4. DERS —-SOMATIK EMBRIYOGENESIS, HAPLOIT BiTKi URETIiMIi
SOMATIK EMBRiIYOGENESIS

In vitro kosullarda vejetatif hiicrelerden embriyo olusumu somatik embriyogenesis olarak
tanimlanmaktadir.

Somatik embriyolarin zigotik embriyolardan en 6nemli farki, orijinleri somatik hiicreler oldugu
icin elde edilen bitkilerde genetik agilimin meydana gelmemesi ve bir klon olusturabilmeleridir.
Oysa zigotik embriyolar dollenmis yumurta hiicrelerinden meydana geldigi i¢in gelisen bitkilerde
genetik agilim ortaya ¢ikmaktadir.

Dikotiledon bitkilerde zigotik embriyolar gibi somatik embriyolarda da;

Globular,
Kalp,
Torpido,
Kotiledon

gelisim sathalar1 bulunmaktadir. Somatik embriyolarda da govde-kok ekseni ayni anda
bulunmaktadir.

Somatik embriyogenesis;
Direkt (dogrudan) somatik embriyogenesis,
Indirekt (kallus dokusundan) somatik embriyogenesis

olmak iizere iki sekilde meydana gelmektedir.

1)

2)

Direkt somatik embriyogenesis: Somatik embriyolarin eksplant iizerinde bulunan tek bir
hiicre ya da hiicre gruplarindan arada kallus asamasi olmadan dogrudan meydana geldigi
durumdur. Bu embriyolar kallustan degil dogrudan eksplant hiicrelerinden olustugu icin
genetik 6zellikleri eksplantin 6zellikleri ile tamamen aynidir.

Indirekt somatik embriyogenesis: Somatik embriyolarin yiiksek oksin igeren ortamlarda
eksplanttan meydana gelen embriyogenik kallustan olustugu durumdur. Kallus asamasi
nedeniyle olusan somatik embriyolarda varyasyon ortaya ¢ikma olasilig1 yiiksektir.

Somatik Embriyogenesisin Kullanim Alanlar:

1)

2)

Klonal c¢ogaltim: Farkli tiirlerde somatik embriyolarin olusum, ¢ogalma ve bitkiye doniisim
protokollerinin gelistirilmesinden sonra somatik embriyogenesis hizli, yogun ve bir 6rnek bitki
¢ogaltimi i¢cin Onemli bir kaynak durumuna gelmistir. Bu teknigin 6zellikle Pynus tiirlerindeki
basarisi ¢ogaltimda biiyiik bir potansiyel saglamistir. Biyoreaktorlerin gelistirilmesi ile otomatik bir
diizen igerisinde hizli {iretim ve ¢ogaltim ¢ok az bir is giiciiyle gerceklestirilebilmektedir.

Sentetik tohum iiretimi: Somatik embriyolar, zigotik embriyolardan farkli olarak ¢imlenme
sirasinda besin kaynagi olarak kullanabilecekleri endosperm ya da depo kotiledonlarina ve bir tohum
kabuguna sahip degillerdir. Bu nedenle somatik embriyolarin tohum olarak kullanilabilmeleri igin
ekim sirasinda onlar1 koruyacak, ¢imlenme gerceklesene kadar canli tutacak ve bitkilerin ilk
gelismesi sirasinda  gerekli olan besin maddelerini saglayacak bir duruma getirilmeleri
gerekmektedir. Bu amagcla gelistirilmis 3 sistem bulunmaktadir;

Embriyolarin kaplanmasi,
Embriyolarin sivi igerisinde ekimi,
Kurutulmus ve kaplanmamis embriyolarin ekimi.

Uygulamada en fazla somatik embriyolarin kaplanmasi islemi iizerinde durulmaktadir.



Embrivyolarin kaplanmasi: Somatik embriyolar hidrojeller ile ve bu amagla en yaygin olarak
aljinat ile kaplanmaktadir. Aljinat uygun viskosite, diisiik toksidite ve hizli jellesme 6zelligine sahip
bir maddedir. Embriyolar 6nce sodyum aljinat (%0.5-5) ile karistirilmakta ve daha sonra igerisinde
kalsiyum klorit ya da kalsiyum nitrat (30-100 mM) bulunan bir kaba yavas yavas bosaltilmaktadir.
Boylece 4-6 mm ¢apinda kalsiyum aljinat kapsiilleri elde edilmektedir.

3) Gen aktarimi
4) Genetik materyalin muhafazasi

Somatik Embriyogenesisi Etkileyen Faktorler:

- Genotip: Somatik embriyo olusturma orani bitki tiirleri ve ayni tiiriin ¢esitleri arasinda
biiyiik farklilik gosterebilmektedir. Farkli genotiplerin embriyogenesisden sorumlu genleri
genomlarinda bulundurup bulundurmamalarina gore o tiir i¢in somatik embriyogenesisin
basarist ortaya ¢ikmaktadir. Somatik embriyo olusturma orani yiiksek bir ¢esidin, basari
oran1 diisiik bir ¢esit ile melezlenmesi sonucu elde edilen dolde basart orani
yiikselebilmektedir.

- Eksplant kaynag: Tiim bitki dokularinin somatik embriyo olusturma orani aynm diizeyde
degildir. Genel olarak gen¢ ve rejenerasyon kabiliyeti yiiksek dokulardan somatik embriyo
olusumu daha basarilidir. Bu bakimdan olgunlasmamis kotiledonlar ¢ok iyi sonug
vermektedir. Bazi tiirlerde in vitro yaprak, govde ve kok eksplantlarindan da basarili
sonuclar alinmistir. Hiicre slispansiyon kiiltiirleri de bu bakimdan 6nemli bir kaynaktir.
Nitekim somatik embriyolar ilk kez havug bitkisinde hiicre kiiltiirlerinde elde edilmistir.

- Besin ortaminin igerigi: Somatik embriyogenesis i¢in bitki tiirlerine gore farkli temel besin
ortamlart esas alinmaktadir. MS (Murashige ve Skoog), DKW (Driver ve Kuniyuki Walnut),
WPM (Woody Plant Medium), B5 (Gamborg ve ark.), N6 (Chu ve ark.) gibi ortamlar en
fazla kullanilanlardir. Somatik embriyogenesisin uyarilmasi i¢in baslangigta ortama
oksinlerin ilave edilmesi gerekmektedir. 2,4-D ya da NAA 0.5-2 mg/l dozlarinda en fazla
kullanilan oksinlerdir. Daha sonra eksplantlarin somatik embriyo olusumu igin oksinsiz
ortama alinmas1 gerekmektedir. Temel besin ortamlarina kazein hidrolizat gibi ilave azot
kaynaklarinin katilmas1 embriyogenesis icin gerekli olabilmektedir.

- Inkiibasyon kosullari: Ozellikle karanlik uygulamasi somatik embriyogenesisi ¢cogu kez
olumlu etkilemektedir. Burada en 6nemli faktor 151g8in oksinleri pargalayici etkiye sahip
olmasidir. Bununla birlikte somatik embriyolarin rejenerasyonu icin 151k gereklidir.
Embriyolarin olgunlagmasi ve bitkiye doniisiimlerinde 16 saat normal aydinlik (5000-10000
liiks 151k siddetinde) 8 saat karanlik uygulamasi Onerilmektedir. Somatik embriyogenesis
calismalarinda kiiltiir odasmin sicaklik diizeyi 25°C olmalidur.

HAPLOID BIiTKi ELDE EDILMESI

Somatik hiicrelerindeki kromozom sayist ait olduklari bitki tiirliniin gamet hiicrelerinde bulunan
kromozom sayisi kadar olan bitkilere haploid bitkiler denir.

Haploidler her bir lokustaki allellerden sadece bir seriyi igermektedir.

Haploid bitkilerin dogada kendiliginden ortaya ¢ikma siklig1 genotiplere bagli olarak %0.1-0.001
ve hatta bazi tiirlerde %0°dur.

Glinlimiizde haploid bitkilerin elde edilebilmesi i¢in en etkin yontem erkek veya disi gametlerin
baslangi¢ materyali olarak kullanildig: in vitro tekniklerdir.

Bir tiiriin normal kromozom sayisinin yarisina sahip olan gametlerden yararlanarak, o tiiriin
gametik kromozom sayisini tasiyan bitkilerin elde edildigi teknik haploidizasyon olarak
tanimlanmaktadir.



Haploid bitkiler gamet olusturamadiklari i¢in kisirdirlar ve tohum baglayamazlar.

Bu bitkilerin 1slah programlarinda kullanilabilmesi i¢in yeniden diploid bitkilere doniistiiriilmesi
gerekir.

Haploid bir bitkinin kromozomlarinin bazi kimyasal maddeler yardimiyla ya da spontan olarak
katlanmasi sonucunda ait oldugu tiiriin kromozom sayisina (2n) yeniden kavusturulmasi, boylece
mutlak homozigot bitkilerin elde edilmesine dihaploidizasyon adi verilmektedir.

Haploidizasyon Tekniginin Kullanim Alanlar::

1- Haploid bitkilerin kromozom sayilarinin katlanmasi yoluyla kisa zamanda %100 homozigot saf
hatlar elde edilebilmektedir. Boylece dihaploidizasyon yontemi ile homozigot hatlara bir
generasyonda ulasilabilmektedir (klasik yontem ile bu siire yabanci dollenen tiirlerde 10-12
generasyon; kendine dollenenlerde 5-7 generasyondur).

2- Klasik yontemler ile homozigotiye ulasmanin zor oldugu tiirlerde (dioik tiirler, kendileme
depresyonu olan tiirler gibi) dihaploidizasyon yontemi ile homozigotiye bir generasyonda
ulasilabilmektedir.

3- Odunsu bitki tiirlerinde uzun genclik kisirligi nedeniyle klasik yontemler ile homozigotinin elde
edilmesi ¢ok uzun zaman almaktadir. Dihaploidizasyon yontemi ile bu siire kisalmaktadir.

4- Dihaploid bitkilerden elde edilen saf hatlar F; hibrit ¢esit 1slahinda ebeveyn olarak
kullanilabilmektedir.

5- Arzu edilen 6zellikler melez bitkilerden F; kademesinde haploidizasyon teknigi ile elde edilerek
kombinasyon 1slahinda kullanilabilmektedir.

6- Haploidizasyon ile resesif mutasyonlar agiga ¢ikarilabilmektedir.

7- Haploid bitkilerin hiicrelerinde somatik hibridizasyon daha kolay uygulanabilmektedir.

8- Tetraploid tiirlerde haploidizasyon teknigi ile diploid bitkilerin tiretimi miimkiin olabilmektedir.
9- Baz1 dioik tiirlerde haploidizasyon teknigi ile saf erkek bitkiler elde edilebilmektedir.

10- Ogzellikle poligenik olarak kontrol edilen bir karakterin molekiiler diizeyde tanimlanmasi
dihaploid hatlarda daha kolay olmaktadir.

11- Sitolojik, fizyolojik, genetik ¢aligmalarada haploid ve dihaploidler 6nemli deneysel materyaldir.
Haploid Bitki Elde Edilme Yontemleri:

A- Erkek Gametten Haploid Bitki Elde Eldesi (Androgenesis)

1- Anter Kiiltiirt

2- Mikrospor Kiiltiirii

B- Disi Gametten Haploid Bitki Elde Edilmesi (Gynogenesis, partenogenesis)
1- Oviil Kiiltiiri

2- Ovaryum Kiiltiirii

3- Kromozom eliminasyonu (Bulbosum teknigi)

4- Eksik veya yetersiz polenler ile tozlama

ANTER KULTURU:

Haploid embriyo ve bitki olusumu amaciyla olgunlagmamis mikrosporlart (polenleri) iceren
anterlerin aseptik kosullarda cicek tomurcuklarindan c¢ikarilarak yapay besin ortamlari iizerinde
kiiltiire alindig1 in vitro tekniktir.



Androgenesisi Etkileyen Faktorler:
1- Donér Bitkiden Kaynaklanan Faktorler
a) Donor bitkinin genotipi
b) Yetisme kosullar
2- Anter Kiiltiirii Tekniginden Kaynaklanan Faktorler
a) Anterin gelisme donemi
b) Anterlere yapilan 6n uygulamalar
€) Besin ortaminin bilesimi
d) Inkiibasyon kosullari
Anterlerin Gelisme Donemi:

- Anter kiiltiiriinde en uygun baslangi¢ materyali, tek ¢ekirdekli ya da birinci polen mitozundan
hemen 6nceki donemde bulunan mikrosporlari igeren anterlerdir.

- Mikrosporlar igerisinde nigasta depolanmaya bagladiktan sonra basarili sonuglar
allmamamaktadir.

Anterlere Yapilan On Uygulamalar:
- Tomurcuklara yapilan soguk soklar1 (4-10 °C’de 4 giin-4 hafta)
- Tomurcuklara ethrel uygulamasi
- Santrifiij etme

Besin Ortaminin Bilesimi:

- Androgenesis i¢in en fazla kullanilan temel besin ortamlart MS (Murashige ve Skoog),
White and Nitsch ve B5 (Gamborg ve ark.)’dir.

- Ilk asamada gametofitik gelismeyi sporofitik gelismeye déniistiirmek {izere ortama oksinler
ilave edilirken; bitkiciklerin elde edilme asamasinda sitokininlere ihtiyag duyulmaktadir.
Anter kiiltliriinde 2,4-D, NAA ya da [IAA en fazla kullanilan oksinler; kinetin, benzil adenin
ve zeatin en fazla kullanilan sitokininlerdir.

- Besin ortamlarina 6zellikle kiiltiiriin ilk asamasinda yiiksek seker dozlarinin (%6-12) ilave
edilmesi haploidlerin elde edilmesinde basariy1 artirmaktadir.

- Anter kiiltiiriinde besin ortamina serin, glutamin gibi aminoasitlerin, AGNO3z’mn ve aktif
komiiriin ilave edilmesi olumlu etki yapmaktadir.

Inkiibasyon kosullari:

- Baslangicta anterlerin karanlikta ve 20-30°C sicaklikta; ilerleyen asamalarda diisiik 1s1k
yogunlugunda (2000 likks) tutulmasi embriyo olusumunu olumlu etkilemektedir.
Rejenerasyon asamasinda daha yiiksek 151k yogunlugu gerekmektedir.

- Baz tiirlerde baglangi¢ asamasinda anterlere 3-14 giin siireyle yiiksek sicaklik uygulamasi
(30-35°C) ve daha sonra 25°C’ye alinmasi embriyo olusumunu artirmaktadar.

MIKROSPOR KULTURU:

Haploid embriyo ve bitki olusumu amaciyla olgunlasmamis mikrosporlarin (polenleri) aseptik
kosullarda anter igerisinden izole edilerek yapay besin ortamlar: {izerinde kiiltiire alindig1 in vitro
tekniktir.

Polen kultiirt olarak da isimlendirilir.

Anter kiiltiirtine gére daha komplike bir tekniktir.



Mikrospor Kkiiltiiriiniin avantajlari:

1- Anter kiiltiiriinde anterlerin diploid yapidaki dokularindan da (anter duvari, septum, tapetum gibi)
embriyo (diploid yapida) olusabilmekte ve bu embriyolar haploid embriyolar ile rekabete
girebilmektedir. Oysa mikrospor kiltiriinde olusan embriyolar tamamen haploiddir.
2- Mikrospor kiiltiiriinde besin ortami ile dogrudan temas halinde olduklar1 i¢in mikrosporlar besin
maddelerini daha iyi alabilmektedir.
3- Anter dokusunda bulunan engelleyici maddeler (ABA, toksik maddeler gibi) anterle birlikte
uzaklastirildigindan sorun olmaktan ¢ikmaktadir.
4- Tek bir mikrospordan embriyo olusumu saglandigi i¢in genetik maniiplasyonlar, mutasyon,
biyolojik testler vb. calismalar igin uygun bir tekniktir.
5- Kolzada oldugu gibi haploid embriyo verimi bu teknikte daha yiiksektir.

OVUL VE OVARYUM KULTURLERI:

Haploid embriyo ve bitki olusumu amaciyla déllenmemis yumurta hiicresinin ya da yumurtaligin
aseptik kosullarda yapay besin ortamlari iizerinde kiiltiire alindig1 in vitro tekniktir.

Gynogenesisi Etkileyen Faktorler:

1- Genotip

2- Dondr bitkilerin yetistirildigi kosullar

3- Yumurtaligin gelisme dénemi

4- Cicek tomurcuklaria yapilan 6n uygulamalar
5- Besin ortamlarinin bilesimi

6- Inkiibasyon kosullar1

HAPLOID BITKILERDE KROMOZOM KATLAMA

* Gilinimiizde kromozom katlamasi i¢in en yaygimn kullanilan kimyasal madde kolhisin
(C22H2506)’dil’.

* Bu madde Liliaceae familyasina ait Colchicum automnale L. (giiz ¢igdemi) bitkisinin
koklerinden elde edilir.

» Alkoloid yapisinda kuvvetli bir zehirdir.

* Kolhisin, mitoz béliinmenin metafaz sathasinda ig ipliklerinin olusumunu engeller ve
bdylece replikasyona ugramis kromozomlarin kutuplara ¢ekilmesini onleyerek kromozom
sayisinin iki katina ¢ikmasini saglar.

PLOIDI BELIRLEME
» Fenotipik gozlemler
* Kromozom sayimlari
*  Flow sitometri

* Stoma ve kloroplastlarin incelenmesi



