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Doku Kultiir Yontemleri ve
Bitki Islahinda Kullanim Olanaklari
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OZET

Son yilarda, tanm ve endistride genis Olgiide uygulama alani bu-
lan doku kiiltir teknikleri, bitkiyle ilgili bircok sorunun ¢oziimiine olanak
saglayan bir sistem haline gelmigtir.

Doku kiiltiirii  klasik 1slah  yontemlerinden farkli  olarak  bitkinin
cesitli kisumlanndan alinan kiigiik parcalann, steril gida ortaminda ve uy-
gun cevre kogullannda kiltire alma iglemidir.

Bugiin icin, doku kiltir yontemlerinden olan embriyo  kiiltiiriiyle
tirler ve cinsler arast melezleme sorunlanmin ¢oziimi, anter Kkiltiriiyle
haploid bitki eldesi, meristem kiiltiiriiyle viriissiz = bitki eldesi, protoplast
kiiltiiriiyle somatik hibridizasyon ¢alismalan bagsanimugtr.

Ne var ki, teknikteki son geligmeler zaman ve ekonomik agidan
biiyiik avantaj saglarken kuvvetli bir populasyon geligtirme metodu olarak
dikkati ¢ekmemektedir. Teknik problemler kiiltirin her safhasinda  goriile-
bilmektedir. Bu nedenle bitki regenerasyonu igin daha ¢ok ¢abaya ihtiyag
vardir.

Anahtar Sozciikler: Doku kiiltini, embriyo kiiltini, anter kuiltiiri,
haploidler, meristem kiiltiirii, protoplast kiiltiri, somatik hibridizasyon.

*  Aras. Gor; U.U. Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Bolimil.
** Prof. Dr; U.U. Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii.
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SUMMARY
Methods of Tissue Culture and Their Usage Possibilities in Plant Breeding

In the recent years, techniques of tissue culture finding an ex-
tansive application area in agriculture and industry have become a sys-
tem providing possibilities to the solution of many problems  related
with plant.

Being different than kiassical plant breeding methods, the tissue
culture is a kind of procedure obtaining tiny pieces form  different
parts of plant and culturing them in steril nutrient medium and
available environmental conditions.

For today, some special problems of hybridization had been sol-
ved by using a few different tissue culture techniques. For instance,
the embryo culture has been succesfuley used for the solution of inter-
species and intergenus hybridization problems, the anther culture for ob-
taining haploid plant, the meristem culture for the production of virus
free plant and the protoplast culture for somatic hybridization research.

Although recent advences in this technique provide great advan-
tages in respect of time and economy, it takes atlention as a strong
method for population improvement. Technical problems appear in every
Stage of tissue culture. For that rcason, it needs a great deal of ef-
forts for plant regeneration.

Key Words: Tissue culture, embryo culture, anter culture, haploids,
meristem  culture, protoplast culture, somatik hybridization.

GIRIS

Gegmigten giiniimiize kadar islahgilar tarafindan bugday, msir, celtik ve
diger tahul tiirlerinde yapilan galimalarda, yiiksek verim, kalitenin arttirilmast,
hastaliklara dayaniklik ve diger agronomik dneme sahip karakterlerin gelistiril-
mesi konusunda basarili sonuglar elde edilmigtir. Ancak, su an ve gelecekte bile
siirekli artan diinya populasyonunun beslenme ihtiyacim kargilamak igin daha
gok gabaya ihtiyag vardir. Giiniimiizde, belirtilen amagclar dogrultusunda, klasik
islah yontemlerinde kargilagilan sorunlarin ¢ok olmast, 1slahgilart iiriin 1slahinda
yeni teknolojileri aragtirmaya yoneltmigtir. Artik doku kiiltiir yontemleri ve re-
kombinant DNA teknolojisi sayesinde, yeni karakterleri daha kesin olarak kom-
bine etmek, genis populasyonlardan istenilen dzelliklere sahip nadir bulunan ge-
notipleri selekte etmek ve 1slah hatlarina dogrudan gen transferi ¢alismalarmni ra-
hatlikla yapmak miimkiin hale gelmigtir. Bugiin igin tek bir hiicre, protoplast,
polen tanesi ya da meristem dokusundan in vitro sartlarda bitki eldesi sorun ol-
maktan gikmugtir,
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Doku kiiltiirii temel olarak yeni bitki meydana getirebilme kapasitesine
sahip ¢ok sayida farkhlasmamis hiicreleri yetistirme sistemidir (Welsh, 1985).
Diger bir degisle bitkinin gesitli kisimlarinda alinan kiigiik pargaciklarin steril
hale getirildikten sonra steril gida ortamlarinda kiiltire alma iglemidir.

Doku kiiltiir yontemlerini genel olarak 5 grup altinda incelemek miimkiin-
diir. Bu yontemlerin kendine has dzellikleri olmasina ragmen temelde hepsinde,
kullamilan ve gerekli olan teknikler aymdir (Goniilsen, 1987).

CALLUS VE SUSPANSIYON KULTURLERI

Doku kiiltiirii genel olarak callus iiretimiyle baglar. Callus organize olma-
mug hiicreler yigimdir (Géniilgen, 1987). Callus, yaprak, kok, sap dahil ¢ok sayi-
da farkh doku tipinden elde edilebilinir (Sekil: 1). Bugday, arpa, cavdar ve triti-
calede olgunlagmig ya da olgunlagmamig embiryolar, hypocoty, kdk ve siirgiin
apex’leri, olgunlagmus ve olgunlagmamig ve yaprak kit segmentleri, sap kisimla-
n ve cicekler, callus kiiltiirii igin explant kaynag: olarak kulanilabilinir (Mad-
dock, 1985).

N c - K@ ﬂﬁ(

Explant Tomjmmlanma Emb| SIS itk rege

o 0
0 0? 0?0
DB.D’AO 00

Embiryogenik Protoplast yada
.sispansiyon tex hicreler

Genx yaprakar

Sekil: 1
Genel tahil doku kiltir semasi (Lorz, 1987)

Callus kiiltiiriiniin degerli olabilmesi igin callus hiicrelerinin totipotent ol-
mas1 yani hiicrelerin bitiin genetik bilgilere sahip ve biitiin organlar: farkhilagmg
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bir bitki meydana getirebilme kapasitesine sahip olmas: gerekir. Callus gogu za-
man bitki tirine bagh olarak, bitki hormon ve kimyasal maddelerinin uygun
kombinasyonlarim igeren agar ortaminda elde edilir (Welsh, 1985).

Callus kiltiriiniin uzun siire devam ettirilmesi baz: kromozomal degisme-
lere neden olabilir. Bu degismeler, teknigin bitki islahinda kullaniminda engel ya-
ratsa da bu genetik varyasyon islah programlarinda degerlendirilebilinir (Go-
niilsen, 1987),

Bazi tahil tiirlerinde Callus’dan bitki regenerasyonu bagarilmigtir. Bugday,
arpa, cavdar ve triticale kiiltiirleri doku davramg1 agisindan sekerpancari, misir
ve danlara nazaran daha az tepkili bulunmustur. Bununla beraber bu bitkilerden
elde edilen regenerant bitkiler arasinda varyasyonlar goriilmiistiir. Bu varyasyon-
lar gogunlukla morfolojik karakterlerde olugmugtur (Maddock, 1985).

SUSPANSIYON KULTURU

Callus doku generasyonunu takiben hiicreler birbirinden ayrilir ve svi gi-
da ortamina nakledilerck hiicre siispansiyonlan elde edilir (Sekil: 1). Her tiirlii
hiicre siispansiyonunda normal hiicre gogalmasina imkan saglayan deneysel tek-
niklerle belirlenmis kendine 6zgii gevresel kogullara ihtiyag duyar. Bu devre so-
nunda potansiyel bireylerin sayis: ortaya gikar (Welsh, 1981).

Uzun siireden beri biyokimyasal ve fizyolojik ¢aligmalarda kullamilan siis-
pansiyon kiiltirleri protoplast kiiltiirii ¢aligmalarinda hiicrelerin izolasyonu
iginde kullamlmaktadir.

Embiryogenik siispansiyon kiiltiirleri bazi yem bitkisi tiirlerinde ve mustr,
bugday, celtik, triticale ve arpada elde edilebilmistir (Lorz, Gobel, Brown, 1987).
Ancak bu bitkilerde ilk alt kiiltiir boyunca embiryogenik kapasite kaybolmakta
ve siispansiyonlardan regenere olmug bitkilerde chlorophl eksikligi gibi somaklo-
nal varyasyonlar gériilmektedir.

EMBIRYO KULTURU

Embiryo kiiltiirii, embiryonun yumurtalk igerisinde gelismenin belirli bir
devresinde izole edilerek gida ortaminda gimlendirilip gelistirilmesidir.

Kiiltiiri yapilan bitkilerin yabani tiirleri, kalite, hastalik ve zararhlara da-
yamikhlik, stres, gevre kosullarina dayamkhilik ve male sterilite gibi 6nemli 6zel-
likler icin genetik varyabiletenin yararh hazineleridir. Kiiltiirii yapilan gesitlerde
bdyle dzellikleri birlestirmek farkli ebeveynler arasi melezlemeleri gerektirir. Bu-
nunla birlikte boyle melezlemelerde gesitli melezleme sorunlariyla kargilagilir.
Embiryo ve endosperm arasindaki uyugmazliklar, melez embiryo absorbsiyonla-
nyla sonuglanan bilyiik problemlere neden olabilir. Boyle durumlarda embiryo
kiiltiirii melezlenmesi zor olan tiirler ve cinsler arast melez elde edilmesinde
basarili olarak kullamilabilinir (Vasiljevic, 1989).
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Ayrica embiriyo kiiltiirinden dermansinin kirlmasi ve erken ¢imlenme
sorunlarinin ¢oziimiinde de yararlamlmaktadir (Kott ve Kasha, 1985).

Genel olarak tahillarda embiryo kiiltiirii 3 dnemli uygulama alanina sahip-
tir (Kott ve Kasha, 1985).

1- Haploid bitki iiretimi,

2-Tiir ve cinslerarasi melezlemelerde yagamayan embiryolarin kullanil-

mast,

3- Totipotent hiicre kiiltiiril igin explant kaynag olarak kullanilabilinir.

1- Haploid bitki iiretimi: Haploid bitki iiretimi icin, Bulbosum metodu,
embiryo kiiltiiriinde uzun zamandan beri ve dzellikle arpa 1slahinda kullanilmak-
tadr.

2- Tiirler ve cinslerarasi melezlemeler: Tahil tohumlan arasinda yeni ve
yararh agronomik karakterleri belirlemek icin genis oOlgiide hyridizasyon ga-
ligmalar1 yapilmaktadir. Burada bagar1 derecesi bunlarin birbirleriyle iliskilerine
ya da melezleme uygunluguna baghdir. Embiryo kiiltiirii genig hizridizasyon ga-
lismalarinda diizenli olarak kullamlmaktadir. Arpada, interspesifik hyridleri bul-
mak igin kullamlmistir ve bu sayede soguga ve mildiyoye dayaniklilik gibi 6zellik-
lerin aktariimasina ¢aligilmigtir (Kott ve Kasha, 1985).

Cinsleraras1 melezlemelerin amaci, hyrid iiretiminden genum iligkisini an-
lamak ve istenilen amaca uygun tohum iretmek oldugu kadar, sitogenetik ca-
ligmalarda yararlanmaktr. Birgok tahil tiriinde bu amag igin caligmalar yapil-
mugtir. Ornegin Hordeum x Triticum, Hordeum x Secale, Triticum x Secale, vs.
melezleri elde edilmis ve istenilen tipte varyasyonun yakalanmasina galigilmigtir
(Kott ve Kasha, 1985).

3- Explant kaynag olarak: Olgunlasmamig embiryolar tahillarda ayrica
callus regenerasyonu igin kaynak olusturur. Bu da seleksiyon galigmalarinda dzel
orana sahip regenerantlarin bulunmasinda, seleksiyon igin varyabilite kaynag
saglanmasinda kullanilmaktadir (Kott ve Kasha, 1985).

ANTER KULTURU

Genel olarak haploid bitki 1slahi i¢in kullanilan anter kiiltiiris, bir bitkiden
elde edilen olgunlasmamig anterlerden bitki regenerasyon yontemidir (Dunwell,
1985).

Giiniimiizde anter ya da polenlerin in vitro kiiltiriiyle iiretimi 1slahgi ve
genetikgiler arasinda biiyitk bir ilgi yaratmistir. Bunun nedenleri ise genel ola-
rak;

1- Haploidlerde dominant etkilerin yoklugu genetik caligmalar1 kolay-
lagtirmaktadir ve boylece resesif allellerin kisa zamanda teshis ve degerlendirme
potansiyeli ortaya gikar (Goral, 1990).
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2- Yapay olarak kromozomlarin iki katina gikarilmasiyla homozigot bitki-
lerin eldesi mimkiindiir. Bitki 1slahinda oldukga dnemli olan bu inbred hatlarin
zamandan bagimsiz olarak kisa siirede elde edilmesi miimkiindiir (Dunwell,
1985).

Boylelikle kendine uyusmaz bitkilerde dahi kisa zamanda homozigot hat
eldesi miimkiin olmaktadir. Ayrica haploidlerin X iginlar1 gibi konvensiyonel
mutagenlere maruz birakilmasiyla genetik varyabilite yaratilmas: da miimkiindiir.
Bu da istenilen mutantlarin seg¢imi ve yeni varyetelerin gelistirilmesine imkan
saglamaktadir (Dunwell, 1985).

Anter killtiiriiyle haploid bitki eldesi baglica iki yolla olmaktadir (Sekil: 2)
(Goniilgen, 1987).

1- Direkt androgenesis: Mikrospor bir zigot gibi davranarak in vivodaki
degisim embiryolojik devreleri gegirir. 4-8 haftada bitkicik olugur.

2- Indirekt androgenesis: Triticum aestivum, Oryzae sativa, Brasscica gibi
tirlerde embiryogenesis yerine mikrospor boliinerek kallus dokusu olusturur.
Callus aym ya da farkhi gida ortamlarinda farkhlagtirilarak, embryo kok ve siir-
giin olugturur (Organogenesis).
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izole edilmis anter

O ekt — indrekt (0
/ androgeness androgenesis \
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Haploid bitki
Sekil: 2

Anter kiltiri yoluyla haploid bitkilerin olugsmast (Goniilgen, 1987)
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Anter kiiltiirii gogu gramine tiirlerini kapsayan 200’tin iizerindeki bitki ti-
riinde uygulanmis, bunlardan ya haploid bitki ya da callus ya da yalnizca kiigiik
embiryoid formlar: elde edilmistir. Tahil tirlerinde anter kiiltiiriine gosterdikleri
tepki agisindan da farkliiklar vardir. Tepki gosteren anterlerin en yitksek yiizde-
si bugdayda % 87, ¢eltik % 67, gavdar % 43, musir % 17, arpa % 1 olarak bulun-
mugtur (Dunwell, 1985).

MERISTEM KULTURU

Bitkide meristem doku bolinebilir hiicrelerin olugturdugu dokudur. Bit-
kide bulunduklar: bolgelere gore meristem dokular apical (ug), interkalar (ara)
ve lateral meristem olmak iizere ii¢ grup altinda toplanabilmektedir (Goniilsen,
1987).

Meristem kiiltiirii cahgmalarinda gogunlukla ug meristemler kullanilir. Ug
meristemden meydana gelen kiigiik siirgiin uglarindan aceptik killtir ortaminda
bitkicik eldesi miimkiindir (Kyte, 1983). Meristem kiiltiiriiniin esast da ug meris-
temin birkag yaprak taslagyla izole edilip uygun gida ortamina yerletirilmesidir
(Géniilgen, 1987).

Meristem kiltiiriiniin birgok uygulama alan vardur.

Meristem kiiltiirii cogunlukla viriissiiz bitki eldesi i¢in kullanilmugtir. Viriis
yogunlugu bitkinin bilyiime noktalarmna gidildikge azalmaktadir. Bunun nedeni
tam olarak bilinmemekle birlikte {i¢ meristemin viriisten daha hizli boliinmesin-
den kaynaklandig1 sanilmaktadir (Dale ve Webb, 1985).

Meristem kiiltiiriiniin diger bir kullanim alanlar1 vejetatif olarak muhafaza
ve mikro iiretimdir. Islah ¢aligmalar igin baz: bitkilerin muhafaza ve gogaltimina
ihtiyac duyulmaktadir. Bu bitkilerden bazilari; haploid bitkiler, steril mutantlar,
erkek steril hatlar, tohumla ¢ogalmada kaybedilen nadir kromozom kombinas-
yonlari, aneuploid ve diger bitkiler, dzel heterozigot kombinasyonlu bulunmast
zor, hibrid genotiplerdir. Bu gibi bitkilerin tarlada yetigtirildiginde hastaliklara
kars: dayaniksiz ve muhafaza zor olmaktadir. Ayrica yasam siiresi stmirh olan bu
bitkilerin uzun siire muhafazas: sarttir (Dale ve Webb).

Vejatatif olarak uzun siire muhafazada, 2-4 cm ulagan bitkicikler 2-4°C si-
caklik ve diigiik 15k intenartesi altinda yeni kiiltiir kaplarina alnir. Bu kogullar
alunda minimum bilyiime gergeklesir ve bagka bir kiiltiir kapina gerek duyulma-
dan bitkicikler 2-3 yil canli kalabilmektedir. Ihtiya¢ duyuldugunda bitkiler yeni
kiiltiir kaplarina alinir ve 25°C sicaklik ve yiiksek 1gik intensitesi altinda yetigtiri-
lir.

Meristem kiiltiriiyle binlerce bitki kisa siirede zamandan bagimsiz olarak
elde edilebilinmektedir.

PROTOPLAST KULTURU
Son yillarda, doku kiiltiir tekniklerinden biri olan protoplast kiiltiiriindeki
gelismeler bitki islahinda yeni olanaklar yaratmaktadir.
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Protoplast ad1 verilen hiicre duvan gesitli enzimlerle (macerozyme, cellu-
lase, driselase) yikilan hiicreler birgok bitkinin degisik organlarindan, 6zellikle
yaprak mezofil hiicrelerinden elde edilmekte ve kiiltiire alinmaktadir (Jones,
1985).

Protoplast kiiltiirii daha ok nicotiana, petunia, solanum gibi solenaceous
familyasina ait tiirlerde uygulanmaya baglanmis, fakat tahil tiirlerinde ise heniiz
gelisme agamasindadir (Chung, 1986).

Hiicre 1slahinda, DNA transferinde ve somatik hyridizasyonda énemli en-
gel teskil eden hiicre duvarinin enzimlerle yikilmasiyla sexuel melezlemedeki so-
runlan devre dist birakacag: iimit edilen protoplast fizyonuyla yeni melez hiicre-
ler elde edilebilinmektedir.

Protoplast fiizyonunun bitki islahindaki rolii sadece sexuel melezleme
yontemlerinde kargilagilan melezleme sorunlarimi ortadan kaldirmak degil, aym
zamanda stoplazma igindeki hiicre organellerinin (kloroplast, mitokondri, plaz-
mid) iizerinde bulundugu bilinen baz: karakterlerin (erkek sterillik, antibiyotik,
herbisit ve hastaliklara dayamklihk vs.) stoplazmalarin birlesmesi aninda melez
hiicreye aktarilabilinmektedir (Chung, 1986).

Sekil 3’de protoplast fiizyonuyla cytoplasmik kisirthigin aktarimi goriilmek-
tedir (Cocking,» 1990).
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Tahil protoplast kiiltiirleri, hernekadar regenere embiryoid ve bitkicik
oranlart sirh olgiide basarilmigsa da, callus agamasina kadar ¢ogu tir de
basanilmugtir. Tahillarda genelde kiiltiir kogullarinda yagayan protoplastlar son-
radan totipotensi ozelliklerini kaybetmektedir (Lorz, 1987).

Protoplast kiiltiirii agisindan tahillarin gosterdikleri tepki de farkl olmak-
tadir. En cok tepkili olandan en aza dogru, Pannicum, Pennisetum, Saccharum,
Sorghum, Zea, Oryza, Triticum, Triticale, Hordeum seklinde siralanmaktadir.
Tahillardan bu tepkinin neden dilgiik oldugu tam olarak bilinmemekle birlikte
hiicre duvarimin kaldirilmasi, ozmatik sok doku kiltiir ortami ve kromazomal
degisikliklerden kaynaklandigs samlmaktadir (Jones, 1985).

SONUC

Biitiin 1slah programlar1 generasyon devri ve populasyon bilyiikliigii olmak
iizere iki ciddi problemle simirlanmigtir. Tek yillik bitkilerde bile islahgilar gene-
rasyon siiresini azaltmak ve sera, kighk ve yazlik alternatif yetigtirme yerleri kul-
lanarak programlarini hizlandirmak igin siirekli galigmaktadirlar (Welsh, 1981).

Bunun yaninda bitki 1slahinda amag, hastalik ve zararhlara dayanikli,
degisik cevre kosullarina tolerant, yiiksek verimli kitltiir bitkileri geligtirerek in-
sanligin yararina sunmaktir. Bu amaglara ulagmak igin yapilan slah galigmalarin-
da populasyonda genig bir genetik degiskenligin olmas: sarttir. Islah caligmalari-
nin bilingli olarak kullanilmasindan bu yana bitki 1slahgilar1 dogal olarak bulunan
genetik degiskenlikten yararlanmiglardir. Ancak giiniimiizde bu tiir galigmalarda
gene bir genetik degiskenligin bulunmasi ve bunlarn 1slahta kullanilmas1 zorunla
hale gelmigtir (Welsh, 1981).

Doku kiiltiir teknikleri bitki islaht ve gelistirme programlarinda, gerek za-
manin kisaltilmas: ve gerekse genetik degigkenligin yaratilmas: gibi daha birgok
degisik amaglar igin kullanilabilinmektedir.

Kisaca agiklanmug olan bu doku kiiltir teknikleri zaman ve ekonomik agi-
dan biiyiik avantaj saglarken kuvvetli bir populasyon gelistirme metodu olarak
dikkati gekmemektedir.

Teknik problemler doku kiltiriiniin her safhasinda goriilebilinmektedir.
Bu nedenle regenerasyon igin daha gok gabaya ihtiyag duyulmaktadir. Bununla
birlikte heniiz gelisme agamasinda olan bu tekniklerin gelecekte insanlar igin bi-
yiik avantaj saglayacag: kesindir.
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