizi siiti gibi karma-
g1k bitkisel maddelere, ayrica kazein hidrolizata da ge-
reksinim duyulabilir (ZIEBUR ve BRINK, 1947,1950; NORSTOG,
1956, 19613 RAGHAVAN, 1966). Besiyerlerinde gayet hindis-~
tan cevizi silitii, gegitli bitki endospermleri ve domates
suyu gibi bitki Sziitlerine yer verilirse, bu tip besiyer-
lerine "tanimlanamayan besiyerleri" denir., Zira bu komp-
leks maddelerin blitiin igerigi tam olarak belli degildir,
Besiyerlerinin igerdigi tiUm maddelerin nitel ve nicel
dzellikleri biliniyorsa, bu tip besiyerlerine "tanimlanan
besiyerleri" denir (BUTCHER ve INGRAM, 1976).

Bitki embriyo kiiltiirleri yilizey kiiltlirleri oldugun-
dan, besiyerleri agar ile katilagtirilir ve kullanailan

bitki embriyolarina bagli olarak pH degeri, HCl yada



- 28 ~

NaOH ile optimum noktaya ayarlanir (RAPPAPORT, 1954;
REINERT ve YEOMAN, 1982).

In vitro kogullarda kiiltlirii yapilan bitki embriyo-
lara siva halde oksijen ve hidrojene, gaz halinde ise ok-
gijene gereksinim duyarlar (BUTCHER ve INGRAM, 1976).

Kigsaca tzetlemek gerekirse; normal bitkilerin go-
ffunda gozlenen ototrofik beslenme, bitki doku ve embriyo

kiiltiirlerinde heterotrofiktir (BUTCHER ve INGRAM, 1976).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1, Materyal :

Bu caligmada olgunlagmig misir ve arpa embriyola-
rindan yararlanilmigtir, Hasarli, renksiz tohumlarin emb-
riyolari ile diseksiyon esnasinda yaralanan yada endosperm-
den tam ayrilmamig embriyolaran kullanimindan kaginilmig-

tir.
3.2. Metod:

3.2,1, Tohumlarin ylizey sterilizasyonu ve su emme-

si (dimbisyon) iglemleri :

Misir ve arpa tohumlari sert yapili olduklarindan
embriyolarin hemen kesilip, tohumun geri kalan kismindan
izole edilmesi miimkiin olmamaktadir. Tohumlar dnce ylizey
sterilisazyonuna tabi tutulmustur. Daha sonra su alarak
gigme olayinin ardindan yumugayan tohumlardan embriyolar
kesilip cikarilarak, steril besiyeri igeren tilip yada pet-
ri kutularina aktarilmigtir,

Yiizey steriligagyonu ig¢gin arpa ve misir tohumlara
ayri ayri olacak gekilde Pyrex tiiplere (160 x20 mm) yer-
legtirilmig, tiiplerin agiz kismi gazli bez ve lastik bant

ile sikica kapatilmigtir. Tohumlar dnce % 95 lik etil al-
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kolde 10 saniye, % 1 lik Tween 20 ¢dzeltisinde 1 dakika
bekletilmigtir. Ylizey gerilimini azaltan bu g¢ozeltinin ar-
dindan tohumlar % 2 lik kalsiyum hipoklorit ¢bdzeltisine
aktarilmigtir, Bu ¢Ozeltide 15 dakika bekletilen taneler
daha sonra "Sylvania G 30 T 8" marka UV lamba ile sterili-
ze edilen transfer kabinine alinmigtir, Hipoklorit izleri-
ni gidermek ig¢in tohumlar kabin iginde steril distile su
ile liger kez yikanmigtir. Bu sirada petri kutulara (120
mm) icine yerlegtirilen filtre kafitlari steril distile

su ile islatilmig ve lizerlerine yine steril kogullar al-
tinda tliplerden gikarilen misir ve arpa tohumlari yerleg-
tirilmigtir. Petri kutularinin etrafi parafilm ile saril-
diktan sonre karanlikta, 25 %c ve 6 saat siire ile etilvde
bekletilmigtir. Bu slire sonunda su emerek yumugayan to-

humlardan embriyolarin diseksiyonu iglemleri yapalmigtar,

3.2,2. Embriyolarin diseksiyonu dig¢in kullanilan

arag ve gereglerin sterilizasyonu :

Embriyolarin diseksiyonu ig¢in gerekli olan pens,
bistiiri gibi aletler ile diseksiyon alani ©nceden steril
edilmigtir. Pens, bistiiri ve makaslar Pastdr firininda

180 °C ve 30 dakika bekletilerek sterilize edilmigtir.



- 31 -

Diseksiyon ignesi ve distile su otaklavda 1.5 atm. de
basing altinda, 121 °¢ ve 17 dakika slire ile sterilize
edilmigtir, Tiim diseksiyon aletleri steril kabine aktari-
larak, % 70 1lik etil alkolde bekletilmigtir. Diseksiyon
alani % 70 lik etil alkolle silinmig ve UV lamba ile 2

saat siire ile sterilize edilmigtir.

30243, Embriyolarin diseksiyonu :

Bu iglem ig¢in tohumlar steril pens ve bistliri ile
agilmig ve embriyolar gikarilmigtir., Steril distile su ile
yikanan embriyolar, yine steril filtre kagaitlari ile hafif-
¢e kurulanmigtir. Son iglem olarak dbrder adet misir ve
altigar adet arpa embriyolari skutellumlari besiyerine
temas edecek gekilde petri kutularina yerlegtirilmigtir.
Ayni gekilde arpa ve misir embriyolari deney tiiplerinde

birer adet olacak gekilde yerlegtirilmigtir.

3.2.4. Besiyerleri

Bu galigmada MURASHIGE ve SKOOG (MS), (1962) besie
yerinden uyarlanan bitki embriyo killtirlerine ozgil begiye-
ri kullanilmigtir (Tablo 1) (REINERT ve YEOMAN, 1982),., Be-
siyerinde bulunan mikroelementlerin miktarlari cgok diigiik

oldugundan stok ¢ozeltiler halinde hazirlanmiglardir.
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Ayni iglem makroelementlere de uygulanmig ve her iki stok
¢bzelti daha sonra birlegtirilmigtir. Cdkelmeden kaginmak
igcin stok g¢bzeltideki her madde iki kez distile edilmig
suda iyice g¢Oziinmiiglerdir. Genellikle stok ¢bzeltiler be-
siyeri son hacminin (1 1t) igerdigi madde miktarinin yiiz
kati oraninda hazirlanip, daha sonra istenen orana seyrel-
tilmigtir. BOylelikle zamandan kazanilmig ve besiyerinde
cok diigiik miktarlarda bulunan elementlerin tartim gligliigil
sorunu ¢ozilimlenmigtir.

Bitki embriyolarinin geligimine etki edebilecek pH,
farkli sukroz konsantrasyonlari ve degigik gekerler gibi
bazi besiyeri faktdrleri incelendiginden, Tablo 1 de yer
alan bazi degerler degigtirilmigtir. Kontrol grubu igin
% 4 lilk sukroz igeren ve pH'si 5,8 olan besiyerleri kul-
1an11m1$t1r._Fark11 sukroz konsantrasyonlari igin sirasi
ile; % 2, % 4, % 6, % 8 ve % 10 luk sukroz konsantrasyon-
lara (v/w) hazirlanmig ve pH 5.8 e ayarlanmigtir. Degigik
gekerlerin etkilerini incelemek ig¢in sirasi ilej; maltoz,
glukoz, fruktoz, laktoz ve galaktoz % 4 liikk konsantrasyon-
larda hazirlanmig ve pH yine 5.8 e ayarlanmigtir. pH'nin
misir ve arpa embriyolarinin geligmeleri lizerine etkisini

incelemek i¢in besiyeri pH'lari deney tiiplerinde sirasi

xv/w;z Hacim/agirlik
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ile; 4.6, 5.2, 5.8, 6.4 ve 7.0 ye ayarlanmigtir, Petri ku-
tularindaki besiyerlerinde ise pH degerleri; 5.2, 5.4,
546, 5.8, 6.0, 6.2 ve 6,4 dilr. Tim besiyerlerinde makro

ve mikroelementler, kazein hidrolizat ve vitaminler ayna

miktarlarda tutulmugtur,

3.2.5.5Besiyerlerinin hazirlanigl :

Bu amag ig¢in hazirlanan stok g¢gézeltiden 10 ml ala-
nip, 2 kez distile edilmig su ile 1 1t ye tamamlanmigtair,
Daha sonra gerekli miktarlarda vitaminler ve kazein hidro-
lizat tartilarak besiyerine eklenmigtir. Galigma amacina
uygun olacak gekilde farkla sukroz konsantrasyonlari yada
% 4 liik sukroz, maltoz, glukoz, fruktoz, laktoz ve galak-
toz ilave edilmigtir.,

Besgiyeri pH'lari O.l.N KOH veya 0,1 N HCl1l ile iste-~
nen degerlere ayarlanmigtir. Son olarak Difco -~ bacto agar
eklenen besiyerleri (% 1, v/w), 1.5 atm basingta, 121 °¢
de ve 17 dakika silire ile otoklavda steril edilmigtir.
Otoklavlanma esnasinda gekerlerin karamelisazyonunu onle-
mek igin besiyerlerinin hacmi yliksek tutulmugtur (1 1t).

Besiyerlerinin aktarilacagi deney tiiplerinin agiz

kismi hidrofob pamuk ile sikica kapatilmig ve besiyerleri
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ile beraber otoklavda sterll edilmigtir. Petri kutularinin
.sterilizasyonu ise Pastdr fairininda gergeklegtirilmigtir,
Otoklavdan gikarilip biraz soZutulan besgiyerleri steril
kogullar altinda deney tiiplerine (160 x 20 mm) ve petri ku-

tularina (90 mm) aktarilmigtir.

3.2.6. Embriyolarin inkiibasyonu :

Deney tiipleri ve petri kutularina yerlegtirilen
arpa ve misir embriyolari Oncelikle karanlik ortamda, 25
°c de ve 48 saat siire ile inkiibe edilmigtir. Daha sonra
kok ve koleoptil gikigi gbzlenen embriyolarin yer aldigi
tip ve petri kutulara inkiibattre alinmiglardir. Burada
embriyolar 25 °C de ve 16 saat aydinlik (6x820 lm gin
191¢1 floresan lambalar kullanilarek), 8 saat karanlik or-

tamda inkiibe edilmiglerdir.

3.2,7. Olglimlerin ve elde edilen verilerin deger-

lendirilmesi :

Arpa ve misir embriyolarinin geligmeleri llzerine
gegitli besiyeri faktdrlerinin etkisi; embriyolarin haf-
talak kok, sirglin  ve yag afirlik ydnlinden geligmeleri
dikkate alinarak aragtirilmigtir. Her iki bitki embriyo-

larinda da sadece ana k6k 8lgilimii yapilmig, yan kdklerin
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Olgiimleri s0z konusu olmamigtir, Her deney tiplinde yer
alan embriyolarin 8lgiim ve tartim degerleri bir tekrar
olarak kabul edilmig ve on tekrar yapilmigtir. Petri kutu-
larinda ise her dort dlg¢lim bir tekrar olarak kabul edilmig-
tir. Yine petri kutularinda geligen bitkiciklerin yag agir-
11k tartimlari sadece 4, haftada degerlendirilmigtir. Bu-
nunla beraber, mikroorganizmalar yada mantarlar tarafin-

dan bulagmig petri kutulari yada deney tiiplerindeki besi-

yerlerinde biiylitiilen embriyolar degerlendirilme digi bira
kalmistair.

Elde edilen verileri kargilagtirmak i¢in varyans
analizi yapilmigtir (DUZGUNES, 1963). Tekrar ve deney or-
talamalari arasindaki farkin onem kontrolil igin "Multip-
le Range Test" i uygulanmigtir (DUNCAN, 1955). Ortalama-
lar arasi farklar 0,05 olasilik diizeyinde F degZerlerinden

biiylik oldugu zaman “nemli kabul edilmigtir.
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4, BULGULAR

pH, sukroz konsantrasyonu ve gekerler ybtniinden fark-
liliklar gdsteren besiyerlerinde kiiltiirleri yapilan misir
ve arpa embriyolarinin haftalik ortalama ktk, siirgin ve
yag agirliklari belirlenmigtir. Galigmada iki ayri bitki
tiirline ait embriyolardan yararlanildigi igin, bulgular iki

bollimde incelenecektir.

4,1, Gegitli besiyeri faktSrlerinin olgunlagmig misir

embriyo kiiltlirii izerine etkisi :

4.,1,1, pH etkisi ;

Farkli pH'lara sahip besiyerlerinde, deney tiipleri ve
petri kutularinda kiiltiirii yapilan misir embriyolarinin haf-
talik k6k boylari Tablo 2 a ve 3 a'da gdriilmektedir.

Deney tlipleri wve petri kutularindan elde edilen veri-
ler arasinda herhangi bir farkin olmadifini tablolardaki
degerler gostermektedir. Farkli pH'larda ve petri kutula-
rinda kiiltlirii yapilan embriyolar arasinda, 11k {ic hafta ve-
rileri agisindan istatistiksel ©nemi olan farkliliklar bu-
lunmugtur, Ancak bu farklilik 4, hafta ortadan kalkmigtair.
I1k ti¢ hafta itibariyla en yiiksek ktk boylari l. ve 2,

hafta pH= 6.4 de ve 3, hafta pH=6,0 da gtzlenmigtir.
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Tablo 2, Farkla pH'larda biiyiitillen misir (Zea mays Lo.) embriyolarinin haftalik ortalamas

a): kok, b) SBirgin

a) Kok geligimi (mm)

geligimi, ¢) 28. gln sonunda bitki bagina diigen ortalama
yag agirlik. (Embriyolar 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik ortamda ve petriler-
de blyltilmUgtlr).

pH

(% 4 sukroz)

1. tafta

(ortal amalj s.ﬁ)

2, Hafta

(ortalama '+ S.H)

3. Hafta
(ortalama + S.H)

4, Hafta

{Ortalama 1 s.

)

542
5.4
546
5.8
6.0
6.2

6.4

A,5% + 1.28 ¢
23.55 4 2.35 be
25,66 + 0,88 abe
29,33 £ 0,28 ab
31.00 # 1.52 ab

32,66 + 3,93 a
32,00 4 3.05 a

30,00 + 2.64 ¢

40.33 4 2,02 be
44,11 4 1.42 ab
47.88 + 2,16 ab

49,33 + 2,9 a
56,00 + 5,03 a
50,00 # 0,57 a

54,33 + 2,36 d
57.33 4 2,02 cd
60,33 + 0,88 be
64,33 + 1,20 ahc
62,66 + 1,33 be
66,66 + 2,33 a

63,00 4 2,64 ab’

64.66 + 1,76
69.44 4 1.84
71433 4 3.48
72,77 + 0.39
71,33 + 3,17
70,22 4 0,61
71,66 4 6,83

b)

stirgiin  geligimi (mwm)

502
5.4
5.6
5.8
6.0
6.2
6od

23,00 + 2.38 ¢

27.00 4 1.32 bo
28,33 # 1.12 be
31,66 + 1.52 ab

n

34,44 % 5.2
34,77 4 1,77
36,33 4 333 a

38422 4 0,40 ¢
45,44 £ 2,04 b
45,66 + 3,05 b

49,10 + 2,82 ab
49,33 + 0,33 ab

54,22 4+ 3,66 a
54,44 4 2,94 a

67.00 + 2,08 ¢
71.00 + 2,08 be
75.66 4 3.52 ab
76455 + 3,66 ab
78.66 + 3.17 ab
80,00 + 0,57 a
82,33 + 2,72 a

99.88 + 8,22
99.00 + 8,50
101.00 + 5.85
103.33 + 0,88
99.33 + 4.97
95.66 + 4,97
94.56 + 2,40

[T T T - I 4

c) Yag ajarlik (mg‘)

6.2
6.4

326.0 + 28,10
331.0 + 29.32
400.0 # 30,11
4670 + 21.00
425.0 + 23,27
427.0 + 12,10
415.0 + 18,20

be

nnhmg

1 Her verl 3 tekrarin ortalamasidir

2 Standart hata
3 Her siitunda eyny harflerle belirtilen veriler 0.05 olasalik dilzeyinde

birbirinden farkla dejildir. Farkli harflerle belirtilen veriler aym
olasilik dizeyinde birbirinden farklidir.
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Tablo 3, Farkli pH'larda blylUtilen misir (Zea mays L.) embriyolarinin haftalik ortalamaj
a) K8k, b) sSiirgin geligimi, ¢) Bitki bagina dilsen ortalama yag afarlik
(Embriyolar 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik ortamda ve ttiplerde bilyUtUlmligttir),

a) Kok geligimi (mm)

PH 1, Hafta Y 2. Hafta 3. Hafta 4, Hafta

(¥ 4 sukroz) (Ortalamalt S.H) (Ortalamalt S.H) (Ortalamali S.H) (Ortalamali S.HY
4.6 33,60 £ 1.51 & 45.00 £ 6,922  6l.70+2.72a 65.10 + 2,97 a
542 32,60 +1.35 a 44,50 + 3,65 a 58,90 + 4,91 a 65.80 4 1,09 8
5.8 38,10 + 2,05 a 50,50 + 4,04 a 68460 + 1.82 a 73,50 + 1.45 a
6.4 36.60 + 1.98 2 49,60 + 3.90 a 64,30 + 3.34 a 70,90 +2.24 a
7.0 37.90 + 2.23 a 48.90 4 5.50 a 61.50 + 1.60 a 65.60 + 1,37 B
b) Siirgin  geligimi (nm)
4.6 37,00 1 3.09 a 74.80 + 2,29 a 105,30 4 6.03 a 136,70 + 5.02 a
5.2 36,00 + 2,76 a 79.00 4 4.81 a 118.00 + 6.04 a 140,40 + 2,05 a
5.8 35,20 $+1.94 a 83,50 + 6.38 a 120.00 + 6.44 a 147,30 + 2.5 a
6.4 37,30 + 3.98 a 83.20 + 6.23 a 119.90 + 4.52 a 136,50 + 2.17 a
7.0 36.90 + 5.00 a 83,70 + 5,49 a 117.80 + 5.10 a 136,20 + 7.69 a
¢) Yas afarlik (mg)
4.6 163,30 4 9.29 a 235,10 + 16.10 & 298,60 + €438 a 334,90 4 11,08 2
562 185,30 + 7.64 a 242.20 + 11,06 a 308,90 + B8.19 a 340,50 i 13.18 a
5.8 193,30 + 9.87 a 258.60 + 10,75 a 327.10 +15.83 a 357,60 + 10.99 a
6.4 189,50 b4 7.16 a 26040 + 4.50 a 318.60 412.89 a 338430 + 16,73 a
7.0 189.70 4+ 635 a 262,50 + 4,52 a 319.10 + 7.16 a 337.70 + 12,89 a

1 ller verl 10 tekrarin ortalamasidir

2 Standart hata

3 Her situnda ayni harflexle bellirtilen veriler 0,05 olasilik dilzeyinde
birbirinden farkli deiilldir. Farkli harflerle belirtilen veriler aymy
olasilik dlizeyinde birbirinden farklidar. ’
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En diigiik k8k boylari ise 3 hafta siiresince pH=5.2 de yer
almigtir (Tablo 2 a). Buna kargilik farkli pH'larda ve de-
ney tiplerinde kiiltlirli yapilan embriyolar arasinda istatis-
tiksel “nemde herhangi bir farklilik gbzlenmemigtir (Tablo
3 a). Her ikdi kiiltiir kabinda kbtklerdeki geligme hizi ilk
hafta en yliksek diizeye ulagmakta ve diger haftalarda bu hiz
giderek azalmaktadir (Sekil 3).

Farkli pH'ya sahip besiyerlerinde, deney tiipleri ya-
da petri kutularinda kiiltiiri yapilan misir embriyolarinin
haftalik slirglin boylara Tablo 2 b ve 3 b'de gtrillmekte-
dir,

Tablolardaki veriler incelendiginde, deney tiliplerin-
den elde edilen verilerin, petri kutularindan elde edilen
verilere gore daha yiiksek degerler icerdigl gtzlenmektedir.
‘Diger taraftan ktk geligmesi ile ilgili bulgular, slirgln
gelismesi ile ilgili bulgulara biiyiik benzerlik gostermek-

- tedir. Farkla pH'larda ve petri kutularinda kiiltiirii yapi-
lan embriyolarin silirglin - boylari arasinda ilk ti¢ hafta
farkliliklar gtzlenmig ve 4, hafta bu farkliliklar ortadan
kalkmigtir. Farkliligain godzlendigi bu haftalarda en yiliksek
.slirgin boyu pH= 6.4'de, en dliglik slirglin  boyu ise

pH=5,2'de yer almaktadir (Tablo 2 b). Deney tiiplerinden
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elde edilen sonuglarda ise bu tiir bir farklilik gozlenme~
migtir (Tablo 3 b). Her iki killtiir kabinda da, siirgiin
geligme hizi haftalar arasinda fark gtstermeyecek gekilde
ortaya g¢ikmaktadir, Bu durum Sekil 3 de goriilmektedir.

Ayni gartlar altinda misir embriyolarindan geligen
bitkiciklerin haftalik yas agirlik verileri Tablo 2 ¢ ve
3 c¢'de goriilmektedir,

Kiiltir kabi olarak petri kutularinin kullanildigi
tiim caligmalarda yas agirlik verilerl sadece 4. haftadan
elde edildigi i¢in, her iki kiiltiir kabindan alinan sonug-
larin kargilagtirilmasi 4. hafta degerlerine gore yapilmak-
tadir. Her iki kiiltiir kabindan elde edilen sonuglar kargi-~
lagtirildiginda petri kutularindaki degerlerin daha yliksek
oldugu gozlenmigtir. Ayrica bu iki kiiltilr kabinda da, fark-
11 pH'larda geligen bitkiciklerin yag agirlik verileri ara-
sinda onemli farkliliaklarin oldugu bulunmugtur (Tablo 2 c).

Buna kargilik deney tiiplerinden elde edilen tim ve-
rilerde boyle bir farkliliga rastlanmamigtir (Tablo 3 o).
Petri kutularinda ve farkli pH'larda geligen bitkicikler
en yiiksek yag agirlik degerine pH=5.8, en dligilk ise
pH=5.2'de gostermigtir. Ayrica farkli pH'larda ve petri

kutularinda biiyiitiilen embriyolarin ktk ve slirgliin . veri-



- 43 -

leri arasinda paralellik gtzlenmekte, ancak yas agirlik bu
iki karaktere uymayan verilere sahip olmaktadir (Tablo 2).
Deney tiliplerinden elde edilen verilerde ise bu ilg karakter
birbirine paralellik gbstermektedir (Tablo 3). Bu killtiir
kabindan elde edilen yag agirlik verilerin degerlendiril-
diginde, en yliksek geligmenin ilk hafta olugtugu ve hafta-
lar ilerledikge bu geligmede kademeli olarak bir azalmanin
s6z konusu oldugu goriilmektedir. Bu durum Sekil 4 de goriil-

mektedir,

4,1.2, Farkli sukroz konsantrasyonlarinin etkisi :

Farkli sukroz konsantrasyonlarl igeren besiyerlerin-
de, deney tiipleri yada petri kutularinda bijylitiilen misir
embriyolarinin haftalik kok boylari Tablo 4 a ve 5 a'da
goriilmektedir,

Deney tiipleri ve petri kutularandan elde edilen so-
nucglar arasinda herhangi bir farkin olmadigini tablolardaki
veriler gostermektedir., Her iki kiiltiir kabinda biiylitiilen
embriyolarda en yliksek kSk geligmesi ilk hafta gergekleg-
mekte ve diger haftalarda bu geligme hizi giderek azalmak-
tadir (Sekil 5). Petri kutularindan elde edilen sonuglarda
ilk ii¢ hafta itibariyla embriyolar arasinda onemli farkli-

liklar gbzlenmig ve bu dqurum 4, hafta ortadan kalkmigtair.
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Tablo 4. Farkla sukroz konsantrasyonlarinda blyltilen misir {Zea mays L.) embriyolarinin haftalik ortalamaj
a) Kbk, b) Sirgln . geligimi, ¢} 28, glin sonunda bitkl bagina dilgen ortalama yag afarlik
(Embriyolar 16 saat aydinlik, B saat karanlik ortamda ve petrilerde blyUtilmligtUr).

a) Kok geligimi (mm)

% Sukroz 1. Hafta 2, Hafta 3. Hafta 4. Hafta

(pte5.8) (ortaland + 5.1 {ortaland + S.H) (ortaland + S.H) (octaland + S.H)
%2 34,10 + 3.44 a° 53.66 + 1.45 a 60,00 4 2,08 b 67466 + 1,20 a
% 4 29,33 t 0,88 ab 47.88 1‘ 2,16 ab 64,33 i 1.20 a T72.77 i 3,09 a
% 6 26,66 + 1.45 ab 46,55 + 1.28 abc 53.66 + 2.02 b 63,10 + 5.50 a
%8 24,11  1.60 b 39.33 + 3,52 be 52,66 + 4.25 b 64,66 + 8,73 a
% 10 22,00 + 3.05 b 37.33 + 4,09 ¢ 50,66 + 2.40 b 63,33 + 5.61 a

b) Stirgtn  geligiml {mm)

%2 26,66 + 1.20 ab 53.33 £ 7.68 a 74,66 % 2,90 a 100,33 + 6,43 ab
% 4 31,66 + 1.52 a 49,10 + 2,80 ab 76455 + 3,66 a 103,33 + 0,88 a
X6 21,44 + 0,77 b 43.33 + 3,84 abc 71,33 # 6,33 ab B4466 + 5.69 be
%8 19,00 + 1,52 b 35,55 + 2,44 be 61,66 + 3,28 b 78.00 + 5.88 ¢
% 10 23,88 + 4,13 ab 32,55 + 0.79 ¢ 59,33 + 1.45 b 76466 + 3 17 ¢

c) Yag adarlik (mg)

347.0 + 40,36 b

%2 - - -
%4 - - ~ 467,0 4 21,00 a
%6 - - - 305.0  25.00 b
% 8 - - - 294.0 + 6.00 b
% 10 - - - 300.0 # 13.11.b

1 Her verl Ug tekrarin ortalamasidir

2 Standart hata

a Her slltunda ayni harflerle belirtilen veriler 0.05 olasilik dlzaeyinde
birbirinden farkli dedildir, Farkli harflerle belirtilen veriler ayni
olasilik dilzeyinde birbirinden farklidir.



Tablo 5. Farkli sukroz konsantrasyonlarinda biyltiilen misar (Z_e_a_ mays L.) embriyolarinin haftalak
ortalamas a) K&k, L) Stlirgin

a) Kok geligimi (mm)
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geligimi, c) Bitki basina dilgen yag adarlik (Embriyolar
16 saat aydinlik, & saat karanlik ortamda ve tliplerde bilytulmigtur).

% Sukroz 1, Hafta 2, Hafta 3. Halfta 4, Hafta
{pH=5.8) (Orta_lamalj_' SeH) (Ortalamali S.H) {Ortalamd +.S.H) (Ortalamg'i S.H)

% 2 27.50 + 3.04 b3 43,70 + 1.75 a 57.90 + 1.69 b 63,00 +).16 b
94 38,10 + 2.05 a 50,50 + 4.24 a 68,60 + 1.82 a 73.51 4+ 1.45 a
% Y2,60 + 3.8 b 41.80 + 2,37 ab 55,70 + 1.57 b 61,70 + 2,04 be
% 24430 + 2,30 b 34,00 + 1,63 be 49,70 + 1.65 ¢ 59,10 + 2,09 be
w 10 23400 # 1.40 b 31.90 + 3,23 ¢ 45,20 + 1.67 ¢ 57.60 4+ 1.41 ¢
b) siirpin gelicimi (nm)

% 2 28440 4+ 1.27 b 76420 ¢ 3.54 a 105,10 + 4.18 b 131.90 + 4.16 b
% 4 35,20 + 1,94 a 83.50 + 6.38 a 120,00 + 6.44 a 147,30 + 2.15 a
& e 25,70 4 1,U7 ke ©74.30 + 2,09 a 107,60 + 4446 ab 127,00 + 2,79 be
W8 “0.M0 + 1.87 be T3.50 + 4.32 a 103,460 4 3,00 h 185,30 + 3.07 he
« 10 fr.e0 + 0,73 ¢ 67.60 + 1,99 b Y8.30 + 2,32 b 118,50 4 3,18 ¢
¢) Yag agrrlik (ng)

w2 112,20 + 8,43 b 205,30 + 8.46 b 289,40 + 3.38 b 21,40 4 6.91 &
%4 195,30 + 9.87 a 258,00 410,75 a 327,10 413.83 a 357,00 410499 a
%6 115,90 + .02 b 202.00 -_l:12.96 ) 290,80 +1U.18 b 30C,00 + 4,00 b
%8 120,80 + G.89 b 193,20 + 1,58 b 279,00 + 5417 b 288,70 4 2,94 b
X 10 107.80 + 4,03 b 182,90 + 5,85 b 273,00 1 022 b 286,20 4+ 433 b
1 Her verl 10 tekrarin ortalamasidar

2 Stuandart hata

3 Her siitunda ayni harflerle belivtilen voviler U.UL otasatal diliey bwe

pirbirimden farkle deiddir, Farkla havilerle bolirtilen verilor cyna
c¢lasilik dilzeyinde bixbirinden farklidar.
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Deney tliplerinde ise istatistiksel Onemi olan bu farkli-
liklar her hafta ortaya gikmigtir (Tablo 5 a). Her iki kiil-
tir kabinda haftalik en yliksek kdok geligmeleri % 4, en dii-
gilk ise genellikle % 10 sukroz igeren besiyerlerinden elde
edilmigtir.

Ayni gartlar altindaki misir embriyolarinin hafta-
11k slirgin- boylari Tablo 4 b ve 5 b'de gdriilmektedir.
Burada da deney tiiplerinden elde edilen veriler petri kutu-
larindan elde edilenlere gire daha yliksek degerler lgermek-
tedir, Her iki kiiltiir kabinda en yilksek ~ siirgiin geligme-
gi her hafta % 4 sukroz igeren besiyerlerinde gergeklegmek-
tedir, En diigilk geligme ise genellikle her hafta % 10 suk-
roz igeren besiyerlerinde gozlenmigtir, Her iki kiiltlir ka-
binda da ' slirgiinlerdeki = geligme hizi haftalar arasinda
fark gostermeyecek gekildedir, Sadece deney tliplerindeki
2. hafta verileri biraz daha yiksektir. Bu durum Jekil 6
da gorilmektedir.

Farkli sukroz konsantrasyonlari igeren besiyerlerin-
de kiiltilirii yapilan embriyolarin geligtirdigi bitkiciklerin
yag agirlik veriieri Tablo 4 ¢ ve 5 c'de goriilmektedir,

4, hafta verilerine bakildiginda her iki kiiltiir

kabindan elde edilen degerler arasinda bliyik bir fark ol-
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Jgekil 7. Farkli sukroz konsantrasyonlarainda
kiiltiirii yapi1lan misir embriyolaranan
haftalik yas agirlik geligmesi (mg).

madigl gorilmektedir. Ayrica her iki kiiltlir kabinda da,
farkli sukroz konsantrasyonlari igeren besiyerlerinde ge-
ligen bitkiciklere ait yag agirlik verileri arasinda Gnem-
1li farklar bulunmugtur. Bu farklilik % 4'lilk sukroz konsant-
rasyonlarinda kiiltiiril yapilan bitkicikler ile diger konsant-
rasyonlardaki bitkicikler arasinda gorillmektedir (Tablo 4 ¢
ve 5¢). 42, % 6, % 8 ve % 10 sukroz igeren besiyerlerinde
kifltiri yapilanlar arasinda istatistiksel “nemde herhangi
bir farklilik gtzlenmemektedir. Her iki kiiltlir kabinda da

yag agirlik verileri % 4 sukroz igeren besiyerinde, en dii-
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glik ise % 10 sukroz igeren besiyerinde kiiltiiril yapilanlar-
da gozlenmigtir. Diger taraftan deney tiiplerinden elde edi-
len yag agirlak verileri incelendiginde, en yliksek gelig-
menin ilk hafta meydana geldigi ve diger haftalarda gide-
rek azalma gosterdigi saptanmigtir (Sekil 7).

Farkli sukroz konsantrasyonlarina sahip besiyerinde
kiiltiirii yapilan misir embriyolarinda haftalik kbok, ‘sﬁr-w
giin ve yag agirlik geligmeleri yoniinden elde edilen veri-

lerde bir paralellik gdze garpmaktadir.

4,1.3, Degigik gekerlerin etkisi:

Karbon kaynagi olarak degigik gekerlerin kullanil-
di1g1 besiyerlerinde killtiirii yapilan misir embriyolarinin
haftalik kdk boylari Tablo 6 a ve 7 a'da goriilmektedir,

Deney tilipleri ve petri kutularindan elde edilen so-~
nucglar arasinda herhangi bir farkin olmadigini tablolarda-
ki veriler gostermektedir, Her iki kiiltiir kabinda da, ge-
}sitli gekerlerin kullanildigi besiyerlerinde kiiltiiril yapa-~
lan embriyolar arasinda kSk boylari ybniinden Snemli fark-
l1liklar bulunmugtur. Bu durum her hafta Slglimlerinden el-
de edilen tilm sonuglar igin gegerlidir. Embriyolarda haf-

talik kok boylari degerlendirildiginde; en yliksek sonugla-

rin sukroz, en diigilk sonuglarin ise galaktoz igeren begi-
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Tablo 5. Farkli geker igeren besiyerlerinde biiyiitiilen misix (_Ze_a mays L.) embriyolarinan
haftalik ortalama; a) K8k, b) sStrgin geligimi, c) 28. giin sonunda bitki basina
diigen ortalama yay adairlik (Eubriyolar 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik ortamda ve
petrilerde biyitiilmigtir).

a) Kok ueligimi (um)

Farkla feker 1. Hatta <. Hafta 3, Hafta 4, Hatta

(% 4, pHi=5.8) (Urtalmnali S?.lg) (Ortalmnalt SWH) (Ortalams + S.H) (()rtalamalt S.H)
Sukroz 29,33 + 0.88 33 A7.88 + 2,16 a €4.33 + 1,22 2 72477 4 0039 a
kaltoz Q.2 + 2,58 ab dd.66 + BBl a 50435 + 4,17 a 01.00 ¢ 100 b
Glukoz 21,33 4 3.12 be 34,00 + 6,65 ab 43,99 + 1,64 b 47,66 + 1.5 ¢
Frultoz 17.00 + 2,08 cd 29488 # 1.4V be 35,55 4 3,25 b 40,44 + 1,253 d
Laktoz 11,55 4 009 d 17.00 4 251 ¢ 20,10 + 1.6 ¢ 0,44 + 004 e
Galaktoz 2055 4 0,11 e 1,77 4 0.07 4,10 + 0,56 d 4,06 + 0,58 f

b) siirgin gellgimi (rn)

Sukroz 31,60 + 1,52 a 49,10 + 2.820 a 6450 + 300 a 103,00 + 2493 a
taltoz 20,33 4+ 2,861 a 41,22 + 329 ab 75400 + 340U 2 100,00 ¢ €471 a
Glukoz 23,68 + 1.06 ab 36.22 + 4,11 be 53,0 + 103 b Olel0 + 4,70

Friktoz 21,99 + 2.60 ab 25422 + 0,78 ¢ 3502 + A4 = 45,53 4+ 2eb he
Laktoz 14,99 4+ 1.50 be 28,55 + 2,76 ¢ 3224192 ¢ 30,33 + 1004 ¢
Galaktoz 11.22 4 1.54 ¢ 13.88 + 0,48 d 14,55 4 0,72 d 16,06 + Goisd o

¢) Yas af§irlak (mg)

sukroz - - - 467,0 4 21,00 a
Maltoz - - - 397.0 + 29.33 b
Glukoz - - - 48640 + 14,11 ¢
Fruktoz - - - 284,0 4+ 26,02 ¢
Laktoz - - - 216,0 + 11.14 d
Galaktoz - - - 111.0 + 17,10 e

1 Her veri 2 tekrarin ortalamasidar

2 Standart hata

3 Her siitunda ayni harflerle belirtilen veriler 0.05 olasilik dizeylrde
birbirinden farkli defilldir. Farkliy hurflerle helivtilen veriler aym
olarilak diizeyinde birbirinden farklidir,
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Tablo T . Farkla jcker igeren besiyerlerinde bilylitiilen misixr (Zea mays L.) embriyolarinin haftalik
ortalamag a) Kok, b) Siirgiin  gelisimi, ¢) Bitki bagina dilgen yas afirlik (Embriyolar
16 saat aydinlik, 8 saat karanlik ortamda ve tiiplerde bilylitlilmigtir).

a) Kok geligimi (mm)

Farkli geker 1. Hafta _ 2, Hafta 3. Hafta 4, Hafta

(5 4,ph=5.8) (Ortoland + S.H) (Ortalama 4 S.H) {Ortalamd + S.H) (Ortalama + S.H)
Sukroz 36.10 + 2,05 a3 50,50 + 4,24 a 68460 + 1.82 a 73.50 + 1.45 a
Maltoz 33,20 + 2.18 a 48.10 + 5,19 a - 60.0U + Q.78 b 66440 + 2,11 b
Slukoz 25,10 + 1,66 b 34,70 + 2.41 b 45.90 + 1,40 ¢ 54,10 + 1.56 ¢
Fruktoz 25,60 + 1.31 b 36,00 + 1,82 b 47,00 + 0,67 ¢ 53,00 + 2,14 ¢
Laktoz 90+ 0.79 ¢ 10,90 + 0,87 ¢ 17,90 4 0.92 d 21.10 4 1.01 d
alaktoz 3,80 + 0.44 d 7,70 + 0,57 ¢ .80 4 0.66 o 12,10 + 0,67 e

b) Sirgiin  gelisimi (mm)
sukroz 35.20 4 1.94 a £3.50 + 6.38 a 120,00 4 6.44 a 147,30 4 2.15 a
1'altoz 20,60 4 4038 b 71,10 + 5.32 ab 90,30 4 2.50 b 119.00 + 4.75 b
slukoz 19.10 + 1.10 he 60,0 + 2,24 b B1.20 + 0,74 ¢ 98,50 + 7,93 ¢
Fruktoz 17,30 4 1.44 be R0 4 2093 b 79,70 4 2,57 ¢ 98.70 + 5.9 ¢
Laktoz 13.50 + 0.76 cd 1730 + 1,12 ¢ 20,30 + 0,87 d 25,40 + 0,83 d
Galaktoz 9,00 + 0,87 d 11,50 4 0,45 ¢ 14,00 + 0,71 d 18.00 + 0,49 d
¢) Yag ajarlik (mg)

Sukroz 193,30 + 9.87 a 258,66 410,75 a 327,10 +15.83 a 357,60 +10.99 a
Maltoz 183,60 + 2.69 a 210,30 + £.24 b 289,60 + 4.15 b 331,90 +22.92 b
Glukoz 121,70 + 5.04 b 154,60 + 4,73 ¢ 208,70 + 2,80 ¢ 268.90 + 9.€8 ¢
Fruktoz 124,10 + 4,53 b 142,30 4 3,75 ¢ 191,60 + 1.84 ¢ 264,08 +16.83 ¢
Laktoz 89.L0 + 2439 ¢ 95,60 + 1,86 d 109,20 + 4,79 d 154.03 + 2,99 d
Gzlaktoz B1.70 4 2,40 ¢ £7.90 + 1,34 d 95,10 + 1,39 d 108.08 + 3.05 e

1 Her veri 10 tekrurin ortalamasidar
2 Standart hata

3  Her siltunda ayny harflerle belirtilen veriler 0.0% olasilik dizeyinde
birbirinden faikla defjildics Farkla harflerle belictilen veriler aymi
olasilik diizeyinde birbirinden farkladar,
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yerlerinden elde edildipi grilmektedir. Nitekim deney tlip-
lerinden elde edilen son hafta degZerleri incelendigindes
sukrozlu besiyerinde ortalama ksk boyu 73.50 mm iken, ga-
laktozlu besiyerinde 12,10 mm dir (Tablo 7 a). Misir emb-
riyolarinda sukrozlu besiyerinden sonra en iyi kdk gelisg-
mesini maltozlu besiyerleri saglamaktadir, Glukoz ve fruk-
tozlu besiyerleri de kok geligmesi ilizerine etkili olmakta,
ancak maltoz ve sukrozlu beslyerlerine gore daha ez etkin-
likte kalmaktadir, Laktozlu besiyerlerinde ise haftalik kok
geligmesi zayif olmakla beraber, galaktozlu besiyerlerine
gore etkinligi daha yliksek olmaktadir. Tiim bu bulgular her
iki kiiltlir kabi ig¢in gegerlidir. Haftalik kdk geligmesi en
yiksek diizeyde olmak iizere ilk haftada gergeklegmekte ve
zamanla kademeli olarak azalmaktadir. Bu durum Sekil 8 de
goriilmektedir,

Ayni kogullar altinda kiiltiirii yapilan embriyolarda
haftalik = slrglin~ boylari Tablo 6 b ve 7 b'de giriilmekte-
dir.

Tablolardaki veriler kargilagtirildiginda, deney
tiplerinden elde edilen verilerin daha yliksek degerler
icerdigi gbzlenmektedir, Haftalik = slirgiin’ gelismeleri

yoniinden, farkli gekerlerde kiiltilirii yapilan embriyolar
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arasinda dnemli farklilaklar bulunmugtur. Bu farklilaklar
her iki kiiltiir kabindan elde edilen +tilm haftalik ©lglim so-
nuglari ig¢in gegerlidir. Misir embriyolarinda her hafta en
yiksek sirglin’. degeri sukrozlu besiyerinde,en digiik deger
ise galaktozlu besiyerlerinde gergeklegtigi gtzlenmigtir,
Ornegin; deney tiiplerinden elde edilen son hafta degerleri
incelendiginde, sukrozlu besiyerinde ortalama sirglin bvo-
yu 147.30 mm iken, galaktozlu besiyerinde 18 mm lik bir de-
ger ortaya ¢ikmigtir (Tablo 7 b), Misir embriyolarinda suk-
rozlu besiyerinden sonra en iyi koleoptil geligmesini mal-
toz, glukoz ve fruktozlu besiyerleri saglamaktadir. Laktoz
ve galaktozlu besiyerinde ise  slrgliin geligmesinin zayaf
oldugu gdzlenmigtir, Tim bulgular her iki kiiltiir kebi igin
de gegerlidir (Tablo 6 b ve 7 b)., Diger taraftan petri ku-
tularinda siirgin geligme hizi en yliksek ilk haftada ger-
gceklegmekte iken, deney tiiplerinde sdz konusu geligsme hiza
2. haftada gozlenmektedir (Sekil 9).

Degigik gekerler igeren besiyerlerinde yetigen bit-
kiciklerin ortalama yag agirlik verileri Tablo 6 ¢ ve T c!
de gbriilmektedir. Bu karakter ydnlinden de her iki kiiltiir
kabindan elde edilen sonuglar arasinda bir paralellik ol-

dugu goze cgarpmaktadir. Deney tlipleri ve petri kutulara
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Sekil 10, Degigik gekerler igeren besilyerlerinde
kiiltiirli yapilen misir embriyolarainin
haftalik yag agarlik geligmesi (mg).

kullanilarak, degigik gekerler igeren besiyerlerinde kiil-

tiiri yapilan embriyolardan geligen bitkicikler arasinda

vag agirlik verileri yoniinden Snemli farklar bulunmugtur,

Yag agarlik degerleri ytniinden de en yilksek sonug sukroz,

en diigiik sonug ise galaktozlu besiyerlerinden elde edilmig-

tir. Ornegin; 4. hafta deney tiiplerinden elde edilen veri-

lerde

en yliksek ortalama yag agirlik 357.60 mg ile sukroz

igeren besiyerlerinde, en diiglik deger ise 108.8 mg ile ga-

laktoz igeren besiyerinde bulunmugtur. Yag agirlik yoniinden

en yliksek verim sukrozlu besiyerinden saglanmigtir. Bu be-
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siyerini maltoz, glukoz ve fruktozlu besiyerleri izlemek-
tedir. En diiglik verim ise laktoz ve galaktozlu besiyerle-
rinden elde edilmigtir, Deney tilplerinde en yliksek yag
agirlik geligme hiza ilk hafta gercgeklegmekte ve zamanla
kademeli olarak bir azalma goriilmektedir (Sekil 10).

Degigik sekerler igeren besiyerlerinde kliltiirii ya-
pilan misir embriyolarinda incelenen lic karaktere ait ve-
riler arasinda, sonug¢ itibariyla biiylik benzerlikler bulun-
maktadir,

4,2, Qegitli besiyeri faktdrlerinin arpa embriyo

kiiltiril tizerine etkisi :

4.2,1, pH etkisi ;

Farkli pH'lara sahip besiyerlerinde, deney tiipleri
veya petri kutularainda kiiltiirii yapilan arpa embriyolarinin
haftalik kok boylari Tablo 8 a ve 9 a'da gtriillmektedir,

Haftalik kok baylari yoniinden, her iki kliltiir kabin-
dan elde edilen veriler arasinda biiylik bir fark bulunmamak-
tadir. Petri kutularinda bilylitiilen embriyolarin haftalik
kok boylari degerlendirildiginde, farkli pH'larda kiiltiiri
yapilan embriyolar arasinda dnemli farkliliklaran oldugu
bulunnugtur, Ancak bu farklilaklar ilk ii¢ hafta igin ge-

gerlidir. 4, hafta bu farklilaiklar ortadan kalkmaktadir.
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Tablo 8. Farkli pH'larda blyiitillen arpa (Hordoum vulgare L.) embriyolarinin haftalik ortalamaj
a) K6k, b) 'Sirgin geligimi, c¢) 28, glin sonunda bitk! bagina disen ortalama yas
atirlik {Embriyclar 16 saat aydinlak, 8 saat karanlaik ortamda ve petrilerde bilylitiitwiigtiir),

a) Kok gelisimi (um)

pH 1, Hafta 2, bafta 3, Pafta 4. Hafta

(% 4 sukroz) (ortaland + . (0ortalamd + S.11) (Ortalamd + S.1f) (Ortalaud + S.1)
5 10,44 4 0,72 & 17.66 4 0.08 ab 24,90 + 1.15 b 32,88 + 2.58 a
5.4 11,55 4 1.36 be 21,99 + 2,98 b 26460 + 1,45 b 32,33 4 1.7 a
546 14.55 + 0,72 ab 24,44 + 0.9 a 28,88 + 0.67 ab 34,66 + 0,88 a
58 15.55 4+ 0,79 a 28400 + 4,58 a 34,22 + 7,48 a 38633 + Y17 a
6.0 13.66 + 0.£8 ab 26,22 4 0,91 a 31,66 + 1.45 a 36,00 4 1,73 a
Gz 14,88 4 1,45 a 25,55 + 1.23 a 33,00 4 1,52 a 35.33 4 0.58 a
£.4 Le86 + Ua38 a 27.00 4 1.00 a 30466 + 2,33 ab 36486 + 0.95 a

b) Strgin  gelizim (ma)

5.2 14,33 + 0,88 b 20,22 4 0.97 b 35.66 4 0.86 d 48.55 + 1,09 a
5 15,00 4 1.52 b 30,00 4 2.70 ab 38,00 + 2.51 cd 50466 + €.00 2
S 13,00 + 1.54 a 33,55 + 2.02 a 50400 4 2,51 be 53,66 + 4233 2
5.8 U5 4 G.99 a 33.55 + 0,79 a 43.33 4 1.45 ab 54088 + 1,06 a
e 10022 4 201 a 35400 + 2,00 a ddeob # 1adS a =4.00 4 2,30 a
ga2 CUeid 4 0,77 a 25,35 4 1,76 a 43,00 + 2,08 ab 51,77 4 1.0 a
fed £1.10 4 2,02 a 240 + 2464 a 42,00 + 1.73 abe 51,66 + 0,58 a
¢) Yag ajirlik (mg)

o - - - ad,2 i 1.080 ¢
9.4 - - - 37.2 +1.24 be
) - - - 4542 + 1,77 abe
5.8 - - - 54.8 4 200 a
- - - - J5.0 # 1edl ub
e - - - 43,8 + 2.51 abe
0.4 - . - 3.8 4 Ze5l be

i

—— -

1 Her veri 2 tekrarin ortalamasifiy

2 Standart hata

3 ber stitunda ayiz harilerle baliztilen veriler 0.wWH viasilik dizeyinde
herbidrinden fernla delilalrFaskla Larflerle bolivtilen veriler ayoa
clasritk dizeylmnge hivhiringen forkdz-r.
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Tablo 9. Farkl: pH'larda biiyiitilen arpa (5939399 vulgare L.) embriyolarimn haftalak
ortalama; a) Kik, b) ‘Slirgiin  geligiml, c)Bitki bagina diisen ortalama yas
agjirlik {EBmbriyolar 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik ortamda ve tiiplerde
biiytitillmiigtiir) ,

a) Kok geligimi (mm)

pH 1. Hifta 2. Hafta 3. Hafta 4, Hafta
% 4 Sukroz  (Ortalamd + 5.1% (ortaland 4 S.H) (ortalamd + S.H) (ortalamd + S.1)
4.6 13,40 + 1.50 a° 20,00 + 1.06 a 29,40 4 0,35 a 35,40 + 1.80 a
.2 14,60 + 1,40 2 22,10 + 1.72 a 31.00 + 2,52 a A0.CO + 2.6 a
5.8 16,30 + 1.5 a 20,30 + 1.05 a 9176 + 1,14 a A0+ 905 2
£ad 10.0 + 1.81 a 23,10 + 1.7 a 210 4 Y04 s 37,00 + °.01 a
7.0 16.00 + 0.5 a 21000 4 1,02 a W0 4 1,12 a 32,10 + 1470 2
L) Siirgin geiigimi (nm)
4.6 17,30 + 2,08 2 33.70 + 2.81 a 51.00 + 2,91 a 67.00 + 3440 a
Ba 18.30 + 2,75 a 36.00 + 2,80 a 82,70 + 2,54 a 71,10 + 2,77 a
5.8 18,50 + 2.49 a 30,80 + 2,86 a 56,20 + 2.35 a 72,60 + 1,80 a
Godd 16400 + 1.55 a 35,40 + 2,91 & 53.70 + 2.26 a 66430 + 3,52 a
740 19,10 + 2,27 a 21.10 + 2,12 2 53.20 + 1,42 a £5.0 + 2,68 a
¢) Yas ajirlik (rg)
4.6 15,00 + 1,48 a 3530 4 3.27 a 47,30 + 2,17 2 53,00 4 2,20 a
5.2 20460 4 1.62 a 37.£0 4+ 1.81 a 55450 + 3,96 a 58,90 + 1,73 a
5.8 20,60 4 2,02 a 36.70 + 2,35 a 55,00 + 2,05 a 000 + 2,33 &
6.4 S1.00 4 0,29 & 37,90 + 1,70 a 52,70 4 1,38 a 57.40 + 2.09 a
7o) 2100 4 1.5 a 37410 4 .93 & d9.30 + 7,03 a B3804 1,59 a

Her veri 10 tekrarin ortalamasidar

2 &tandart hata

Her siitunda ayni harflerls gdsterilen veriler 0.05 olasilak diizeyinde

birbirinden farkli degildir. rarkla harflerle belirtilen verile
olasilik dilzeyinde hi:birindcﬁ Farklaidar, n veriler ayu
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Farklilagin ortaya g¢iktigi haftalarda en yiiksek kdk boyu
pH=5.8 de, en diigilk ktk boyu ise pH= 5.2 de gdzlenmigtir,
Diger taraftan farkli pH'larda ve deney tiiplerinde kiiltiiril
yapilan embriyolarin ktk boylari arasinda onemli bir fark-
1li1l1k goriilmemigtir., Bu durum her hafta verileri ig¢in ge-
gerlidir. Her iki kiiltiir kabinda da en yliksek ktk geligme
hizi ilk hafta ortaya gikmakta ve zamanla giderek azalmak-
tadir (Sekil 11).

Farkli pH'larda kiiltliri yapilan arpa embriyolarinin
koleoptil boylari haftalik degerler halinde Tablo 8 b ve
9 b'de verilmektedir.

Deney tilplerinden elde edilen verilerin, petri ku-
tularindan elde edilen verilere gtre daha yliksek degerlere
sahip oldugu tablo sonuglarinda gorillmektedir. Ayrica de-
ney tiiplerinde ve farkli pH'larda kiiltiirli yapilan embrijo-
larin k8k boylari arasinda Snemli bir fark gdzlenmemig, bu-
na kargilik petri kutularinda kiiltiirii yapilanlarda 2, ve
3. hafta degerleri ac¢isindan Snemli farkliliklar bulunmug-
tur. Farkliliklarin gdzlendigi haftalarda en yilksek ' slr-
glin boylari 6.2 ve 6.0 olan pH degerlerinde, en diigllk -
slirgliin boylari ise 5.2 1lik pH degerinde elde edilmigtir.

Petri kutularinda koleoptillerin geligme hizi, ilk hafta
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en yliksek dlizeyde yer almakta ve haftalar ilerledikge bu
hizda giderek bir azalma sdz konusu olmaktadir. Tiplerde
ise geligme hizi, haftalar arasinda fark gostermeyecek ge-
kilde ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 11).

Arpa embriyolarindan geligen bitkiciklerin haftalik
yag agirlik verileri Tablo 8 ¢ ve 9 c'de gorillmektedir,

Tablo verileri kargilaegtirildiginda, deney tiiple-
rinden elde edilen sonuglarln, petri kutularindan elde edi-
lenlere gbre daha yliksek degerler igerdigi goriilmektedir.
Ayrica deney tiliplerinden elde edilen veriler arasinda, is-
tatistiksel onemi olan herhangi bir farklilik bulunamamig-
tir (Tablo 9 c). Buna kargilik petri kutularindan elde edi-
len 4, hafta verileri arasinda onemli farklar bulummugtur.,
Buradaki veriler iginde en yiliksek yag agirlik degerini 5,8,
en diigilk yag agirlak degerini ise 5,2 lik pH igeren besi-
yerleri saglamaktadir. Deney tilplerinden elde edilen yasg
agirlak verileri incelendiginde, geligme hazinin ilk {ig
hafta ayni diizeyde kaldigi ve 4., haftada dligilg gosterdifi
gériilmektedir (Sekil 12).

Farkli pH'larda biiyilitiilen arpa embriyolarinda ince-
lenen ii¢ karakter arasinda geligmeleri ytniinden bir para-

lellik gbze g¢arpmaktadir.
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4,2,2, Farkli sukroz konsantrasyonlarinin etkisi :

Farkli sukroz konsantrasyonlari igeren besiyerlerin-
de, deney tiipleri ve petri kutularinda kiiltiirii yapilan arpa
embriyolaranin haftalik kok boylari Tablo 10 a ve 1l a'da
gorilmektedir,

Tablolardaki veriler kargilagtirildiginda,her iki
kiiltiir kabindan elde edilen sonug¢lar arasinda biiyiikk bir
fark bulunmadigr gdzlenmektedir, Ayrica her iki kiiltiir ka-
binda ve farkli sukroz konsantrasyonlarinda biiylitiilen emb-
riyolar arasinda, haftalik kok boylari yoniinden istatistik-
sel Snemi olan farkliliklar bulunmugtur., Her iki kiiltiir ka-
binda da en yiiksek ktk boylari % 4 sukroz igeren besiyer-
lerinden elde edilmigtir. Buna kargilik en diigiik kok boy-
lari genellikle % 10 sukroz igeren besiyerlerinde gtzlen-
migtir. Petri kutulari ve deney tliplerinden elde edilen en
yliksek ktk geligme hizi ilk hafta gergeklegmig ve zamanla
bu hizda bir azalmanin oldufu gozlenmisgtir (Sekil 13).

Ayni kogullarda arpa embriyolarinin haftalik siir-
giin  boylarina iligkin veriler Tablo 10 b ve 11 b'de gb-
riillmektedir. Bu veriler kargilagtirildiginda, deney tiiple~
rinden elde edilen sonuglaran biraz daha yilksek degerler

igerdigi gbriilmektedir. Bununla beraber deney tiiplerinde
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Tablo 10, Farkli sukroz konsantrasyonlarinda biiyiitiilen arpa (Hordeum vulgare L.)
embsiyolarinin haftalak ortalama; a) Kok, b) Sirgin  geligimi, c) 28, gln
sonunda bitki bagina diigen ortalama yas afirlik (Embriyolar 16 saat aydinlik,

8 saat karanlik ortamda ve petrilerde bilyutUlmilgtir).

a) hik geligimi (nm)

birbirinden farkli degildir, Farkla harflerle belirtilen veriler aymi
olasilik diizeyinde birbirinden farkladar.

¥ Sukroz 1. Hafta 2. Hafta 3. Hatta 4, Hafta
2
(pli=5.8) (Ortalama + S.1) (Ortalamal + S.H) (Ortslama' £ S.H) (ortalama’ + S.H)
% 2 11.66 + 1466 bc3 21.00 4 1.73 ab 29,55 ¢+ 1.36 ab 31.99 + 1.01 b
% 4 15.55 4+ 0,79 a 28,00 + 4.58 a 34,22 4 2,48 a 38433 4 0.88 a
% 6 13,66 4 0.88 ab 18,33 + 0.66 b 25,44 + 1,23 b 27.88 4 1.57 be
%8 11,00 4 0.57 be 18,00 4 1,52 b 22,10 4+ 1.44 b 26,33 + 1,45 ¢
% 10 10,00 + 2,75 ¢ 14,66 + 0466 b 21.00 + 2,64 ¢ 24,66 + 0.88 ¢
L]
b} sirgin  gelislmi (mn)

% 2 19,66 4+ 0.84 a 29,66 + 7.93 ab 35,77 + 1.6 b 44,55 + 2.25 b
% 4 20,55 ¢ 0.99 a 33.5% 4+ 0.79 a 43433 4 1.45 a 54,68 + 1.06 a
X6 15,00 4 2468 a 31,66 + 4.48 ab 35.86 + 1.06 b 41,66 + 2,33 be
% 8 15,00 4+ 1.52 a 21.33 4+ 1.85 be 29,55 4 1.6 ¢ 37.55 4 1,23 od
% 10 10.33 + 0,33 b 19.00 + 0.57 ¢ 26,99 ¢ 1.34 ¢ 33,99 4 1,71 d
¢} Ya; ajarlak (ng)
%2 - - - 4.4 + 16 b
%4 - - - 54.8 + 2,05 a
% 6 - - - 350 + 2.30 ¢
% 8 - - - 32:8 + 1.65 ¢
x 10 - - -~ 0.6 + 1,40 ©

1 Her veri 3 tekrarin ortalamasidar

2 Standart Hata

3 Her siitunda ayni harflerle belirtilen veriler 0,05 olasilik dUzeyinde
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Tablo 11. Farkli sukroz konsantrasyonlarinda bilylitilen arpa (Hordeum vulgare L.) embriyolaranin
haftalik ortalama; a) K&k, b) Slrgin geligimi, c) Pitki basina disen ortalams yay
agirlik (Embriyolar 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik ortamda ve Liplerde bhilyitiflmigtiir).

a) Kok geligimi (mm)

% Sukroz 1, Hafta 2, Hafta 3. Hafta 4, Hafta

(ri.5.8) (Ortalamal + s.ﬁ)‘ (Ortalama'+.5.41) (ortalmmd +.5.H) (ortalamal+ S.H)
%2 11.70 # 0.77 b° 19,10 4 0.80 ab 26440 + 1,04 b 31.00 +1.02 b
%4 10,30 + 1,65 a 20,50 + 1,06 a 31,30 + 1.14 a 41,60 + 2,25 a
% 10,90 4 0.85 b 18,30 + 0.86 abc 24.40 + 0.94 be 27.60 + 0.99 be
%8 12.60 4 0,73 b 16,70 + 0,73 be 22,60 + 0,60 cd 2610 + 0,98 ¢
% 10 11.70 4+ 1.31 b 15,70 4 0.65 ¢ 21,80 + 0.62 b 26,00 + 0496 ¢

k) sirgin geligini (em)

% 2 2,10 4 1.34 a 27.50 4 1.47 b 50.10 + 2.03 b 62440 4+ 1.33 b
44 le.tU 4 7049 @ 30,90 + 2,80 a 50420 4 2,35 & 70060 +1.68 a
%6 17400 ¢ 2,05 a 2E,00 +1.95 b 45,60 + 0,37 b 58,00 + Z.00 be
] 1540 + 2445 & 20,20 +1.17 b A0460 +1.05 ¢ L7480 + 1,76 ke
%10 12,0 4 1,75 23470 4 0,97 b 30U+ GuT © b2 0 + Du0b C
¢) Yas agrrlak ()
w2 14,40 4 VST & 29400 + 1.37 b 354,70 + 068 b 45,60 + 1.30 b
% 4 L0+ 02 a 38,70 + 1.8 a L0400 + 2,25 a &,00 + 3,33 a
L6 17.30 4 1.10 a 29,10 4+ 1,48 b 30,00 + 1,13 b 44,10 4+ 1.65 b
PR 17,50 t 1.27 3 27410 t 1.7 b 315 42 1 0.9% be 4000 + 3417 b
% 10 15,90 + 3,76 a 6460 4 1.64 b 34,30 + Qeou ¢ .00 + 0.3 b

1 hHer veri 10 tekrarin ortalamasidir

Standart hata

3 lLer siitunda ayn: harflerle gosterilen veriler 0U.Ub olusilil difzeyinde
birbirinden farkli defildir. Fairkltr harflerle bolictilen veriler ayny
olasilik diizeyinde bivhirinden farkladar,
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yvyapilan galigmalarda, besiyerleri arasinda ilk hafta fark-
1li1l1k gdzlenmemig, diger haftalarda ise istatistiksel One-
me sahip farkliliklar bulunmustur, Petri kutularai ig¢in bu
farkliliklar her hafta ortaya g¢ikmigtir, Her iki kliltilr ka-
binda en yliksek = sirgin boyu % 4, en diigik - sirgln - po-
yu ise % 10 sukroz igeren besiyerlerindeki embriyolarda
gozlenmigtir, Petri kutularinda en yliksek sﬁrgﬁn; gelig-
me hizi ilk hafta gdriilmekte ve zamanla bu hizda bir azal-
ma goriilmektedir. Deney tiliplerinde ise geligme hizi agisin-
dan haftalar arasinda farklilik goriilmemektedir (Sekil 14).

Farkli sukroz konsantrasyonlari igeren besiyerlerin-
de kiiltiirii yapilan embriyolarin geligtirdigi bitkiciklere
ait yag agirlik verileri Tablo 10 ¢ ve 11 c'de gdriilmekte-
dir,

Son hafta degerleri itibariyla, deney tiiplerinden
elde edilen sonuglarin biraz daha yiiksek oldufu gtriilmek-
tedir. Ayraica her iki kiiltilir kabanda da farkli sukroz kon-
santrasyonlari igeren besiyerlerinde gelisen bitkiciklere
ait yas agirlik verileri arasinda Snemli farklar bulunmug-
tur., Bu farklilik % 4 lik sukroz konsantrasyonu ile diger
konsantrasyonlarda biylitiilen embriyolar arasinda gtzlen-

migtir, Arpa embriyolarindan geligen bitkiciklerde de en
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Kok hoyu (mm}
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Sekil 13. Parkli sukroz konsantrasyonlarinda kiil-
tiirii yapalan arpa embriyolarimn hafta-
lak ktk pgelismesi (mm).
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gekil 14. Parkla sukroz konsantrasyonlarinda kiil tiirii
yapilan arpa embriyolarinin haftalik siir-
giin  geligmesi (mm).
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Sekil 15, Farkla sukroz konsantrasyonlarinda killtiiri
yapilan arpa embriyolarinin haftalik yag
agirlik geligmesi (mg).

yiiksek yag agirlik verileri % 4 lik sukroz konsantrasyonu
igeren besiyerlerinden elde edilmigtir. En dilgilk yag agir-
11k verileri ise % 10 luk sukroz konsantrasyonu igeren be-
siyerlerinden elde edilmigtir. Bu durum her iki kﬁltﬁr'ka~
b1 igin gegerlidir. Deney tiiplerinden elde edilen yag agir-
11k verileri incelendiginde en yliksek geligmenin ilk hafta
meydana geldigi ve diger haftalarde giderek azalma gdster-
digi saptanmigtir.

Farkli sukroz konsantrasyonlarinda kiiltlirli yapilan
arpa embriyolarinda kok, slirglin ° ve yag agirlik deger-

leri ydniinden benzer sonuglar elde edilmigtir.
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4.2,3., Degigik gekerlerin etkisi :

Karbon kaynagi olarak degigik gekerlerin kullanil-
dig1 besiyerlerinde kiiltiirii yapilan arpa embriyolarinin
haftalik kdk boylari Tablo 12 a ve 13 a'da gorillmektedir.

Tablolardaki degerler karsilagtirildiginda, her iki
‘kiiltlir kabindan elde edilen sonuglarin benzerlik gosterdi-
&1 ortaya g¢ikmaktadir. Her iki kiiltiir kabinda da, deZigik
gekerler igeren besiyerlerinde kiiltiirii yapilan arpa embri-
yolari arasinda kok boylari yoniinden onemli farkliliklar
bulunmugtur., Bu farklilaiklar her hafta igin gegerlidir,
Haftalik kok boylari agisindan en yliksek sonuglar sukroz,
en diigiik sonuglar ise galaktoz igeren besiyerlerinde kiil-
tirii yapilan embriyolardan elde edilmigtir, Sukrozdan son-
ra en iyi verim maltoz igeren besiyerinden elde edilmistir.
Deney tiliplerinden elde edilen 4, hafta verilerinde en yiik-
sek sonug 41,60 mm ile sukroz, en dliglik sonug ise 3.80 mm
ile galaktoz igeren besiyerlerinde bulunmaktedir. Maltoz
igeren besiyerlerinde ise bu deger 31,70 mm dir. Tablo 13
a'daki veriler incelendiginde, arpa embriyolarinin en yiik-
sek kok geligmesinin sukroz ve maltoz igeren besiyerlerin-
de gergeklegtirdigi gorillmektedir. Glukoz ve fruktozlu be-

siyerlerinin orta derecede, laktoz ve galaktozlu besiyer-
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Tablo 12. Farkl: geker igeren besiyerlarinde biylittilen arpa (Hordeum vulgare L.) embriyclarinin
haftalik ortalama; a) Kbk, b) Siirgiin  geligimi, c¢) 28. glin sonunda bitkl basina diigen
ortalama yas adirlik (Embriyolar 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik ortamda ve petri-

lerde bilylititlmilgtlir).

a) Kok geligimi (run)

Farkli Seker 1, Hafta 2, Hafta 3. Hafta 4, Hafta
(% 4,pH=5.8) (ortaland + S.00) (ortalamd + S.H) (ortalamd + S.H) (ortaland + §.H)
Sukroz 15,55 + 0.79 a3 28.00 + 4,58 ab 34,22 + 2.48 a 38,33 + 2.18 a
Maltoz 16,33 + 3.38 a 32,33 + 1.76 a 37.11 + 1.60 a 40.22 4+ 1.47 a
Glukoz 13.88 + 1.49 ab 21,00 + 2.70 be 25,44 + 2,32 b 26,22 4 1,12 b
Fruktoz 14,33 + 0.88 ab 20,66 4 1.45 be 24,33 + 1,20 b 24.77 4 0,67 L
Laktoz 11,10 + 1,09 b 16,22 4+ 2,61 ¢ 17.44 + 0,98 ¢ 18,22 4+ 0.49 ¢
Galaktoz 2,00 + 0,00 ¢ 8.66 + 1.45d | 10.22 + 0.76 d 10,55 + 0.86 d
b) siirgin =~ gelisimi (mm})
Sukroz ' 20,55 + 0,99 a 33,55 + 0,79 a 43,33 $ 1,45 a 54,88 + 1.06 a
Maltoz 17.55 4+ 1.85 a 34,44 + 5,57 a 38,88 + 2.98 a 42,44 + 1,39 b
Glukoz 12,00 + 1.52 b 28,33 + 3.18 ab 31.55 + 0,36 b 35,00 + 2.64 ¢
Fruktoz 10,66 + 1.33 b 21.00 +1.52 b 25,55 + 1,75 be 29,55 + 2,52 cd
Laktoz 9.33 +1.85 b 20,33 + 2.33 b 21.33 + 2,40 ¢ 25,66 + 2,40 d
Galaktoz 4,66 + 0.33 ¢ 8655 + 0,29 ¢ 9,66 + 0,33 d 10.33 + 1,17 e
¢) Yag adirlik (mg)

Sukroz - - - S4.8 + 2.05 a
Maltoz - - - 39,2 + 2,76 b
Glukez - - - 27.4 +4.25 ¢
Frukoz - - - 2544 + 2,20 ¢
Laktoz - - - 2146 4+ 1,63 ¢
Galaktoz - - - 12,4 4 1.56 d

1 Her veri 3 tekrurin ortalamasidir
2 Standart hata

3 Her siitunda ayna harflerle helirtilen veriler 0,05 olasalik Jizeyinde
bivkhirvinden rarkly degildlz. Vaskli harflerle belirtilen veriler ayna
olasilik dizeyinde Lirbirinden faukladir.
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Tablo 123, Farkl: geker igeren bLesiyerlerinde biiylitlilen arpa (lordeum vulgare L.) cmbriyclariran
haftalik ortalamaj a) K&k, b) Siirgiin = qgellisimi, ¢) PRitki basina dilsen ortalama yag
ayirlik (Embriyolar 16 saat aydinlik, § saat karanlik ortamda ve tilplerde Liy’itiilidictiiv),

a) Kok geliyimd (nm)

Farkl: geker 1, ilafta 2, Hafta 3, Hafta 4, Hafta

(s 4,1p4=5.8) (Ortalamalt S.ﬁ3 (Ortalaméli S.H) (Ortalamali S.H) (Ortalmnali 1)
Sukroz 16,30 + 1.65 a° 20,50 + 1.06 a 31,30 + 1.14 a 41,66 + .75 a
laltoz 11.40 + 0.76 b 15,30 + 1.29 b 25,00 4 0,57 b 51,70 4 1.3 b
Glukoz 5.60 + 0,52 ¢ 10,10 + 0,82 ¢ 15,00 + 0.68 ¢ 18,00 + 1.44 ¢
Fruktoz 4e00 4 0.42 ¢ 9.30 + 0,63 ¢ 12,90 + 0.64 ¢ 17.20 + 0.8l ¢
Laktoz 1.80 + 0,25 d 230 4 0.03 d .50 + 0.52 d 6400 + 0.80 d
Galoktoz 010 + 0,16 d 1.0 + 0,13 d 2,10 + 0.23 @ 3,80 + 0.55 d

b) Siirgiin gelisimi (nm)
Sukroz 18,90 42,49 a 36,90 + 2.86 a 56420 + 2,35 a 72,60 + 1.68 &
Maltoz 11,20 £ 1.05 b 29.80 + 1,74 b 45,60 + 1,72 b 59.70 + 5.59 b
Glukoz 4,90 + 0.43 ¢ 11.20 + 0.75 ¢ 24460 + 1.46 ¢ 34,90 + 1.99 ¢
Fruktoz 3,20 + 0420 cd 10,70 + 1.02 ¢ 23,90 + 1,72 ¢ 32,70 + 1.17 ¢
Laktorz U850 + 0,23 d 400 + 050 d 040 + 0.99 d 10,90 + 0,70 d
Galuktoz 0.50 + 0.1 d 1.50 4 0.16 d 4.00 + 0.21 d 6,10 + 0.50 d
¢) Yas agarlik {ug)

fukroz 20,80 + 202 a 38,70 + 1035 a 05,00 4+ 2,25 a 000 + 3.33 a
tialtoz 14,70 + 1.20 b 31,20 + 2.39 h 4] 49 + 1.65 b 49,00 bl .01 b
Glukoz G.30 + 070 ¢ 14,10 + 0,76 ¢ “.l0 + 1,03 ¢ KIS S O
Fruktoz YeE0 + U7 © 12,80 + 0.66 ¢ 20,90 + 0.8 ¢ 2600 + 1,17 ¢
Laktoz .00 4 0.l d 7.40 1 0.3y d .00 4+ 081 d 14,50 + w62 d
Galaktoz 5.30 4 Vel d 5et:0 + Ued d 400 + .19 d 10,065 + 0,0y d

1 Her veri lu tekrarin ortalamaesidir
Stanlart hata
Het oiitunda eyna harfleris bolirtilen veriler ULGY clus1iak ditzeylide
birbirinden textlt degildir, Barkla harilerle helirtilen veriler aym
vlesi1lak dizeylude birbirinden farklidax.
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lerinin ise zayif derecede etkili olduklari gozlenmigtir,
Gerek deney tiiplerinde, gerekse petri kutularinda en ylik-
sek gelisme hizi ilk haftalarda gercgeklegmekte, daha son-
ra bu hizda kademeli olarak bir azalma goriilmektedir
(Sekil 16).

Ayni kogullar altinda kiiltiirii yapalan arpa embriyo-
larinin haftalik  slrglin boylarina iligkin veriler Tab-
lo 12 b ve 13 b'de goriilmektedir.

Her iki kiiltlir kabindan elde edilen haftalik sir-.-
glin degerleri arasinda genellikle ©nemli bir fark bulun-
mamaktadir, Bununla beraber sukroz, maltoz, glukoz ve fruk-
tozlu besiyerlerinden elde edilen veriler agisindan petri
kutulari biraz daha yliksek degerler igermektedir. Ancak,
elde edilen bulgular yoniinden her iki kiiltiir kabi arasinda
bir fark yoktur., En yilksek ' #lrglin. boyu, her hafta suk-
roz igeren besiyerlerinde, en diiglik * slirgiin'. boyu ise ga-
laktoz igeren besiyerlerinde kiiltiirii yapilan embriyolardan
elde edilmigtir, Ornegin; 4. haftada deney tilplerinden el-
de edilen verilerde en yilksek . slirglin  boyu (ortalama)
72.60 mm ile sukroz igeren besiyerlerinde, en dligiik -
‘silrgiin boyu ise (ortalama) 6,10 mm ile galaktoz igeren

besiyerlerinde kiiltiirlli yapilan arpa embriyolarinda yer
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70

Yas Agirlik (mg)

o Sukroz
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—————— Galaktoz

Zaman (Hafta)

Sekil 18. Degzigik gekerler igeren besiyerlerinde kiiltiirii yapilan
: arpa embriyolarinin haftalik yag afirlik geligmesi (mg).

almaktadir (Tablo 13 b). Sukrozlu besiyerinden sonra en
iyi ' slrgliin  geligmesi maltozlu besiyerinde gtriilmekte-
dir., slirgiin geligmesi glukoz ve fruktozlu besiyerlerin-
da vasat, laktoz ve galaktozlu besiyerlerinde ise zayaif
bir gekilde gergeklegmektedir, Arpa embriyolarinda ' siir-
giin gelisme hizi genellikle haftalar arasinda fark goster-
meyecek gekilde ortaya g¢ikmaktadir (Sekil 17).

Degigik gekerler igeren besiyerlerinde kiiltirii ya-
pilan arpa embriyolarindan geligen bitkiciklerin, hafta-
11k yas agirlik verileri Tablo 12 ¢ ve 13 c'de goriilmek-
tedir. Yag agirlik yoniinden iki kiiltiir kabindan elde edi-

len veriler arasinda fark bulunmamaktadir, Ayrica petri



- T4 -

kutulari ve deney tiiplerinden benzer bulgular elde edil-
migtir, Yine bu iki kiiltlir kabinda ve degigik gekerler
igeren besiyerlerinde geligen bitkicikler arasinda tnemli
farkla mevcuttur., Yag agirlik degerleri ydniinden en yliksek
sonug sukroz, en diigilk sonug ise .galaktoz igeren besiyer-
lerinde geligen bitkiciklerden elde edilmistir, Ornegin
bu durum deney tiiplerinden elde edilen 4. hafta verilerin-
de goriilmektedir. Burada en yiiksek ortalama yag agirlik
degeri 60,00 mg ile sukrozlu bhesiyerinden, en diigiik ise
10.00 mg ile galaktozlu besiyerinden elde edilmigtir, Yag
agirlik yoniinden maltoz igceren besiyerleri de oldukca et-
kili olmaktadir. Glukoz ve fruktozlu besiyerlerinde ise
yag agirlik yoniinden geligme vasat dlizeyde kalmaktadir.
Diger taraftan, en diislik verim laktoz ve galaktozlu besi-
yerlerinden elde edilmigtir. Deney tiiplerinde en yiiksek
yag agirlik gelisme hizi ilk haftada gergeklegmekte ve za-
manla glderek azalmaktadir (Sekil 18).

Degigik gekerler igeren besiyerlerinde kiiltiirii ya-
pilan arpa embriyolarinin ktk, slirgin ve yag agirlik
verileri arasinda sonug itibariyla biiylik benzerlikler var-

dir,.



- 75 -

5. TARTISMA ve SONUQ

Bu galigmada olgunlasmig arpa ve misir embriyolari-
nin in vitro kiiltlirilnde; kok, slirglin geligimi ve yag agir-
11k ilizerine pH, geker konsantrasyonlari ve farkli geker
tiplerinin etkileri aragtirilmigtir. Tablolar, misir emb-
riyolarindan elde edilen degerlerin arpaya gore daha ylik-
sek oldugunu gdstermektedir (Tablo 2 - 13), Misir embriyo-
larinin arpa embriyolarina daha biliyik olmasinin yanisira,
misir bitkisinin kendisi de arpa bitkisinden biyiiktlir, Bu
0zellik embriyolarin geligmelerindeki farklilikta da goriil-
mektedir,

Ote yandan WENT (1952)'e gbre; bitki embriyolarinda
sentezlenen, geligmeleri igin gerekli olan biliylime faktor-
leri difilizyon yoluyla besiyerine gegmektedir., Biiylik embri-
yolarda yeterli miktarda sentezlenen bu maddeler geligme
baglangicinda toplanmakta iken, daha kiicilk olanlar da he-
siyerine difiize olmaktadir, Bu durum bazi biiylime faktdrle-
rinin eklenmedigi besiyerlerinde neden biiyitk bitki embriyo-~
larainin deha iyi blylidiigli sorusuna yanit verebilir (RAPPA-
PORT, 1954).

Arpa embriyolarinin in vitro kiiltiiriinden elde edilen

ktk, slirglin boyu ve yag agirlik deferlerindeki varyans,
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misir bitkisinden elde edilenlere gtire daha homojendir.
Arpa kendine d8llek (autogam) bir bitki oldugundan ge-
netik olarak homozigottur., Bu nedenle embriyolar arasinda
genetik farklilik yoktur ve daha homojen bir bliylime gos-
terirler, Misir ise yabanci dollek (allogam) bir bitki-
dir, dolayisi ile heterozigoti orani yiliksektir ve bitki
embriyolari arasinda genetik farkliliklar bulunabilir, Ay-
rica ayni biiylikliikte kiiltlire alinmasina gayret edilmesine
ragmen, baglangl¢ embriyolarinin biliylikliik farkliligr da
daha sonraki geligmeye etki edebilir,

Gegitli besiyeri faktorlerinin denendigi bu calig-
mada, her iki bitki tiirline ait embriyolardan benzer sonug-
lar elde edilmigtir, Bu durum her iki bitki embriyolarinda
gbzlenen geligmelerin, c¢egitli besiyeri fakttrlerinden ay-
ni gekilde etkilendigini gdstermektedir, Tiim bunlara kar-
gin LAZAR ve ark, (1983), olgunlagmig bugday embriyolari-
’nln kiiltiirlerinde, yag agirlik artiginin degigik bugday
gegitlerinde farklilik gdsterdigini, bunun ilizerine kiilltir
ortaminin daha etkili olabilecegini belirtmiglerdir., Ayna
gekilde arpa embriyo kiiltiirlerinde geligme ve kallus olugu-
munun ¢egide ve besin ortamina bagli oldugu rapor edilmig-

tir (THOMAS ve SCOTT, 1985),
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In vitro gartlarda kiiltiiril yapilan arpa ve misir
embriyolaranin geligmeleéri iizerine farkli pH degerlerine
sahip besiyerlerinin tnemli bir etkisi gtzlenememigtir.
Ozellikle deney tiiplerinden elde edilen sonuglar bunu agik-
¢a kanitlamaktadir (Tablo 3 ve Tablo 9). Petri kutularin-
dan elde edilen sonuglar da ise kok.ve slirgiin boylari agi-
sindan ilk li¢ hafta bakimindan farkliliklar bulunmug, an-
cak 4. hafta bu farkliliklar ortadan kalkmigtir. Yag agir-
lik degerlerinin elde edildiéi 4, hafta sonuglari arasinda
da farkliliklar bulunmugtur €¢Tablo 2 ve Tablo 8). Ancak
elde edilen bu sonuglar, pH etkisinden ¢ok, kullanilan kiil-
tiir kabyl yada haftalik Glglimlerden elde edilen verilerin
degerlendirilmesinden dolayi ortaya ¢ikmaktadir, Zira petri
kufulari ylizey olarak daha genigtir. Bu durumda embriyolar

koklerini(6zellikle yan kklerini) daha genig alana geligti-

rebilirler, BoOylelikle embriyolarin gerekli maddeleri elde
etmek ig¢in besiyerine uzattiklari yan kdkler ayni zamanda
besiyerindeki maddelerin hizla tiiketilmesine neden olabil~
mektedir, Nitekim petri kutularindan elde edilen veriler

bu ylizeyden ilk hafta en yilksek diizeyde iken, haftalar iler-
ledikge hizla bir diiglige gegmektedir., Ayrica slirglinlerde de

yercekimine negatif ytnde geligmeleri petri kutularinda
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80z konusu olmamaktadir, Deney tliplerinde yer alan besiyer-
leri miktar agisindan hemen hemen egittir. Ayrica deney
tliplerinde kiiltiirii yapilan embriyolarin sayisi da azdir,
Son olarak slirgiin geligimine olumsuz etki yapacaek gartlar
da yoktur, Yani yer gekimine negatif dogrultuda siirgiin ge-
ligimi deney tliplerinde daha elverigli olmaktadair,

Farkla pH degerlerine sahip besiyerlerinde buyiitii-
len embriyolar arasinda herhangi bir fark gtzlenememis ol-
masi, bu konuda yapilan diger aragtirma sonuglarina para-
lellik gostermektedir (Van OVERBEEK, 1944; RIJVEN, 1952).
Nitekim bitki doku kiiltiirlerinde besin ortaminin pH'sinin
mikroorganizma ve hayvan hiicre killtiirlerinde oldugu gibi
kesin bir degere ayarlamaya genellikle gerek yoktur., Opti-
mal pH degeri genellikle bitki tiirti ve doku tipine bagli-
dir, Bitki doku kiiltlirleril ig¢in hazirlanan ¢tzeltiler ha-
fif asidik oldugundan, optimal bSlgede bulunmaktadirlar,
Bunun yaninda doku, pH degerinin geligmesi ile birlikte
uygun sahaya getirme yetenegindedir (KOBLITZ, 1972), Bunun-
la beraber bagarili bir embriyo kiiltliri igin besiyeri pH®
sinin iyi bilinmesi ve pH ayarlamasinin titiz bir gekilde
yapilmasi gerekmektedir (BUTCHER ve INGRAM, 1976; REINERT

ve YEOMAN, 1982). Buna kargilik bitki embriyolarinin yasa,
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boyutu ve bitki tilirline bagli olarak optimum besiyeri pH!
sinin degigtigi, ayrica yine ayri Szelliklerinden dolayi
embriyolarin pH faktoriinden farkli gekilde etkilendigi or-
taya gikmaktadir, Nitekim bu ¢aligmanin sonuglari, olgun-
lagmig arpa ve misir embriyolarinin pH faktdriinden fazla
etkilenmedigini ve 4,6 - 7.0 arasinda degigen pH araliginda
killtirleri yapilabilecegini gostermektedir. Ancak bu pH
deferleri iginde en istikrarli sonuglar 5,6 ile 5,8 lik

pH degerlerinden elde edilmektedir. Bu durum arpa ve misir
embriyolaranin kiiltilrii igin verilen pH degerlerine paralel-
1lik gostermektedir (ZIEBUR ve BRINK, 1947, 1950, 1951;
REINERT ve YEOMAN, 1982),

Misir ve arpa embriyolarinin geligmesi pH degeri
7.0'ye yaklagtikca ve kliltiir siiresi uzadikga yavaglamakta-
dir, Bu kayma istatistiki agidan Snemli olmamasina raémen,
daha ziyade demir aliniminda bir eksiklige dayandirilabi-
lir, Glinkii pH'nin yilkselmesi demir ve diger metal iyonla-
rinin alinmasinl giliglegtirmektedir (KOBLITZ 1972; STREET,
1973). Besin ortamina Fe - EDTA'nin (demirli etilendiamin
tetra asetik asit'in) eklenmesi, demirin ve diger metalle~
rin genig bir pH araliginda alinmasini hizlandirmaktadir

( FERGUSON ve arkadaglari 1958; KLEIN ve MANOS, 1960
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STREET, 1973). Galismada kullandiZimiz besin ortaminda
Fe - EDTA bulunmadigir igin, yliksek pH'lara demir ve diger
metal iyonlaranin aliniminda bir engel olugabileceginden,
burada olumsuz bir etkiden bahsedilebilir,

Farklia sukroz konsantrasyonlari igeren besiyerlerin-
de kiiltiirii yapilan misir ve arpa embriyolarinda incelenen
lic karakter bakimindan onemli farkliliklar bulunmusgtur,
Genellikle diigiik sukroz konsantrasyonlarainda biiylitiilen
embriyolarda kok, siirgiin ve yag agirlik yoniinden geligme-
leri nispeten daha yiiksek olmaktadir. Sukroz konsantras-
yonu arttik¢a, embriyolarin kok, slirglin ve yag agirlikla-
rinda geligme hizlari giderek yavaglamaktadir, Gerek deney
tiipleri, gerekse petri kutularinda ayni sonuglar elde edil-
migtir., Ote yandan ayni kogullarda biiyiitiilen arpa embriyo-
larina ait degerlerde bu durum daha belirgin gekilde orta-
ya c¢ikmaktadir,

Kiiltiir ortaminda yer alan karbohidratlarin oynadiga
en dnemli rollerden biri, embriyoda gegitli yagam iglevle-
rinin slirdiirilmesi igin gerekli enerji kaynaginin saglan-
masidir, ikinci onemli rolleri ise killtiir ortaminda osmo-
tik basing olugturmalaridir (RAPPAPORT, 19543 RAGHAVAN,

1966), Farkli sukroz konsantrasyonlarinda kiiltlirii yapilan
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gegitli bitki embriyolarinin yag,boyut ve bitki tiiriine go-
re degigen geligmeler gosterdigi gbzlenmigtir (RAPPAPORT,
1954), Genellikle gogu bitki dokusu igin % 2-5 sukroz
en iyi karbon kaynajZi olmaktadir (XOBLITZ, 1972).

Olgunlagmamig arpa embriyolarinin geligimi i¢in kul-
lanilan degigik sukroz konsantrasyonlarinda % 12.5 1lik ge-
kerde embriyo geligimi gergeklegmesine ragmen, en iyi ¢im-
lenme % 2 lik geker konsantrasyonunda bulunmugtur (ZIEBUR
ve BRINK, 1951). Olgunlagmamlg piring karyopsisleri kiiltii-
riinde embriyo geligmesi icin % 3 liik sukroz konsantrasyo-
nunun % 8 e gbre daha iyi olduZu bulunmugtur, Fakat arpada
her iki geker konsantrasyonu agisindan bir fark saptanama-
migtir (NAGATO, 1979). Ortamin osmotik konsantrasyonundaki
artig, muhtemelen bitki embriyosunda su ekonomisine olumsuz
bir etkide bulundugu dligiiniilebilir,

Karbon kaynagi olarak degigik gekerleri igeren be-~
siyerlerinde kliltiirii yapilan misir ve arpé embriyolarinda
ktk, slirglin ve yag agirlik degerleri arasinda Onemli fark-
liliklar gozlenmigtir. Bu durum galigmada kullanilan her
iki kiiltiir kabi ve tiim haftalar ig¢in gegerlidir, Arpa ve
misir embriyolarinda haftalik geligimleri incelenen iig

karakterde de en iyi sonuglar sukroz igeren besiyerlerin-



den elde edilmigtir. Bu durum bitki embriyo kiiltiirlerinde,
sukrozun diger mono ve disakkaritlere gore lUstiinliigii olan
bir karbon kaynagi oldugunu tne siiren aragtirmalara para-
lellik gdstermektedir (WHITE, 1934, 1940; Van OVERBEEK et.
al, 1944)., Bitki dokularinin deZigik gekerleri kullanma
yetenegi, doku tipi ve bitki tiirline baglidir. Ornegin, ha-
vug dokulari azalan etkinlikte olmak lzere gekerleri gu
sirayla kullanirlar: Sukroz, glukoz, maltoz, rafinoz, fruk-
toz, galaktoz, mannoz ve laktoz (KOBLITZ, 1972).

Sukroz igeren besiyerinden elde edilen bu sonuglar
diger karbon kaynaklarani igeren besiyerlerinden elde edi-
lenlere gore daha yliksek degerlere sahiptir, Sukrozdan son-
ra en iyi sonuglar sirasiyla; maltoz, glukoz ve fruktozlu
besiyerlerinden elde edilmigtir, Arpa ve misir embriyolari-
nin in vitro gartlarda geligmelerine iyi etkide bulunmayan
ve belki de olumsuz yonde etki eden gekerler ise laktoz ve
galaktozdur. Laktoz, glukoz ve galaktoz birimlerinden olu-
gan bir disakkarittir, Bitki hiicrelerinde bu disakkariti
hidrolize edebilecek P - galaktosidaz enzimi bulunmamakta-
dar., Dolayisiyla bu gekerin kullanilmasi stz konusu olma-
maktadir. Ancak muhtemelen otoklavlanma sirasinda laktoz

azda olsa hidrolizlenir ve hidroliz iiriinlerinden glukoz
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bitki embriyolarinca alinabilir, Diger hidroliz liriinii olan
galaktozun hiicre igine alinmasinda rol oynayan - galakto-
gidaz enzimi (bir eksopolisakkaridaz olup mannozun yan
zincirlerinde galaktozu hidroliz eder) baklagiller igin
gspegifiktir (BEWLEY ve BLACK, 1983). Gramineae de ise bu
enzim muhtemelen gok diigiik diizeydedir, bdylelikle laktoz
ve galaktozun embriyolar tarafindan karbon kaynagi olarak
yararlanma olasiligi g¢ok zayiflamaktadar.

Misir ve arpa embriyolarinin geligmelerine iyi et-
kide bulunan gekerlerin bu etkiyi nasil gergeklegtirdikle-
ri tam olarak bilinmemektedir. Ornegin, bitki hiicre silispan-
siyon kiiltiirlerinde geligmeyi en iyi destekleyen karbon
kaynaklari olarak sukroz ve glukoz bulunmugtur (FOWLER ve
STEPAN -~ SARKISSIAN, 1985), Sukroz; glukoz ve fruktoz birim-
leri igeren, rediiklenmeyen bir disakkarittir. Maltoz ise
glukoz birimlerinden olugtugu igin rediiklenebilir, Zira bu
yapida serbest aldehit gruplari mevcuttur., Gerek sukroz,
gerekse maltoz hiicre digsinda hidrolizlenmekte daha sonra
hidroliz iiriinleri hiicre ig¢ine alinmaktadir.

Glukozun hiicreler tarafindan alinmasi ise aktif
transport (MARETZKI ve THOM, 1972) yada pasif olarak

(RARR ve EDELMAN, 1976) gergeklegmektedir.
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Ote yandan sukrozun bir fitohormon rolii oynayabile-
cegi ©ne slirilmektedir (CARCELLAR et,al. 1971). Buglin ig¢in
bu varsayim genig olarak destek gbrmemekle beraber aksini
dne slirecek bulgular mevecut degildir (FOWLER ve STEPAN-SAR-
KISSIAN,1985), Sukroz ve yapisinda bulunan gekerlerin otok-
lavlanma sonucu bliylimeyi tegvik ettigi bildirilmektedir,
KOBLITZ (1972)'e gore tnemsiz olan bu durum, PILET ve GOLAZ
(1985) tarafindan Onemli oldugu &ne siiriilmektedir, Zira
misir kok kiiltlirlerini in vitro kogsullarda gergeklegtiren
aragtiricilar, en iyi kok gelismesinin igikta ve otoklav-
lanmig besiyerinde gergeklegtigini gozlemiglerdir, Bu
durumun otoklavlanma esnasinda glukoz ve fruktozun besiye-
rine salindigi ve bu gekerlerin igikta kdk gelismesini dli-
zenledigi varsayilmigtir (PILET ve GOLAZ, 1985)., Ancak
tim bu bulgulara ragmen, eksojen kaynakli gekerlerin bitki
hiicre ve doku kiiltlrlerinin geligmesi lizerine etkileri ko-
nusunda yeterli bilgi bulunmamaktadir,

Galigmada kullanilan tiim gekerler % 4 lilk konsant-
rasyonlarda hazirlanmigtir, Dolayisiyla aralarinda konsant-
rasyon farkliliklari s8z konusu degildir., Buna kargilik
sukrozun diger karbon kaynaklarina gtre istiinliigli su gekil-~

de Gzetlenebilir;
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a) Sukroz, indirgenmeyen bir disakkarit olup, besi-. .-
yeri sterilizasyonu ig¢in otoklavlianma esnesinda kismen hid-
roliz olabilir, Ancak hidroliz igleminin biiylik oranda bitki
hiicrelerinin hidrolitik enzimlerince saglandigi bilinmekte-
dir,

b) Hidroliz ilriinleri olan glukoz ve fruktoz hilcre
icine girmekte ve hiicrede merkezi metabolik yoldan gegerek,
nigasta halinde depolanmaktadir. Dolayisiyla sukrozun hid-
roliz liriinlerl gerektigi zaman kullanilabilecek bir form'a
doniigmektedir (FOWLER ve STEPAN- SERKISSIAN, 1985).

Caligmada kullanilan ve embriyo geligmesine iyi et-
kide bulunan diger gekerler igin yukarida anilan durumlar
gegerli degildir, OrneZin, maltoz indirgenebilen bir disak-
karittir. Glukoz ise hiicre igine alinair alinmaz gok biiylik
miktarlari reaksiyona girmektedir., Dolayisiyla yikaim hizi
daha kisa siireli olmaktadir, Fruktoz ig¢in bu durum tam
olarak anlagilmamigtir (FOWER ve STEPAN - SARKISSIAN, 1985).

Elde edilen sonuglar; kok, slirgiin ve yag agirliklari
yoniinden in vitro geligsmeleri incelenen arpa ve misir emb-
riyolarinin, dzellikle karbon kaynagi ve bu kaynakga yara-
t1lan osmotik basingtan biiylik 6lciide etkilendifini gdster-

mektedir. Ute yandan 4.6 - 7,0 arasindaki pH araliginda



embriyolar yeterli diizeyde geligmekle beraber, en yliksek
verimin 5.6 ve 5.8 de elde edildigl gbzlenmigtir. Yine

arpa ve misir embriyolarinda en iyi geligme % 4 liik suk-

roz igeren besgiyerlerinden elde edilmigtir,
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Bu ¢aligmada; misir (Zea mays L.) ve arpa (Hordeum
vulgare L.) olgunlagmig embriyolarinin in vitro kiiltirleri
lizerine farkli pH degerlerinin, gegitli gekerlerin ve suk-
roz konsantrasyonlarinin etkileri aragtirilmigtir.

Bitki embriyolarinin geligmesi lizerine pH etkisini
aragtirmak igin dokuz farkli pH degeri denenmigtir (4.6,
5¢2y 5e4y 5.6, 5.8, 6,0, 6,2, 6.4 ve 7.0), Denen tiim pH
degerlerinin embriyolarin geligmesi lizerine olumsuz bir
etkide bulunmadigi ve bitki embriyolarinin hafif asidik
(4.6-7.0) ve nétral (7.6) pH'da yeterli geligme gbstere-
bilecegi sonucuna varilmigtir.

Diger taraftan, cegitli gekerler ile sukroz konsant-
rasyonlarinin embriyolarin geligmesi iizerine onemli etki-
leri oldugu gozlenmigtir., Cegitli gekerlerin etkilerini
aragtirmak i¢ins glukoz, fruktoz, galaktoz gibi monosakka-
ritler ve sukroz, maltoz, laktoz gibi disakkaritler denen-
migtir. Tiim gekerler % 4 lilk konsantrasyonda hazirlanmig-
tir, Embriyolarin geligmesi lizerine, denenen gekerlerin
hicbirinin sukroz kadar etkin olmadigi bulunmugtur, Emb-
riyolarin geligmesi lizerine en zayif etkiyi ise laktoz ve-

ya galaktoz igeren besiyerleri saglamigtir, Denenen geker-



ler azalan etkinlikte olmak iizere sirasiyla; sukroz, mal-
toz, glukoz, fruktoz, laktoz ve galaktozdur., En etkin ge-
kerin sukroz oldugu bulunduktean sonra embriyolarin gelig-
mesi ilizerine farkli sukroz konsantrasyonlarinin etkileri
aragtirilmigtir, Besiyerindeki sukroz konsantrasyonu art-
ti1kca, embriyolardaki geligmenin azaldigi gdzlenmigtir,
Bu duruma muhtemelen kiiltiir ortamindaki yiiksek osmotik
basincin neden olabilecegi ne sliriilmiigtiir. Diger taraftan
en iyi gelismenin % 4 lilkk sukroz konsantrasyonu igeren be-
siyerlerinde gergeklegtigi gtzlenmigtir.

Ayni gartlar altinda kiiltiirii yapilan misir ve arpa
embriyolarinda benzer geligme Ozellikleri gdzlenmigtir,
Bu durum her iki bitki embriyolarinin denenen besiyeri fak-

torlerinden ayni gekilde etkilendigini gtstermektedir,
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SUMMARY

In this study; the effects of different pH values,
various sugars and sucrose concentrations on in vitro cul-
tures of mature embryos of maize (Zea mays L.) and barley
(Hordeum vulgare L,) were investigated,

In order to investigate the effect of‘pH on growth
of plant embryos, nine different pH values have been tested
(4.6, 5.2, 5.4, 5,6, 5.8, 6,0, 6.2, 6,4 and 7,0). It has
been concluded that any negative effects of all tested pH
values on growth of plant embryos is not found and these
plant embryos could show efficient growth at slightly aci-
dic (pH: 4,6~ 7,0) and neutral (7.0) pH.

On the other hand, it has been observed that various
sugars and sucrose concentrations had significant effects
on the growth of embryos., In order to investigate the ef-
fects of various sugars, monosaccharides such as glucose,
fructose and galactose and disaccharides such as sucrose,
maltose, lactose have been tested. All sugars were prepared
at % 4 concentration, It has been found that none of the
tested sugars on the growth of embryos was as effective as
sucrose. The weakest effect on growth of embryos, however

has provided by media containing lactose or galactose.
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Tested sugar with decreasing effect are sucrose, maltose,
glucose, fructose, lactose and galactose respectively.
The effects of various sucrose concentration upon the
growth of embryos have been searched, after it was found
that the most effective sugar was sucrose, It has also
been observed that the growth in embryos had been decreas-~
ing while the sucrose concentration increased in medium.
It has been asserted that high osmotic pressure in the
culture medium would probably cause this situation., On
the other hand, it has been observed that the best growth
occured in medium including % 4 sucrose concentration,

It has been observed that embryos of maize and bar-
ley cultured under the same conditions, showed similar
growth patterns. This situation indicates that both plant
embryos are effected by the tested medium factors in the

same way.
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