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Biyoteknolojik yontemlerin bazilar1 1980’li yillardan sonra kiiltiir bitkilerinde
basar1 ile uygulanmaya baslamis ve diinya ¢apinda bircok {ilkenin tarim
sistemlerine dahil edilerek pratige aktarilabilir duruma gelmistir. Bitki doku
kiiltiirtinde totipotensi; canli bir bitki hiicresinden tamamen yeni bir bitki iiretme
yetenegi olarak tanimlanabilir. Teorik olarak kok, yaprak, polen ve petal
hiicrelerinden tamamen yeni bitkiler yetistirmek miimkiindiir. Bitki doku kiiltiirii
hiicrelerin, dokularin, organlarin ve bunlarin bilesenlerinin tanimlanmis fiziksel ve
kimyasal kosullar altinda in vitro aseptik kiiltiirii hem temel ve uygulamali
calismalarda hem de ticari uygulamada Onemli bir aragtir. Bitki 1slahi
programlarinda klasik ve biyoteknolojik yontemlerin kombinasyonu, daha iyi
hastalik tolerans: ve stres tolerans kapasiteleri, iyi adapte edilmis yiiksek verimli
genotiplerde yararh varyantlarin secimi ve tistiin kalitede bitkiler {iretmek i¢in genis
bir potansiyele sahiptir. Bitki kalitesinin iyilestirilmesi ve ekonomik
stirdiiriilebilirlik i¢in 6nemli firsatlar saglayan bir arag olarak bitki doku kiiltiiri,

bitki 1slah1 programlarinda siireyi ve is giiclinii azaltmstir.
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Some of the biotechnological methods have been successfully applied in
cultivated plants after the 1980s and have become practical by being included in the
agricultural systems of many countries around the world. Totipotency in plant tissue
culture; It can be defined as the ability to produce a completely new plant from a
living plant cell. Theoretically, it is possible to grow completely new plants from
root, leaf, pollen and petal cells. Plant tissue culture The in vitro aseptic culture of
cells, tissues, organs and their components under defined physical and chemical
conditions is an important tool in both basic and applied studies and commercial
application. The combination of classical and biotechnological methods in plant
breeding programs has ample potential to produce plants of superior quality and
better disease tolerance and stress tolerance capacities, selection of useful variants
in well-adapted high yielding genotypes. As a tool that provides significant

opportunities for plant quality improvement and economic sustainability, plant

tissue culture has reduced the time and workforce in plant breeding programs.

GIRiS

Insanoglu, baz1 besin kaynaklarinin arzu edilen
ozelliklere sahip olmasi nedeniyle digerlerine tercih
edildigini kabul ederek ve dolayisiyla su veya bu
sekilde {istlin sayilanlar1 segerek evrimsel dogal
secilimi degistirmistir. Gelismis “gesitlerin” secimi
bilingsiz bir sekilde baslamis, ancak giiniimiize
gelinceye kadar daha organize hale gelmistir.
Sonunda, bitkilerin ve hayvanlarin segici iireme
olasilig1 kabul edilmis ve modern tarimsal gelismenin
temel tasi haline gelmistir. Buna karsilik modern
tarim, modern uygarligin temeli haline gelmis ve
insanoglunun gegimlik bir yagsam tarzindan daha 6nce
hayal bile edilemeyen faaliyetler pesinde kosmay1
tesvik eden bir yasam tarzina gec¢mesine izin
vermistir. Bu diistiniilemez faaliyetler, bitki biliminin
anlayisi, gelisimi ve takibi ile gerceklesmistir.
Bitkilerin gesitli faydali {irtin ve iiriinlere doniismesi
ancak insanlarin ¢abasi ve arastirmalari ile miimkiin
olmustur (Trigiano & Gray, 2004). Gilinlimiizde
biyoteknoloji ile hi¢ beklemedigimiz 6zelliklere sahip
bitkiler elde etmek miimkiin hale gelmistir (George
vd., 2008).

Biyoteknoloji, peynir ve tursu yapimi, gida
muhafazas1 ve
kullanilmakta olan bir tekniktir (Zhong vd., 1995).
Biyoteknoloji 1970lerde c¢esitli gen teknolojilerinin

fermantasyon igin yiizyillardir

gelistirilmesine yol agan ve dolayisiyla 20. yiizyilin en
olarak kabul

restriksiyon enzimlerinin kesfi ile biiyiik bir ivme

bliytik  bilimsel devrimi edilen
kazanmistir. Biyoteknoloji, gercek anlamda bir

organizmanin  Ozelliklerini, insanligin yararina

hiicresel ~ve molekiiler diizeyde geleneksel
teknolojilerin yapabileceginden daha verimli bir
sekilde degistirmek ve gelistirmekle ilgilenir. Ilgili
biyolojik sisteme (organizma) bagli olarak, bitki
biyoteknolojisi, mikrobiyal biyoteknoloji, hayvan
biyoteknolojisi ve olarak
ayrilabilir.  Bitki

biyoteknoloji  ve

insan biyoteknolojisi
molekiiler
DNA
teknolojisi arastirmalari, genom karakterizasyonu,
teknikleri,

organlarin aseptik biiyiimesi ve bitkilerin in vitro

biyoteknolojileri;
genetik, rekombinant

gen transfer hiicrelerin, dokularn,
rejenerasyonuna kadar uzanan genis bir strateji ve
teknoloji grubunun bir parcasi olarak kabul edilir
(Zhong vd., 1995). Geleneksel bitki 1slahindan farkl
olarak, genetik modifikasyonlar igin biyoteknolojik
yontemler biiyiik oOlgiide organ, doku, hiicre,

protoplast ve molekiiler seviyelerde ¢alismaktadir. Bu
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yenilik¢i teknikler, verimli ve hassas bitki 1slah1 icin
geleneksel yontemlere ek olarak kabul edilmektedir
(Zhong vd., 1995; Brown & Thorpe, 1995; Kang vd.,
2007).

Modern bitki biyoteknolojisinin teorik cercevesi ve
deneysel temeli, hiicresel totipotens (tek bir hiicrenin
biitiin bir bitkiyi bélme ve {iretme yetenegi) ve genetik
transformasyon (genetik degisim, yabanci genetigin
kararli entegrasyonu ve ifadesi) kavramlarindan
tiiremistir. Hiicre Teorisinin dogasinda bulunan
totipotens kavraminin gegerliligini test etmek igin
hicbir
bulunulmamustir. Yirminci yiizyilin basma kadar
Avusturyali Alman botanik¢i Gottlieb Haberlandt,

biitiin bitkileri yenileme umuduyla bitki hiicrelerini

siirekli veya organize girisimde

besin soliisyonlarinda kiiltiirleyerek totipotensiye
dair deneysel kanitlar elde etmeye calisan ilk kisi
(Vasil,  2008).  Bitki

totipotensinin dogrudan ve kesin kanit1 nihayet, bir

olmustur hiicrelerinin
mikrokiiltiir odasinda yeni hazirlanmis bir besin
soliisyonunda yetistirilen tamamen izole edilmis tek
bir hibrit tiitiin hiicresinden bitkileri yeniden iireten
Vasil & Hildebrandt (1965a, 1965b, 1967) tarafindan
saglanmistir. Bu sonuglar, yalnizca Schleiden ve
Teorisinin” en  6nemli

Schwann'in  “Hiicre

ilkelerinden  biri olan totipotens kavramin
dogrulamakla kalmamis, aynm1 zamanda 1980’lerde
bitkilerin genetik doniisiimii i¢in teorik gerceveyi de
yaratmistir (Vasil & Hildebrandt, 1965a, 1965b, 1967;
Vasil, 2008). Bitki doku kiiltiirii tekniklerinin pratikte
kullanilmasmi saglayan bitkilere 6zgli 06zel bir
yetenek olarak adlandirilan “Totipotent” teriminin
tam bir organizmaya

dontigebilir veya bir

organizmanin  herhangi  bir  hiicre tipine
farklilasabilmesi olarak temelde farkli iki yorumu
vardir (Condic, 2014). Birinci ve daha genis anlamda,
yalnizca zigotlar veya tek hiicreli embriyolar
totipotenttir. Ikinci kavram ise, bir organizmanin tiim
cesitli hiicre tiplerine doniisebilen ancak her biri farkli
kosullar altinda gelisebilen hiicreler de totipotent

olarak tanimlanmaktadir (Fehér, 2019).

Tarmmsal biyoteknoloji kapsaminda o6nemli bir
kavram haline gelen bitki biyoteknolojisi: bitki doku
kiiltiirii, genetik transformasyon ve molekiiler biyoloji
tekniklerinin gesitli yonleriyle ilgilenir. Doku kiiltiirti

yontemleri, tarla, meyve, sebze ve orman bitkileri ile

tibbi ve aromatik bitkilerin iyilestirilmesi icin genetik
degiskenligin yaratilmasi, korunmasi ve kullanilmasi
icin zengin bir kapsam sunar. Kallus ve bitki
rejenerasyonunun mikro

uyarilmasi, ¢ogaltma,

somatik embriyogenez, somaklonal varyasyon,
meristem kiiltiirii, anter kiiltiirii, embriyo kiiltiiri,
protoplast kiiltiirii, kriyoprezervasyon ve sekonder
metabolitlerin {iretimi gibi gesitli 6zel alanlar1 igerir.
Bunlar arasinda mikro c¢ogaltma, somaklonal
varyasyon ve embriyo, anter ve protoplast kiiltiirii,
bitki 1slahinda dogrudan uygulamalara sahiptir.
Mikrogogaltma teknolojisi, vejetatif olarak ¢ogaltilan
bitki tiirlerinde 6zel bir 6neme sahip olan bitkilerin
tlirline uygun, hizli ve kitlesel ¢ogalmasini saglar.
Anter ve mikrospor kiiltiirii, somaklonal varyasyon,
embriyo kiiltiirii ve somatik hibridizasyon gibi bazi
temel doku kiiltlirti teknikleri, ticari gesitlerde
kademeli iyilestirme elde etmek icin faydali genetik
olusturmak i¢in  kullamilmaktadir.

degiskenlik
Aromaterapide kullamilan gida aromalari, gida
boyalari, boyalar, parfiimler, ilaglar ve kokulu yaglar
gibi sekonder metabolitlerin hiicre kiiltiirleri yoluyla
iiretimi molekiiler tarimin 6nde gelen ornekleridir

(Gosal vd., 2010).

Bitki doku kiiltiirii tekniklerinin deneysel temeli,
Alman Bilimler Akademisi’'nden Gottlieb Haberlandt
tarafindan 1902’de tek hiicre kiiltiir{i iizerine yaptig1
gozlemler iizerine onerilmistir. Ik gercek kiiltiirler,
Acer pseudoplatanus’'un (Dag akcaagaci) kambiyal
dokusundan elde edilmigtir. Bitki doku kultari
(Mikrogogaltma) terimi genellikle bitki hiicrelerinin,
dokularinin, organlarinin ve bunlarin bilesenlerinin,
tanimlanmis kimyasal ve fiziksel faktorlerin in vitro
olarak aseptik kiltiirii icin kullanilir. Bitki doku
teknikleri geng,

meristematik bitki parcalari, “eksplantlar” olarak

kialtirta sayesinde; hastaliksiz,
adlandirilan daha kiigiik pargalara ayrilabilir ve biitiin
bir bitki teknik,

gliniimiizde hiicrelerinin

haline getirilebilmektedir. Bu
tim  bitki

totipotent ve rejeneratif olma yetenegine sahip olmasi

neredeyse

nedeniyle miimkiin olmustur. Hiicrenin her kopyasi,
tim bitkiyi olusturmak icin gerekli olan genetik
bilgiye ve hiicresel mekanizmaya sahiptir. Iki kavram,
plastisite ve totipotens, rejenerasyon ve bitki hiicre
kiiltiirtinii anlamak igin iki merkezi siireclerdir. Bitki

hiicreleri ve dokulari in vitro olarak kiiltiirlendiginde,
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bunlarin ¢ogu genellikle ¢ok yiiksek derecede bir
plastisite sergiler, bu da bir tip organ veya dokunun
bagka bir tipten baslatilmasina izin verir. Bu sekilde,
tiim bitki daha sonra rejenere edilebilir, iste genetik
potansiyelin bu tip korunmasina totipotens denir
(Bidabadi & Jain, 2020; Sivagamasundari, 2022).

Geleneksel yetistirme, cesitli cevresel ve iklimsel
faktorlerden etkilenir, ancak mikro ¢ogaltma ve doku
kiltiitii teknikleri, minimum yer ve zaman kullanarak
iyi bir diizenli bitki tedarikini garanti etmektedir.
Mikrogogaltma, yapay biiylime ortamlarinda aseptik
ve uygun kosullarda bitki dokularindan veya
tohumlarindan vejetatif biiyiime ve ¢ogalma islemi
olarak tanimlanmaktadir. Doku kiiltiirii bagarisi temel
olarak ana bitkideki eksplantlarin genotipine, yasina,
tiirlerine ve konumuna baglidir. Doku kiiltiiriinde in
vitro mikro c¢ogaltmanin avantajlar;; hizli klonal
yayilma ve ¢ogalma, kontrollii ve degistirilmis ¢evre
dikim

mevcudiyeti, istenilen klonlarin tanimlanmasi ve

kosullar;, yil  boyunca materyalinin
uretilmesi, sekonder metabolitlerin tretimi, tehdit
altindaki bitki tiirlerinin korunmas: gibi ¢ok genis bir
kullanim alani sunmaktadir (Bhojwani & Razdan,

1986; Nhut, 2022).

1990’1arda, in vitro teknolojilerin artan sayida bitki
tiriine uygulanmasinda devam eden genisleme
gozlemlenmistir. Doku kiiltiirii teknikleri, tahillar ve
otlar (Vasil & Vasil, 1994), baklagiller (Davey vd.,
1994), sebzeler (Reynolds, 1994), patates (Jones, 1994),
diger kok ve yumru bitkileri (Krikorian, 1994), yaglh
tohumlar (Palmer & Keller, 1994), iiman meyveler
(Zimmerman & Swartz, 1994), tropikal meyveler
(Grosser, 1994), orman agaclar1 (Harry & Thorpe,
1994), ve tabii ki siis bitkilerinde (Debergh, 1994)

kullanilmaya baslanilmistir.

Diinya niifusunun hizla artmasi ve insanoglunun
daha kaliteli besinlere duydugu gereksinim bitki
her

zorlastirmaktadir. Islah amaglarinda meydana gelen

islahgilarimin  igini gecen giin biraz daha
cesitlilik ve birbirinden bagimsiz olan ¢ok sayida gen
tarafindan kontrol edilen bir¢ok karakterin tek bir
genotip {lizerinde toplanmasi zorunlulugu, 1slah
programlarinda incelenmesi gereken popiilasyonlarin
arttirmaktadir.

biuytkligiini  de Popiilasyon

biiyiikliigii arttikca geleneksel 1slah yontemleri ile bu

popiilasyonlari elde etmek ve incelenmesi de uzun bir
siire¢ olup aymi zamanda yogun bir is giicline
gereksinim goOstermektedir. Bu sebeplerden dolay:
daha c¢ok farkh bitkilerde

basariyla uygulanan ve son yillarda ekonomik 6nemi

gliniimiizde model
olan kiiltiir bitkilerinde kullanilabilmeleri i¢in yogun

calismalar  yapilan biyoteknolojik  yontemlerin

geleneksel bitki 1slah programlarinda karsilasilan
sorunlar1 1slahinin

¢ozerek  bitki etkinligini

arttirabilecegi tiizerinde durulmaktadir (Geng &

Yagbasanlar, 2018).

Doku Kiiltiirii Tekniklerine Genel Bir Bakis

Biyoteknolojik yontemlerin ¢ogu yiizyill Once
kesfedilmis olmasina ragmen, énemli bazi yontemler
1980°li yillardan sonra kiiltiir bitkilerinde bagari ile
duruma

uygulanmaya ve aktarilabilir

Hem klasik hem de biyoteknolojik

pratige
gelmistir.
yontemlerle bitki 1slahi ve mahsul iiretimi, bitki
kalitesinin iyilestirilmesi ve ekonomik
stirdiiriilebilirlik i¢in 6nemli firsatlar saglayan bir arag
olarak kullanilmaya baslanmistir. In vitro ¢ogaltma
yoluyla, yeni ve/veya secgkin bitkiler, geleneksel
yontemlere gore ¢ok daha hizli bir sekilde toplu olarak
cogaltilabilir hale gelmistir (Gosal vd., 2010; Baydar,

2020).

Bitkilerin Totipotensi Yetenekleri ile Mikro

Cogaltma ve In vitro Bankacilik Yontemi

Mikro ¢ogaltma (in vitro cogaltma), bitkilerin gesitli
doku, hiicre ve organ kiiltiirii yontemleri ile klonal,
tiirline uygun ¢ogaltma icin kullamilan en yaygmn
terimdir. Mikro ¢ogaltma, tanimlanmis uygun kiiltiir
ortamlar1 ile ve kontrollii ¢evresel kosullar altinda
kapali kaplarda doku ve organlarin kiigiik
boliimlerinin (yani eksplantlarin) aseptik kiiltiiriinii
ifade eder (Tripathi vd. 2021). Doku kiiltiirii
tekniklerinden biri olan mikro ¢ogaltma, su anda ticari
odakli  bitki

biyoteknolojisidir ve ¢ogu durumda viriis veya diger

olarak en verimli ve pratik
patojenlerden arimnmis olan birgok bitki tiirtinden ¢ok
sayida klonal olarak cogaltilmis bitkilerin hizli bir
sekilde dretilmesiyle sonuglanir. Ayrica, mikro
cogaltim artik transgenik bitkilerin ve somatik olarak
bitkilerin teknik

baglantidir. Transgenik bitkilerin verimli {iretimi

yetistirilmis uretimindeki
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biiyiik 6lclide, icine “yabanci” DNA'nin eklendigi ve
ifade edildigi dokulardan

organlardan yeniden

hiicrelerden,
bitkileri
yetenegine dayamir. Ek olarak, mikro ¢ogaltma ve

doku kultiirt

veya
biitin {iretme

diger teknikleri ile molekiiler
biyolojideki yeni modaliteler, yeni genotiplerin veya
arzu edilen bitkilerin se¢imlerinin daha hizli test
edilmesini saglayabilmektedir (Loberant & Altman,

2010).

Mikro ¢ogaltma, onemli tarla, bahce ve orman
bitkileri ile tibbi/aromatik bitkilerin, kiigiik bitki
parcalarindan in vitro klonal ¢ogaltimi i¢in kullanilan
endiistriyel bir teknoloji haline gelen bitki doku
kiltiirintin en iyi in vitro ticari uygulamalarindan
biridir. Mikrogogaltma, tek tek bitkilerin genetik
olarak aymi kopyalarmnin nispeten kisa bir siire ve
smirl bir alanda, tipine uygun, hizl1 ve kitlesel olarak
¢ogalmasini saglayarak eski gesitlerin genglesmesini
veya biyotik ve abiyotik streslere direngli yeni
gesitlerin hizla yenilenmesini saglamaktadir (Kane,
2011; Bhojwani & Dantu, 2013). Diinyada her yil
mikrogogaltim yoluyla farkli bitki tiirlerine ait
500 bitki

uiretilebilmektedir. Mikrogogaltma endiistrisi gevre

tahminen milyondan fazla
dostudur ve kimyasal olarak ¢ok az hammadde

gerektirir. Bu teknoloji asagidaki avantajlara sahiptir:

i) Uretilen gercek tipte bitkiler, yani donérle ayn

(in vitro klonlama).

ii) Tek bir eksplanttan biitiin bir bitkinin rejenere

edilmesi.

iii)Secilen iyi Ozelliklere sahip bitkicikler,
diinyanin herhangi bir yerinde ayni 6zelliklere

sahip olarak ¢ogaltilabilir.

iv) Elit  klonlarin/cesitlerin hizli ve toplu
¢ogaltilmas: (1 ila 10/dongii her biri 2 hafta),
aksi  takdirde  geleneksel  yontemlerle

¢ogaltilmasi zordur.

v) Mevsimsel ve hammadde kisitlamalarindan

bagimsizdir.
vi) Hastaliksiz bitki tiretimi.

vii) Ulusal/uluslararas: germplazm degisimi igin
elit bitki materyali, patojen ve bocek riskini

ortadan kaldirir.

viii) Klasik ~yontemlere kiyasla daha kolay
sekonder metabolit {retimini mimkin
kilmaktadir.

ix) Mikro cogaltilmis, tarlada yetisen bitkiler daha
yiiksek verim verir ve daha iyi kalite sergiler
(Gosal vd., 2010).

Haberlandt

arastirmasinda

doniim noktasi
ilk olarak bitki

kavraminmi kesgfetmistir (Haberlandt,

niteligindeki
hiicresi  kiiltiirii
1902). Daha
sonra, diinyanin dort bir yanindaki arastirmacilar,
canli bitki hiicresi, doku ve organ Kkiiltiirlerinin
tretimi i¢in gerekli olan bu kosullarin tanimini biiyiik
bir ilgiyle takip ettiler. Haberlandt, tarihi makalesinin
yaymlanmasindan bu yana gegen 100 yilda

muhtemelen bitki doku Kkiiltiirlinii  totipotens
kavramini incelemek ve morfogenezi kesfetmek igin
bir sistem olarak kullanmay1 amaglasa da elde edilen
muazzam ilerlemeyi ongormesi pek olas1 degildir.
Bitki doku kiiltiiriiniin bir¢ok potansiyel kullaniminin
en pratik ve ticari uygulamasi, arzu edilen
genotiplerin ekonomik olarak uygulanabilir hizl
¢ogalmasini  saglamak
kullanilmasidir (Baydar, 2020). Bitkileri kiiciik bitki

parcalarindan, hatta hiicrelerden hizla c¢ogaltma

icin mikro ¢ogaltmanin

yetenegi, bilim insanlariin énemli mahsul tiirlerinin

iistin  elit  genotiplerini  olusturmak  icin
biyoteknolojinin ~ pratik  uygulamalarini,  yani
dogrudan genetik miidahaleyi basariyla

uygulamalarii saglayan temeli saglamistir (Read,
2004).

In vitro ortamda bitkilerin hiicresel totipotensi
yetenekleri sayesinde, kallus farklilasmasi ve vejetatif
¢ogalmanin olusturulmas1 gibi, bitki bilimlerinin
uygulamali alanlarinda farkli bakis agilar1 getirmis ve
yeni boyutlar kazandirmistir. Arzu edilen ve ticari
bakimdan 6nemli kiiltiir bitkilerinin hizli vejetatif
¢ogaltimi veya mikro c¢ogaltim Ozellikleri, tam
bitkicikleri

segmentinden ¢oklu siirgiin indiiksiyonu (Sekil 1b) ve

yetistirmek ic¢in: nodal siirgiinler
bunlarin in vitro koklenmesi ($ekil 1c) yoluyla

miimkiindiir. Somatik embriyogenesis ve
organogenesis (kallus farklilasmasi) diger mikro
¢ogaltma yontemleridir. Olgun tohumlardan elde
edilen fideler (Sekil 1d), nadir ve nesli titkenmekte

olan bitki tiirlerinin biiyiik 6lgekli ¢ogalmasi igin bir
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kaynak olarak da kullarulabilir (Dagla, 2012).
Viriissiiz bitkiler, viriis bulasmis bitkilerin apikal
meristemleri kullanilarak yetistirilebilir (Bhojwani &
Razdan, 1986). Ozellikle klasik 1slah metotlar1 ile uzun
yillar alan homozigot bitkilerin elde edilmesi,
haploid
hiicrelerin diploidizasyonu ile tek bir nesilde elde
edilebilir (Hussain vd., 2012). Protoplast teknolojisi,

geleneksel melezleme yontemlerinin gii¢ oldugu,

olgunlasmamis polen  hiicreleri gibi

uzaktan akraba bitki tiirlerinin ve cinslerinin somatik
hibritlerinin ve sibridlerinin gelistirilmesini miimkiin
kilmistir (Baydar, 2020).

Protoplastlar ayrica, bakterilere gen transferine
benzer bir sekilde bitkilerin genetik mithendisligi i¢in
uygun bir materyaldir. Tiim bu yontemlerin basarili
uygulamalar: ile doku ve hiicre kiiltiirii teknikleri
sayesinde, ekonomik agidan 6nemli bitkilerin yeni
gesitlerinin {iretimi i¢in hiicre varyantlarinin secimi ve
uyarilmasi icin Onemli bir kaynak haline gelmistir
(Dagla, 2012).

Embriyo Kiiltiirii ile In Vitro Tozlasma

Zigot (dollenmis yumurta), bir dizi iyi tanimlanmais
gelisim evresinden gecerek, bir sonraki neslin atasi
olan bir embriyo olusturur (George wvd. 2008).
Embriyonun biiyiimesini ve gelismesini gesitli fiziksel
ve kimyasal faktorler diizenler. Cevre dokular,
ozellikle endosperm, onceden belirlenmis embriyo
gelisim modelini de kontrol eder. Bu faktorlerdeki
herhangi bir bozukluk ve asir1 anormallik
durumlarinda da embriyonun diismesine neden olur
(Bhojwani & Dantu, 2013). Genis hibridizasyonun
zigotik safha sonrasi basarisizliginin en yaygin
nedeni, zayif endosperm gelisimi nedeniyle embriyo
abortusudur. Laboratuvar ortaminda eksize edilmis
zigotik embriyolarin gelisimin farkli asamalarinda
kiiltiirti, embriyogenezin gelisimsel ve fizyolojik
yonleri  hakkinda
(Bhojwani & Dantu, 2013). Embriyo kiiltiirii, diistik

tohum olusumu, tohum dormansisi, yavas tohum

faydali bilgiler saglamistir

¢imlenmesi gibi embriyo biiyiimesini indiikleme gibi
sorunlar1 ¢bzmenin iistesinden gelmede basarili
olmustur (Raghavan, 1980, 1994; Yeung vd., 1981;
Collins & Grosser, 1984; Zenkteler & Nitzsche, 1990).

Zigotik veya tohum embriyolari, 6rnegin kallus
kiilttirlerini baglatmak icin bitki doku kiiltiiriinde
eksplantlar
kullanilir (George vd., 2008). Embriyo kiiltiiriinde

embriyolar tohumlardan ayrilir ve elde edilen

olarak siklikla avantajli bir sekilde

embriyolar ayri1 ayr1 izole edilerek eksplant basina bir
bitki saglamak igin in vitro olarak ¢cimlenmesi saglanir.
Embriyo kiiltiirii ayn1 zamanda, uzamis bir dormansi
periyoduna sahip tohumlardan hizli bir sekilde fide
iretimine de yardimci olmaktadir. Ebeveynler genetik
olarak farkl tiirler oldugunda, genis gen havuzuna
sahip bitkiler

calismalarinda, endosperm dejenerasyonu embriyo

ile yapilan kapsamli melezleme
kaybmma ve melezlemenin basarisiz olmasina yol
agmaktadir. Bu gibi durumlarda, embriyo kiiltiirii
veya embriyo kurtarma teknigi, tiirler aras1 melezler
elde etmek icin pratik bir yaklasimdir (Gosal & Bajaj
1983). Embriyo kiiltiirii ayrica kapsamli melezleme
¢alismalarinda haploidler tiretmek i¢in de kullanilir
(Bains vd., 1995; Verma vd., 1995).

Bitki yetistiricileri tarafindan kullamlan doku

kiltiirii  tekniklerinden en basarilisi  embriyo

kiltiiridiir. Embriyo oOliimii, bazen ayni tiirler
arasinda ve bazen de farkl tiirler arasinda capraz
iireme sonrasi ortaya ¢ikan yaygin vakalardan biridir.
Bu gibi durumlarda, embriyo erken asamalarda izole

edilmedikge ve bir bitkiye doniismek ve gelismek igin

bir diyetle biiyiitiilmedik¢e embriyo Olimii
kaginilmazdir. Dogrudan dollenmeden sonra
embriyonun  kiigiik olmasi  nedeniyle izole

edilemedigi ¢ok erken evrelerde, arastirmacilar tiim
yumurtay1 izole ederek embriyonun gelisimine kadar
uygun ortami saglayarak embriyo gelisimine izin
vermektedirler. Ovul teknolojisi, Ozellikle genetik
olarak farkl

kaldirmak i¢in de kullanilir. Polen, akarlar agilanmaya

tirlerde uyumsuzluklar1 ortadan
hazir olmadan erken bir zamanda olgunlasabilir.
inhibitorlerin
tarhinda

Ciceklenme  mevsiminde  bazi

varligindan dolay1 as1 tipl ¢igek
biiyliyemez. In vitro tozlasma ve dollenme, oositlerin
izole edilmesi ve daha sonra fidelere veya yumurtalik
implantlarina daha sonra biiyiiyen canli embriyolarin
tohumlarinin elde edilmesi igin istenen bitkiden polen
ile dollenmesi ile bu tistesinden

gelinebilmektedir (Baday, 2018).

sorunun
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a b

Figure 1. An example of micropropagation a: Callus replication. b: Multiple shoot induction from nodal shoots

segment. c: In vitro rooting of the shoot to grow a full plant. d: In vitro seed germination and seedling development

(Dagla, 2012).

Sekil 1: Bir mikro ¢ogaltim 6rnegi a: Kallus cogaltimi b: Nodal siirgiinler segmentinden ¢oklu siirgiin indiiksiyonu. c: Tam bir

bitki yetistirmek icin siirgiiniin in vitro koklenmesi. d: In vitro tohum ¢cimlenmesi ve fide gelisimi (Dagla, 2012).

Embriyo kiiltiiriinde daha fazla ilerleme ve genetik
calismalarda embriyo kiiltiirii teknigini kullanma
imkanini, ilk kez goOsteren Laibach'in (1925, 1929)
Linum (¢ok yillik keten)'daki calismasi olmustur.
belirli

meyvenin ufaldigr ve tohumlarin cliz ve cansiz

Linum’daki turler arast melezlemelerde,

oldugu bulunmus, ancak bu tiir tohumlarin
embriyolart1  kesilip  bir sakkaroz  ortamina
yerlestirildiginde, cimlenmeleri saglandig1

gozlemlenmistir (Dulberger, 1973). Embriyo kiiltiirii
Gregory & Purvis (1938) tarafindan vernalizasyon
calismalarinda da bir ara¢ olarak kullanilmistir. Bu
calisma, eksize edilmis cavdar embriyolarmi %2
sakaroz ortaminda vernalize ettikten sonra
¢imlenmenin endosperm veya aleuron tabakasinn
vernalizasyonuna degil, embriyonun soguk tedaviye
yanitina bagh oldugunu gostermislerdir. Gregory &
(1938),

olusumu i¢in embriyolarin vernalizasyonu sirasinda

deRopp bu c¢alismaya miitakiben c¢icek

sekerin gerekliligini gosterebilmiglerdir
(Narayanaswami & Norstog, 1964; Yatsuyanagi &
Takahashi, 1953). Szala vd. (2016), Brassica oleracea L. x
B. rapa L. melezlerini elde etmek icin acilan
yumurtaliklarin in vitro tozlasmasmin uygulanmasi
tizerine yaptiklari calismada, B. napus'un yeniden
sentezleri, B. oleracea x B. rapa’min tiirler arasi

hibridizasyonu ve ardindan embriyo kurtarma ve

genom ikiye katlama yoluyla gerceklestirilmistir.
Dogal olarak gerceklesen belirli alogami engelleri
nedeniyle, tozlasma yeterince iyi olmamis ve bu
nedenle B. rapa poleni, yumurtaliklar1 acilmis bir
B.oleracea in vitro olarak tozlagtirllmigtir. Calismanin
bir  sekilde

gelistirildigini ve farkli 6zellikler i¢in genetik yapisinu

ardindan, B. mnapus’'un basarili

genislettigini bildirmislerdir (Tefera, 2019).

Maternal Haploid Teknigi ve Anter Kiiltiirii

Yontemleriyle Di/Double Haploid Bitki Uretimi
Geleneksel  bitki

homozigotluk seviyesini elde etmek iizere arzu edilen

islah  yontemleri, gerekli

ozellikler icin alt1 ila yedi se¢im dongiisii
gerektirmektedir. Bu siireg, bir ¢esidin tescil edilmesi
i¢in klasik 1slah yontemleri ile 11 ila 13 yil alirken,
double haploid (DH) teknolojisi ile tek bir nesilde
daha hizli tam homozigot bitkilerin elde edilmesine
1slah

hizlandirmaktadir (Hussain vd.,

yardimci olarak programlarini
2012). Haploid
bitkiler, gametik kromozom sayisin1 (2n yerine n)
tasiyan sporofitlerdir. Bir haploidin kendiliginden
veya indiiklenmis kromozom kopyalanmasi meydana
geldiginde, ortaya ¢ikan bitkiye double haploid (DH)
adz verilir. Karsilastirildiginda, dihaploid bitkiler (2n
= 2x), bir ototetraploidden (4x) elde edilen haploid

bitkilerdir =~ (Kasha &  Maluszynsky, 2003).
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Kendiliginden veya  kolgisinlerin  indiikledigi
kromozomal ikiye katlama ile gelistirilen double
haploidler, tek bir nesilde heterozigot bitkilerden
tamamen homozigot hatlarin dogrudan iiretimine yol
acmaktadir. Anter kiiltiirii yoluyla double haploid
1slahi, heyecan verici ve gliglii bir arag¢ olarak bitki
1slaht igin geleneksel tekniklere uygun bir alternatif
olarak ortaya ¢ikmistir (Tefera, 2019). Ayrica double
haploid teknigi, homozigot saf hatlarin stabilitesi i¢in
en az g ila dort nesil kendileme tasarrufu da
saglamaktadir (Hassawi vd., 2005). Ornek olarak
lahanagiller familyasindan Brassica tiirlerinde, ¢ok
sayida kendine uyusmazlik SI (Self-incompatibility)
allelleri bulundugundan F6 jenerasyonuna kadar en
az bes kere tomurcuk tozlasmasi gerekirken, DH
teknolojisi sayesinde sadece bir defa tomurcuk
tozlagsmasi yeterli olabilmektedir. Ayrica bitki 1slah
programlarinda F6 jenerasyonuna kadar yapilan
kendileme islemi ile heterezigotluk orani %2-3
oraninda devam ederken, DH teknigi ile elde edilen
%100

hatlarin oraninda

gerceklesmektedir (Baydar, 2020).

homozigotluk  oram

Guniimiizde en yaygm kullarulan haploidy

teknikleri anter ve polen kiiltiirline dayall
androgenesistir. Temel ama¢ mikrospor kaynaklh
embriyo elde etmek ve bu siirecte olgunlasmamais
mikrosporlar (tek c¢ekirdekli sathadan erken cift
cekirdekli sathaya kadar) in vitro ortamda sicak, soguk
ve kolgisin uygulamalar1 ile gametofitik polen
olusumu yerine sporpfitik haploid veya double
haploid (DH) embriyo olusturulmaya ¢alisilarak daha
hizli bir homozigotiye ulasmak bu teknoloji sayesinde
miimkiin olmaktadir (Baydar, 2020). Double haploid
(DH) tekniginde kolgisinin yani sira; trifluralin,
oryzalin, siilfonamid, pendimetalin ve klorpirifos gibi
gesitli kimyasal herbisitler, kromozom ikiye
katlanmasin indiiklemede biiyiik potansiyele sahiptir
(Allum vd., 2007). Bu antimitotik ajanlarin kromozom
ikiye katlanmasmi gergeklestirme mekanizmalari,
kolgisin ile aynidir. Kolgisin ile karsilastirildiginda, bu
ajanlar bitki tiibiiline kars1 daha baskin bir afiniteye
sahip olup mikromolar seviyede kullanilan
konsantrasyon, toksisite daha diisiik iken, kolgisine
benzer bir kromozom katlama etkisine sahiptir.
Kimyasal antimitotik ajanlarin yam sira, onemli bir

fiziksel mutajen olarak yiiksek sicaklik da bitkilerde

kromozom katlama ¢alismalarinda etkili oldugu
kanitlanmistir (Zhang vd., 2003; Wang vd., 2012,
2013a). Yiiksek sicaklikta isleme, tek bicimlilige ve
ekonomik ve operasyonel avantajlara sahiptir (Guo
vd., 2017).

Ik dogal sporofitik haploid 1921’de Dorothy
Bergner tarafindan bir yabani ot tiirti olan Datura
stramonium L.’de gozlemlenmis, Blakeslee vd. (1922),
tarafindan rapor edilmistir. Bunu tiitiin, bugday ve
diger bazi mahsul tiirlerinde dogal haploidlerin
raporlart izlemistir. Bu c¢alismadan sonra, bitki
1slahinda ve genetik arastirmalarda haploidlerin
onemi giderek ivme kazanmaya baslamistir (Kumari
& Aswath, 2018). Datura anoxia’min olgunlasmamais
anterlerinin in vitro kiiltiiriinden haploid embriyo
gelisimi ilk kez Guha & Maheswari (1964) tarafindan,
mikrosporlarin  normal  gametofitik  gelisimini
sporofitik bir gelisime doniistiirmenin miimkiin
oldugunu ve daha sonra haploid kromozom sayisina
sahip embriyolarin ve  bitkilerin {iretilecegi
Bu, bir

ilerleme ve atilim olmus ve tespit edilen kendiliginden

kesfedilmistir. haploidlerin gelisiminde
haploidlerin sayis: istikrarli bir sekilde artarak 1974’te
Kasha (1974) 100’den fazla anjiyosperm  tiiriiniin
olusumunu kaydetmistir. Daha sonra, DH'nin in vitro
yontemlerle gelistirilmesi i¢in ¢aba harcanmis ve
250’den fazla bitki tiirii i¢in protokoller yayilanmigtir
(Maluszynski vd., 2003).

Double haploid (DH) teknigindeki ilerleme ve
ozellikle

Gramineae’de basarili olan anter kiiltiirti hakkinda

atilimlar, Solanaceae,  Brassicaceae ve
daha ileri ve kapsamli arastirmalarin yolunu agmustur.
Bununla birlikte, ilgili angiosperm bitkilerinin tiimii,
embriyogenez indiiksiyonuna verimli bir sekilde
yanit vermez ancak, arpa (Hordeum vulgare L.), kolza
tohumu (Brassica napus L.), tiitin (Nicotiana spp.) ve
bugday (Triticum aestivum L.), yiiksek rejenerasyon
verimlilikleri (Forster vd., 2007), Arabidopsis gibi
bilimsel veya ekonomik olarak ilgin¢ diger tiirler,
bir¢ok odunsu bitki veya baklagil familyasinin {iyeleri
mikrospor embriyogenezini incelemek ig¢in model
tirler olarak kabul edilmektedirler.
Norreel vd., 1986; Bajaj, 1990a; Germana, 2006, 2009).
Double haploid (DH) teknigi: gamet embriyogenezi,

(Sangwan-

yliksek bir genom heterozigotlugu, uzun bir genglik

donemi ile uzun bir nesil dongiisii, biiyiik bir boyut
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ve genellikle kendine uyusmazik ile karakterize edilen
ve bunlarin olmadig1 odunsu bitkilerde homozigotluk
elde etmek icin Ozellikle vazgecilmez bir aractir
(Germana, 2006, 2009).

Somaklonal Varyasyon

Bitki doku kiiltiirii, bitki 1slahg¢ilarina yardimc
olmak icin pek ¢ok yeni
kolaylastiric1 bir teknolojidir. Bitki doku kiiltiirii

teknikleri ile 1slah siirecinin hizini veya etkinligini

aracin  gelistirildigi

artirmak, mevcut germplazma erisilebilirligini
iyilestirmek ve bitki 1slah1 i¢in yeni varyasyonlar
yaratmak miimkiin olmaktadir. Bitki doku kiiltiirii
tekniklerinden somaklonal varyasyon, doku kiiltiirii
sistemlerinin hem avantaji hem de dezavantaji oldugu
icin benzersiz bir konuma sahiptir. Somaklonal
varyasyon ilk olarak 1981’de konuyu gézden geciren
bitki

kullanimlarina dikkat ¢ekmek igin birkag¢ arastirmaci

ve o donemde islah1  igin  potansiyel
arasinda yer alan Larkin ve Scowcroft tarafindan,
hiicre ve doku kiiltiirlerinden kaynaklanan varyasyon
olarak tanimlanmigtir (Larkin & Scowcroft, 1981).
Beklentileri biiytik dlciide, patates (Shepard vd., 1980),
seker kamigs1 (Heinz, 1973; Krishnamurthi & Tlaskal,
1974), musir (Green, 1977) ve celtik (Oono, 1978)
protoplast ve eksplant Kkiiltiirlerinden tiiretilen
bitkilerde genis ¢esitlilik rapor edilen gozlemlerden
kaynaklanmaktadir. Kisa siire sonra, somaklonal
varyasyonun yaygin oldugunu ve bu nedenle
goriiniiste tiim bitki yetistiricileri igin erisilebilir
oldugunu gosteren, tiim tiirler yelpazesinde c¢ok
sayida arastirma yapilmistir (Karp, 1995). Su anda,
somaklonal varyant terimi evrensel olarak doku
kiiltiiriinden tiiretilmis varyantlarin tiim formlari igin
1990b), bununla birlikte

protoklonal, gametoklonal ve meriklonal varyasyon

kullanilmaktadir (Bajaj,

gibi diger isimler genellikle sirasiyla protoplast, anter
ve meristem kiiltiirlerinden varyantlar: tanimlamak
i¢in kullanilmaktadir (Bajaj, 1990Db).

doku

tekniklerinden bir digeri de somaklonal varyasyon

Gunumiizde kullanilan kiiltara
yontemidir. Braun (1959) tarafindan somaklonal
varyasyonun ilk gozlemi ve raporundan bu yana,
doku bircok  bitkinin

problemlerinden biri olmustur ve olmaya devam

kiltiiri  yapilan ana

etmektedir. Bitki hiicrelerinin in vitro olarak biiyiimesi

ve biitiin bitkilere d6niismesi, sadece hiicrenin mitotik
boliinmesini igeren aseksiiel bir siirectir ve teorik
olarak herhangi bir varyasyona neden olmamalidir.
ideal olarak, genetik olarak tek tip bitkilerin klonal
¢ogaltilmasi beklentidir (Bairu vd., 2011). Bu nedenle,
kiltiir siireci sirasinda kontrolsiiz ve rastgele
spontane varyasyonlarin ortaya ¢ikmasi beklenmeyen
ve ¢ogunlukla istenmeyen bir olgudur (Karp, 1994).
Bununla birlikte, bu olumsuz etkilerin aksine, yeni
varyantlarin  yaratilmasi  yoluyla  mahsuliin
iyilestirilmesindeki yararlilignt da iyi bir sekilde
belgelenmistir. Indiiklenmis somaklonal varyasyon,
poligenik  Ozelliklere sahip ekinlerin  genetik
manipiilasyonu i¢in kullamilabilir (Bairu vd., 2011).
Hastaliklara dayaniklilik ve kalite iyilestirme ve daha
iyi verim sergileyebilen yeni gesitlerin {iretilmesi
yoluyla bitki 1slahi i¢in de 6nemli bir arag olabilecegi
bildirilmektedir (Karp, 1995; Emaldi vd., 2004). Bu
nedenle somaklonal yararl
kabul Doku

kiiltirinden tiretilen bitkilere somaklonlar denir ve

varyasyonun
potansiyellerini etmek Onemlidir.
farkliliklar sergileyen doku kiiltiiriinden tiiretilen
bitkilere somaklonal varyantlar adi verilir (Larkin &
Scowcroft, 1981).

Skirvin & Janick (1976) bahge bitkileri tiirlerinin
genotip iyilestirmesinde klonal varyasyonun énemini
ilk vurgulayanlar arasinda yer almaktadir. Shepard
vd. (1980), ‘Russet Burbank’ patatesinin (Solanum
tuberosum L.) kiiltiirlenmis yaprak protoplastlarindan
(protoklonlar) rejenere edilen bitkiler arasinda biiyiik
cesitlilik  oldugunu  gostermistir. Bu  genetik
degiskenlik kaynaginin kapsamini ve olasi énemini
arastirirken, konuyu kapsamli bir sekilde goézden
ilk olarak

“somaklonal varyasyon” teriminin, bir siire sonra

geciren Larkin & Scowcroft (1981),

doku veya hiicre kiiltiiriinden rejenere edilen bitkiler
arasinda gozlenen fenotipik varyasyonu tanimlamak

icin kullanilmasini 6nermiglerdir (Skirvin vd., 1994).

Kallus

kazanmak i¢in kullanilabilir, ¢tinkii in vitro kiiltiir

kiiltiirleri somatik mutantlar1  geri
ortamu tek tek hiicrenin boliinmesini ve tiim bitkinin

yenilenmesini  tesvik  etmektedir. = Somaklonal
varyantlar somatik veya genetik olarak stabil olabilir.
Genetik olarak kararli varyasyonlar mutasyonlar
adlandirilabilir. birlikte,

cevrilebilir varyasyonlarin

olarak Bununla tersine

epigenetik olasilig1
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nedeniyle, bu alan, “mutasyonlar” yerine
“varyasyonlar” terimini kullanmaktadir (Wang &
Wang, 2012). DNA dizisindeki herhangi bir degisiklik,
kalitsaldir ve mahsuliin iyilestirilmesi i¢in dnemlidir.
Ote yandan, epigenetik degisiklikler gegicidir ve geri
dontisimliidiir ve kalitsal degildir (Meins, 1983).
Genetik olarak kararli somaklonal varyantlar, nokta
mutasyonlary, kromozom sayist ve yapisindaki
degisiklikler, rekombinasyonlar, DNA dizilerinin
metilasyonu, niikleer, mitokondriyal veya kloroplast
genomlarindaki delesyonlar ve transpozisyonlar
nedeniyle ortaya c¢ikabilmektedir (Lee & Phillips,

1988; Phillips vd., 1990).

Gengenbach & Umpeck (1982), izole edilmis
mitokondriyal DNA’nin restriksiyon enzim analizini
kullanarak mitokondriyal olarak kontrol edilen erkek
kisirhigini ortaya koyarak somaklonal varyasyonun
nitkleer DNA ile smirli olmadigini gostermistir.
Aydin vd. (2016), yaptiklar calismada Murashige ve
Skoog tizerinde endosperm destekli olgun gavdar
elde kalluslardaki

varyasyonun tespiti igin rastgele amplifiye polimorfik

embriyosundan edilen
DNA (RAPD) ve coupled restriksiyon enzimi rastgele
amplifikasyon (CRED-RA) belirtegleri kullanilmislar
ve sonug olarak RAPD ve CRED-RA tekniklerinin
somaklonal varyasyonun

tespiti icin

kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Somaklonal varyasyon teknigi bazi durumlarda,
arzu edilen morfolojik ozellikler, hastalik direnci,
bocek direnci, asit toleransi ve tuz tolerans: dahil
olmak tizere gesitlere istenen Ozellikleri kazandirmak
doku
yararlanilmistir (Baydar, 2020).

igin kiiltiiri  varyasyonundan  da

Protoplast Fiizyonu ile Somatik Hibridizasyon

Bir protoplast, hiicre duvar ¢ikarilmis sitoplazma
ve c¢ekirdekten olusan bir bitki hiicresinin canli
kismidir. Protoplastlar, tiim bitki organlarindan veya
doku kiiltiirlerinden izole edilebilmektedir (George
vd., 2008). Teorik olarak, protoplastlarin totipotent
oldugu varsayilir, bu da farklilasma ve cesitli
organlara doniisme yetenegine sahip olduklar
anlamina gelmektedir (Ishaku vd., 2020). Protoplast
fiizyonu, faydali agronomik 6zelliklere sahip ve ayni
ticari satilabilen mahsullerin

zamanda Olcekte

iretilmesinde ¢ok 6nemli bir teknik haline gelmistir.

Ozellikle son birka¢ on yilda, genetigi degistirilmis
mahsullerin halk tarafindan onaylanmamasi gibi
nedenlerden dolayi, protoplast flizyonunu kullanan
arastirmalarda bir artis meydana gelmistir (Davey
vd., 2010; Grosser vd. 2010). Protoplast fiizyonu
yoluyla somatik hibridizasyon, tiirler aras1 ve tiirler
arasi hibritlerin tiretimi i¢in 6nemli bir ara¢ haline
farkl

protoplastlarini, ardindan istenen somatik hibrit

gelmistir  ve iki genomun kaynastirici
hiicrelerin secimini ve miiteakip hibrit bitkinin
rejenerasyonunu icermektedir (Sekil 2). Somatik
hibridizasyon, artan verim ve hastaliklara kars: direng
ile yeni melezler olusturmak igin farkl tarla ve bahge
bitkilerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica
tuz toleransi, kalite iyilestirme, sitoplazmik erkek
kisirliginin (CMS) transferi, ¢ekirdeksiz triploidler ve
anag iyilestirme i¢in de kullanilmistir (Wang vd.,
2013b).

Bitki

arastirmalar

protoplastlarinin ~ flizyonu,  yapilan

sonucunda kimyasallar tarafindan
indiiklenebilecegi gbzlemlenmis, boylece farkli soy ve
tiirlerin protoplastlari, heterokaryonlar: tiretmek igin
fikri

Heterkaryonlarin = siirekli

birlestirilebilecegi ortaya atilmastir.
mitotik boliinmesinden
kaynaklanan kallus hiicreleri, uygun bir se¢im sistemi
kullanilarak tanimlanabilecegi ve somatik hibrit hiicre
hatlarina ve en sonunda bitkilere doniistiiriilebilecegi
kanitlanmistir (Ishaku vd., 2020). Bitki 1slahi icin
somatik hibrit {iretmek igin protoplast fiizyonunu
incelemek gerekirse ilk olarak, cinsel melez
uyumsuzluklarin tistesinden gelinebilecegi ve ikincisi
mitokondri ve

ise  kloroplastlar, plazmonlarin

birlestirilebilmesi  gibi  yeteneklerinden dolay1
protoplast flizyonu tekniginin bitki 1slahi igin ¢ok
onemli oldugu bildirilmistir. Hem tiir i¢i hem de tiirler
arast seviyelerde ¢ok sayida somatik hibrit
kombinasyon f{iretilmistir; Schieder & Vasil (1961)
tarafindan yapilan son incelemede elde edilen
somatik hibrit kombinasyonlarin &zet bir listesi
mevcuttur. Petunya tiirleri {izerinde beg yillik bir siire
boyunca ii¢ melez uyumluluk seviyesi ile protoplast
flizyonu {lizerine yiiriitillen ¢alismada, benzersiz ve
daha

olusturmak i¢in bu teknolojiden yararlanma yoniinde

once ulasilamaz tiir kombinasyonlari

kaydedilen ilerlemeyi simgeledigi gozlemlenmigtir
(Verma vd., 2008).
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Protoplazmanin Farkh
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Melez Hiicrelerin
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Hibrit bitkiler

Figure 2. Schematic representation of hybrid plant production by protoplast fusion technique (Hussain et al., 2012).

Sekil 1. Protoplast fiizyonu teknigi ile hibrit bitki tiretiminin sematik gosterimi (Hussain vd., 2012).

Protoplast, plazmalemmay: ve dogal seliilozik
hiicre duvar1 olmadan tiim hiicreyi igermektedir.
Protoplast teknolojisinde, somatik hiicrelerden izole
edilen iki genetik olarak farkli protoplast ve
paraseksiiel hibrit protoplastlar elde etmek igin
Hibrit

protoplast, heteroplasoik sitoplazma ve iki kaynasmis

deneysel  olarak  kaynastirilmaktadir.

ana c¢ekirdek igerir. Protoplast fiizyonu, cesitli

prokaryotik ve Okaryotik hiicrelerde genetik
rekombinasyonu indiiklemek icin nispeten yeni
bircok yonlii bir teknik olarak ortaya cikmistir
(Bhojwani vd., 1977). Protoplast flizyonu, tiirler aras:
hibritleri

fiizyonu,

ve hatta tirler {iretmek
kullanilabilir.

melezleme sistemlerinin dayattig1 genetik alisverisin

arasl icin

Protoplast geleneksel

ontindeki engelleri yiktigt igin gen
manipiilasyonunun 6nemli bir aract haline gelmistir.
Protoplast fiizyon teknigi, genetik analiz ve sus
iyilestirme igin biiylik bir potansiyele sahiptir.
Endiistriyel olarak faydali mikroorganizmalar igin
Ozellikle faydali oldugu bildirilmistir (Muralidhar &
Panda, 2000). Giintimiizde izole edilmis protoplastlar,
esas olarak bitki viriisii enfeksiyonlarina yonelik
arastirmalarda ve segilen DNA fragmentlerini bitki
hiicrelerine entegre etmek iizere hiicrenin genetik
bilgisini degistirmek i¢in kullanilmaktadir. Genetigi
degistirilmis hiicreler, yalnizca yeni genetik yapiya
sahip biitiin bitkiler onlardan yeniden iiretilebiliyorsa

genel pratik degere sahip olacaktir. Bu nedenle,

protoplast kiiltiirlerinden Dbitkileri geri kazanma
bitki bilimindeki bu
mithendisligi projelerinin basarisi igin hayati 6neme
sahiptir (Davey vd., 2005).

yetenegi, tiir genetik

Somatik hibridizasyonu kullanan en yaygin hedef,
her iki fiizyon ebeveyninin tam genomlari ile simetrik
hibritlerin  {iretilmesidir. =~ Tiirler —aras1 tiitiin
hibritlerinin ilk raporundan bu yana (Carlson vd.,
1972), ¢ok sayida simetrik hibrit tiretilmistir. Mliskisiz
genomlarmn protoplast

fiizyonu yoluyla

birlestirilmesi, genellikle ebeveynlerden birinin
niikleer ve/veya sitoplazmik genomlarinin kismen
veya tamamen ortadan kaldirilmasma yol agsa da her
iki ebeveynden de agronomik dneme sahip 6zelliklere
sahip simetrik somatik hibritlerin elde edildigi bir¢ok
ornek vardir (Swapnil vd., 2020). Dihaploid S.
diploid  S.

protoplastlarinin kaynastirilmasiyla elde edilen dort

tuberosum  ve circaeifolium’un
simetrik hibritten {icii, patojen P. infestans’a karsi
tamamen direngli oldugu ve dort hibridin tiimii,
nematod Globodera pallida’ya karst olduke¢a direngli
oldugu gozlemlenmistir. Somatik hibrit (disi ebeveyn
olarak) ve S. tuberosum arasindaki eseyli hibritlerin
canli tohumlar olusturmasi, hibritlerin patates
1slahindaki potansiyeline isaret etmektedir (Mattheij
vd., 1992). S. tuberosum ve S. phureja arasindaki alti
tetraploid somatik hibritten biri, tarla denemeleri
altinda patates cesidinden {i¢ kat daha fazla verim

verdigi bildirilmistir (Mattheij vd., 1992). Kameya vd.
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(1990) S. melongena ve S. integrifolium arasinda, iki
tiriin toplam kromozom sayisina sahip olan ve
Pseudomonas solanacearum’a ebeveynlerden herhangi
birinden daha yiiksek direng gosteren somatik
melezler {iretmistir. Yine yapilan calismalar
sonucunda, Japon turpu ve karnabahar arasindaki
somatik melezler, karnabaharda ciddi bir hastalik
olan yumru koke kars: direng gostermistir (Hagimori
vd., 1992). Krizantem (Dendranthema x grandiflorum) ve
pelin (Artemisia  sieversiana) arasindaki somatik
melezler, Puccinia horiana’nin neden oldugu pasa karsi
krizantemden daha direngli oldugu bildirilmistir
(Furuta vd., 2004).

Meristem ve Siirgiin Ucu Kiiltiirii ile Viriissiiz

Bitkilerin Uretimi

Bir bitkinin biiytime konisi veya siirgiin uglari,
steril kosullarda bir besi yerinde eksplant olarak
kullanilarak kiiltiire alinip bunlardan tam bir bitkinin
elde edilmesi meristem ve siirgiin ucu kiiltiirii olarak
adlandirilmaktadir.  Viriisten ari bitki elde
edilmesinde en ¢ok basvurulan in vitro teknigi apikal
meristem ve siirglin ucu kiiltiirleridir. Bu kiiltiirde
kullanilan  eksplant  kaynaklar1 = meristematik
boliinmelerin  en yogun olarak gerceklestigi
dokulardan alindigindan viriis bulasiklig: hi¢ veya az
diizeyde olmaktadir. Viriisten ari bitki elde etmek ve
basar1 sansimi artirmak icin genellikle meristemlerin
alinacagy stirgiinlere sicaklik uygulamasi yani
termoterapi uygulanarak viriisstiz bitki elde
edilmesinde basar1 sansimi artirmaktadir (Baydar,
2020).

Zararlilar ve patojenler, tarla ve bahge bitkilerinde
onemli hasarlara ve ekonomik kayiplara neden olur.
Bu hasarin biiyiik bir kismu viriis enfeksiyonlarindan
kaynaklanmaktadir. Genellikle vejetatif yollarla
¢ogaltilan patates, tatli patates, muz, seker kamuisi,
bazi bahge ve tarla bitkileri viriis enfeksiyonundan
kaynaklanan yillik kiiresel tarimsal {iriin kayiplariin
kaba bir tahmini 69 milyar ABD dolar1 civarindadir.
Tek basina asma yaklasik 53 viriis tarafindan enfekte
edilir (Bhojwani & Dantu, 2013), tek viral hastaliktan
dolay1 yani Grapevine Fanleaf Virus (Asma yelpaze
yaprak viriisil) tahmini yillik kayip, 1,5 milyar ABD
Dolaridir (Komar vd., 2007). Patates Leafroll Viriisii

(Patates yaprak kivrilma viriisii) ve Patates Viriisii Y

(PVY) bunlarin arasinda en zararhi patates viriisleri
(Loebenstein vd., 2001) tek bagma Patates Leafroll
Viriisii  toplam  verimi  neredeyse %60 ve
pazarlanabilir ~ verimi %88  oramma  kadar
azaltabilmektedir. Seker kamismin en yaygin viral
hastaliklarindan biri olan Sugarcane Mosaic Potyvirus
(Seker kamis1 mozaik viriisii), ok sayida geleneksel
olarak yiiksek verimli seker kamis1 ¢esidinin ekim dis1
kalmas1 nedeniyle %50 kayiplara neden olmaktadir.
Patojenlerin klonal olarak c¢ogaltilan bitkilerde
bulagmasi ¢ok hizlidir. Bitki materyalleri, gesitli doku
kiltiirii asamalarina tabi tutuldugunda bakteri ve
mantar gibi patojenlerin ¢ogundan temizlenmektedir.
Bununla birlikte, viriisiin ortadan kaldirilmasi, 6zel
meristem tip kiltliri teknigini gerektirmektedir
(Bhojwani & Razdan, 1986).

a) Viriislerin bitkilerdeki dagilimi esit degildir,
enfekte olmus bitkilerin apikal meristemleri ya
serbesttir ya da ¢ok diisiik konsantrasyondadir
(Quack, 1977; Wang & Hu, 1980). Bitkideki viriis
titresi,  meristem  ucundan  uzaklastikca

artmaktadir (Holmes, 1948). Meristem ucunda

viriis olmamast igin ¢esitli nedenler One
suriilmiistiir (Wang ve Hu, 1980): a) konukcu
bitkideki viris

metabolizmasina baghdir. Aktif olarak boliinen

¢ogalmasi, viriislerin
meristematik hiicrelerde yiiksek metabolik
aktivite viriis replikasyonuna izin vermemekte

oldugu,

b) viriislerin bitkide hizla yayilmas1 meristemde
bulunmayan vaskiiler sistem yoluyla olmaktadur.
Vaskiiler olmayan bolgeleri istila eden viriisler,
hizla biiyiiyen ug bolgesine ayak uydurmak icin
oldukc¢a yavas olan plazmodesmatal baglantilar
yoluyla hiicreden hiicreye hareket etmekte

oldugu,

¢) siirglin ucglarindaki yiiksek endojen oksin

seviyesi viriislere kars1 inhibitdr olabilecegi ve

d) meristem muhtemelen belirli ‘viriis inaktive
edici sistemler” tarafindan korunuyor olabilecegi
One slirilmiis ve meristem kiltirli cesitli
arastirmalara konu olmustur (Bhojwani & Dantu,
2013).

Holmes (1948), siirglin  uglarindaki  viriis

dagilimimin gradyani bilgisini ilk kez siirgiin ucu
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kesimleri Dahlia’'nin  enfekte
bitkilerinde bitkiler
uygulamistir. Ayni prensipte, Morel & Martin (1952),
Dahlia (Yildiz ¢icegi) bitkilerinden Dahlia Mozaik

Virtisiinii (DMV) yok etmek icin meristem ucu

yoluyla olmusg

virlissiiz yetistirmek icin

kiltiirii teknigini gelistirmistir. Hastalikli bitkilerden
alinan meristem uglarmi bir besin ortaminda kiiltiire
almiglar ve viriissiiz siirgiinler elde etmislerdir. Bu
siirgiinler koklenmeyi basaramamis ve tamamen
viriissiiz Dahlia bitkilerini geri kazanmak i¢in saglikli
fide anaglarina asilanmalar: gerekmistir. O zamandan
beri, meristem ucu kiiltiirii en ¢ok viriis eradikasyonu
igin etkili bir teknik olmus ve genis bir yelpazede
viriissiiz bitkiler tiretmek i¢in basariyla uygulanmistir
(Bhojwani & Razdan, 1986).

SONUC VE ONERILER

Bitki doku kiiltiirii teknikleri, giinlimiizde en umut
verici uygulama alanlarmi temsil etmekte olup
gelecege dair bir bakis agis1 sunmaktadir. Kozai (1988,
1991) tarafindan da bildirdigi {izere in vitro asilama,
koklendirme ve iklimlendirmenin esg zamanh
uygulanmasi kullanilarak bir¢ok doku kiiltiirii teknigi
(Read, 2004).

Yetistirilmesi zor tiirleri ve elit genotipleri, klasik 1slah

gliniimiizde modernize edilmistir

programlari  ve  biyoteknolojik  arastirmalarin

kombinasyonu ile c¢ogaltmak daha miimkiin hale
genis
uygulama alanlarin1 temsil eden bitki doku kiiltiirii

gelmistir.  Biyoteknolojik  arastirmalarin
teknikleri, siis ve orman agaglarinin mikro ¢ogaltimi,
farmasotik olarak ilging ve ayni zamanda yararh
bilesiklerin iiretimi ve agaclar da dahil olmak {izere
temel mahsul bitkilerinin besin degerini iyilestirmek
bitki

dondurularak saklanmasina kadar uzanmaktadir. In

igin islahindan  degerli  germplazmin
vitro kiltiir, stirdiiriilebilir ve rekabet¢i tarim ve
bir

iyilestirilmis bitkilerin hizli bir sekilde tanitilmasi igin

ormancilikta benzersiz role sahiptir ve
bitki 1slahinda basariyla uygulanmistir (Hussain vd.,

2012).

Bitki doku kiiltiirii giliniimiizde, bitki 1slahinin
ayrilmaz bir parcast haline gelmistir. Bitkilerin
arzulanan ozelliklerini iyilestirmek, verimi arttirmak,
abiyotik ve biyotik streslere daha toleransli bitkiler
gelistirmek igin genetik miihendisligi ve molekiiler

1slah teknikleri, haploid indiiksiyon veya somaklonal

varyasyon gibi tiim biyoteknolojik yaklasimlar, etkili
bir in vitro bitki rejenerasyon sistemine gii¢lii bir
sekilde baglidir. Hizli, kaliteli, hastaliksiz ve tiniform
dikim stogu tiretimi ancak doku kiiltiirii teknikleri ile
Ayrica Dbitkilerde

varyabilitenin  genisletilmesi ve

miimkiindiir. daralan genetik
bu gelistirilen
varyabilitelerden arzulanan Ozelliklere sahip daha
verimli, abiyotik ve biyotik stres faktorlerine daha
dayanikh bitkiler yaratmak igin gesitli doku kiiltiirii
teknikleri kullanilmakta olup bu in vitro prosediirler,
bir¢ok tiirde basarili bir sekilde uygulanmis ve
kullanilmis, gelismis biiyiime ve iyilestirilmis verim

ile cok daha fazlasini sergilemistir (Bridgen vd., 2018).

Geleneksel bitki 1slahi, inat¢t melezleri kurtarmak
i¢in embriyo kiiltiirii gibi tekniklerle gelistirilmistir.
Protoplast flizyonu ve somaklonal varyasyon gibi
teknolojiler ise genellikle, var olan genetik cesitlilikten
faydalanmak veya vyeni bir genetik varyabilite
olusturmak i¢in kullanilmaktadir. Bu teknolojiler ile
arzu edilen bitkiler elde edildiginde, ¢ok sayida
gelistirilen klonu ticari pazar i¢in daha hizli ve verimli
bir
kullanilabilmektedir. Ayrica doku kiiltiirii teknikleri

sekilde tiretmek i¢in mikro c¢ogaltma da
ile viriissiiz, hastaliktan ari bitki, hizli klonal ¢ogaltim,
nesli tiikenmekte olan bitkilerin ¢ogaltilmasinda,
bitkilerden sekonder metabolit ve ila¢ hammaddesi
elde etme gibi gelecek ¢alismalarda da basvurulacak
onemli bir teknik haline gelmektedir (Smith, 2012;
Dagla, 2012; Bridgen vd., 2018). Ayrica bitkilerden
sekonder metabolit tiretimi ve ila¢ hammaddesi elde
etme gibi calismalarin yani sira, gesitli bitki doku
kiiltiirti yontemleri ile yenilebilir as1 kaynag1 olarak
bitkilerin kullanilabilecegi
bildirilmistir (Karakas & Tonk, 2022). Doku kiiltiirii

tekniklerinin, giiniimiizde arzu edilen O6zelliklere

uretiminde de

sahip abiyotik ve biyotik stres kosullarina daha
dayanikli ayn1 zamanda daha verimli cesitler elde
etmek igin, klasik 1slah ¢alismalar1 ile birlikte

kullanilmas: gerekliligi oldugu agikardar.

Etik Standartlara Uygunluk

Cikar Catismasi

Yazar herhangi bir ¢ikar catismas: olmadiginm

deklare etmektedir.
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Etik Onay

Yazar bu calisma i¢in resmi etik kurul onaymin

gerekli olmadigin bildirmektedir.

Veri Kullanilabilirligi Bildirimi

Bu calismada yeni bir veri olusturulmadigr veya
analiz edilmedigi i¢in veri kullanlabilirligi bu makale

icin gegerli degildir.
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