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Oz

Bitki 1slahi ve yetistiriciligi agisindan biiyiik 6neme sahip
olan bitki doku Kkiiltiirii teknikleri, Ozellikle in vitro
kosullarda bitkisel iiretim i¢in ¢esitli yontemleri kapsayan
genis bir bilimsel alandir. In vitro kosullarda bitki
iiretiminde kullanilan tekniklerin basarisini etkileyen en
onemli faktorlerden biri eksplant tipinin belirlenmesidir.
Ince hiicre tabaka (TCL) kiiltiir sistemi ilk olarak 1973
yilinda Tran Thanh Van tarafindan ortaya atilmigtir. TCL
kiiltiir sistemi, ince hiicre ve doku katmanlarmi igeren
uzunlamasina ya da enine kesilmis eksplantlarin kiiltiire
alinmasiyla, bu eksplantlardan doku, organ, embriyo veya
tam bitki gibi yapilarin rejenerasyonunun saglandigi bir
bitki doku kiltirii teknigidir. Bu teknik, in vitro
mikrogogaltim, sentetik tohum f{iretimi, kriyoprezervasyon
ve genetik caligmalarda basari ile kullanmilmaktadir. Bitki
biiyiime diizeltme faktorii ve geometrik faktor kavramlari,
bir TCL eksplantinin rejenerasyon potansiyelinin
geleneksel bir eksplantinkinden daha biiyiik oldugunu
gostermistir.

Anahtar kelimeler: Ince hiicre tabaka, TCL, in vitro,
rejenerasyon, eksplant

1 Giris

Geleneksel bitki doku kiltiirlerinde, kiigiik (hiicre ve
doku) veya biiyiik bitki kisimlar1 (tam bir organ), in vitro
rejenerasyon veya organogenez ig¢in eksplant olarak
kullanilabilirler [1]. Eksplant, bir bitki doku kiiltiirii
protokoliinde basariyi etkileyen anahtar faktorlerden biridir.
Genotip (tiir ve ¢esit), eksplantin alindig1 doku veya organ
kaynagi ve yagsi, eksplant boyutu ve sekli dahil olmak tizere
bir dizi biyotik faktér, doku kiiltiiriindeki basariy1
etkilemektedir [2]. Eksplant se¢imi, in vitro rejenerasyonun
sonucunu belirleyebilmesinden dolayi, aragtirmacilarin
herhangi bir doku kiiltiirii denemesini baglatmadan Once
optimize etmesi gereken énemli bir parametredir. Ciinki, in
Vitro rejenerasyon ortamina eklenen ayni bitki biiylime
diizenleyicilerinin varliginda, farkli eksplantlar farkli
yanitlar gosterebilmektedir [1].

Ince Hiicre Tabaka (TCL) teknolojisi, 1970’lerde tiitiin
bitkisinin ¢icek sapindan alinan uzunlamasina TCL
eksplantlarindan ¢iceklerin, koklerin, siirglinlerin ve somatik

Abstract

Plant tissue culture techniques, which are of great
importance in terms of plant breeding and cultivation, are a
wide scientific area that includes various methods for plant
production especially in in vitro conditions. One of the most
important factors affecting the success of the techniques
used in plant production in in vitro conditions is
determination of explant type. Thin cell layer (TCL) culture
system was first described by Tran Thanh Van in 1973.
TCL culture system is a plant tissue culture technique in
which structures such as tissue, organs, embryos, or whole
plants are regenerated by culturing longitudinally or
transversely excised explants containing thin layers of cells
and tissue. This technique has been successfully used in in
vitro micropropagation, synthetic seed production,
cryopreservation and genetic studies. The concepts of plant
growth correction factor and geometric factor have shown
that the regeneration potential of a TCL explant is greater
than that of a conventional explant.

Keywords: Thin cell layer, TCL, in vitro, regeneration,
explant

embriyolarin kontrollii gelisimi ile ortaya ¢ikmustir [3]. TCL
kiiltiir sistemi, eksplant olarak dokunun minimal kullanimini
saglamaktadir [4]. TCL sistemi, farkli bitki organlarindan
(govde, yaprak, kok, cicek salkimi, gicek primordiyumu,
kotiledon, apikal bolge, embriyo vb.) kesilerek elde edilen
kiicik boyutlu eksplantlardan olusur [5]. Geleneksel
eksplantlarin aksine; TCL teknolojisi, tipik olarak 0.1-2 mm
kalinliginda ince veya ultra ince bitki kisimlarinin
kullanilmasim gerektirmektedir [1]. Eksplantlar miimkiin
oldugunca az sayida hiicre icerecek sekilde kesilmektedirler
[5].

TCL'ler eksplantin kesilme diizlemine baglh olarak iki
kategoriye ayrilir. Birinci grup en yaygin tip olan ve kalinlig1
100 um ile 1-2 mm arasinda degisen enine TCL
(transversally TCL: tTCL)’dir. Ikinci kategori ise, ayni
kalinlikta ancak farkli uzunluklarda ¢ok ©zel hiicre
katmanlarimi kapsayan uzunlamasina TCL (longitudinally
TCL: ITCL)’dir [6]. 1TCL'ler, epidermal hiicrelerin tek
tabakasinda oldugu gibi yalnizca bir doku tipini igerirlerken;
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tTCL'ler ise farkli doku tiplerine ait az sayidaki hiicreleri
igerirler [7].

Nicotiana tabacum, Lilium longiflorum, Dendranthema
grandiflora bitki tiirlerinden elde edilen TCL eksplantlart
iizerinde morfogenez, organ farklilagmasi ve gelisimine
yonelik yogun sekilde caligildigi igin TCL sistemleri
acisindan bu tiirler model bitkiler olarak kabul edilmislerdir.
Tiitin (N. tabacum) en ¢ok ¢alisilan bitkilerden biridir ve
TCL terimi ve kavraminin baslangicindan beri, diger tim
TCL ¢aligmalarinin dayandig1 model sistem haline gelmistir
[3].

[lk ortaya c¢iktigindan beri TCL'ler, geleneksel
yontemlerle in vitro rejenerasyonu bagarili olmayan birgok
siis  bitkisi  tiiriiniin =~ mikrogogaltiminda  basariyla
kullanilmustir [3]. Ayrica TCL teknigi; tarla bitkileri, odunsu
tiirler ve tibbi bitkiler gibi pek ¢ok bitki tiirline de basari ile
uygulanmistir [2, 8]. TCL eksplantlarinin rejenerasyon
potansiyeli agisindan geleneksel eksplantlara kiyasla daha
uygun bir eksplant oldugu da kanitlanmistir [9, 10].
Ekonomik agidan 6nemli tiirlerin seri iiretimini de miimkiin
kildigindan, TCL teknigi biiyiik avantaja sahiptir [6].
Gegtigimiz son 30-40 yilda, eksplant olarak TCL'e dayanan
yontemler gelistirilmis ve in vitro kitlesel ¢ogaltim, genetik
transformasyon, sentetik tohum tiretimi, kriyoprezervasyon
ve in vitro seleksiyon i¢in ¢ok sayida bitki tiiriine basariyla
uygulanmistir [1 ,2, 13, 50, 51]. Ayrica TCL teknigi;
bitkilerin hiicre, doku ve organlarindaki farklilagsma ve
totipotensi yeteneklerini degerlendirmek icin de biiyiik bir
deneysel firsat saglamaktadir [6].

TCL teknigi, bitki biliminde basit ve Onemli bir
biyoteknolojik aragtir. TCL teknigi ile spesifik organlarin
morfogenetik Ozellikleri ve gelisimi yonlendirilebilir ve
kontrol edilebilir [3, 6]. Bitkilerle ilgili genetik mithendisligi
caligmalarinin 6niindeki en biiyiik engel, in vitro morfogenez
ve rejenerasyonu kontrol edebilmenin zor olmasidir. TCL
sistemi, morfogenezi kontrol eden mekanizmalari
inceleyebilmek icin etkili bir aragtir. Geleneksel doku
kiiltiiri  teknikleri ve uygulamalarinin aksine, TCL
sisteminin bagarisinin ardindaki esas mantik, TCL'lerin
boyutlarinin kii¢iik olmasi ve az sayida hiicre icermeleridir
[11].

2 Ince hiicre tabaka kiiltiir sistemine genel bir bakis

TCL sistemi kavramu ilk olarak 1973 yilinda Tran Thanh
Van tarafindan ortaya atilmigtir. Tran Thanh Van in vitro
yeniden programlamanin ve dolayisiyla bir organ veya
embriyonun rejenerasyonunun, herhangi bir organ veya
dokudan farklilagmis hiicrelerden izole edilen bir veya birkag
(3-6) tabaka ile miimkiin olabilecegini agiklamistir [2]. Bitki
tizerindeki konumuna bakilmaksizin bitkinin herhangi bir
kismindan alinan parcanin boyuta gére manipiilasyonu ile
organogenik potansiyeli kontrol edebilme fikri, TCL
kavraminin dogmasina sebep olmustur [12]. Tran Thanh Van
yaptig1 ¢alisma ile; sadece oksin ve sitokinin oranlarinin
manipiilasyonu ile, tiitiniin ¢icek sap1 epidermal
hiicrelerinden alinan TCL’lerden ¢igek, siirgiin, kok ve
kallus olusumunun elde edilebilecegini gdstermesi bitki
doku kiltlirii tarihinde devrim niteliginde bilgilere
ulagilmasini saglamustir [8]. Tiitiine ilk uygulanmasindan

sonra bitki doku Kkiltiirinde bagka bitkilere de
uygulanmasiyla, TCL'lerin birgok bitki tiirliniin in vitro
kiiltiirlerinde etkili bir ara¢ oldugu kanitlanmstir [1].

TCL farkl bitki organlarindan (gdvde, yaprak, kok, ¢igek
salkimi, c¢icek, kotiledon, hipokotil, epikotil, apikal
meristem, embriyo vb.) kesilen, az sayida hiicre veya doku
iceren kii¢iik boyutlu eksplantlardir. Adindan da anlasilacag:
gibi, genellikle birkagc mm kalinliginda, ancak degisken
oranlarda uzunluk ve ¢apa sahip ince bir hiicre tabakasidir
[8, 13, 14]. Birkag hiicre katmanindan olusan TCL'ler genel
olarak 0.5-1 mm kalinhigindadir [1]. Bir TCL'yi geleneksel
bir eksplanttan ayiran en 6nemli faktdr, yilizey/hacim orani,
boyutu ve kalinhgidir [14]. TCL sistemi, eksplantin
orijininden ¢ok boyutuna odaklanmaktadir [15]. TCL'lerin
sekli ve boyutu; hem tiiretildikleri organa hem de kesilis
sekline baglidir [2]. Kesilis sekillerine gore, Tran Thanh Van
tarafindan iki tiir TCL tanimlanmistir: uzunlamasina TCL
(ITCL-longitudinal TCL) ve enine TCL (tTCL-transverse
TCL) [12]. Kullanim1 daha yaygin olan tTCL eksplantlarinin
kalinliklar1 100 um ile 1-2 mm arasinda degigsmektedir ve
genellikle birka¢ doku tipini igerirler. Buna karsilik; ITCL
eksplantlar1 ¢ok spesifik bir hiicre veya doku katmanini
igerirlerken uzunluklar1 degisebilir, fakat kalinliklar1 tTCL
eksplantlari kadardir [6, 14]. Uzunlamasina TCL'ler yalnizca
bir doku tipini igerirlerken (6rnegin; tek bir epidermal hiicre
tabakas1 veya birka¢ (3-6) kortikal hiicre tabakasi); enine
TCL'ler ise farkli doku tiplerinden (epidermal, kortikal,
kambiyum, perivaskiiler- vaskiiler silindirin etrafinda yer
alan lifler- ve mediiller doku- merkezi meristem dokular1 ve
ayrica parankima hiicreleri- vb.) az sayida hiicre ihtiva
ederler [1, 12]. Yani; ITCL'ler epidermis ve sub-epidermis
gibi yalmzca bir veya iki doku tipinden olusurlarken,
tTCL'ler ise gesitli dokulara sahip olabilirler [1].

Bir enine TCL veya uzunlamasmna TCL eksplanti,
yeterince keskin bir bigak kullanilarak herhangi bir doku
veya organ tipinden hazirlanabilmektedir. Bugiine kadar
yapilan ¢alismalarda, TCL eksplantlarinin elle hazirlandigt
rapor edilmis ve c¢aligmalarda mikrotom kullanimina
rastlanmamustir. TCL teknigi, kiigctik boyutu ve uygulamanin
ince Olcekli dogasi nedeniyle gerek hazirlamak ve gerekse
gelistirmek icin geleneksel bir eksplanta gore biraz daha
zahmetli olsa da, geleneksel bir eksplanttan birkag kat daha
fazla organ saglayabilmektedir. Literatiirde, tTCL'ler bazen
ince  kesitler (thin cross sections: TCS) olarak
adlandirilirlarken, ITCL'ler ise epidermal seritler, ince
epidermal tabakalar veya ince epidermal seritler olarak da
isimlendirilirler [14].

TCL'ler, gelisimsel ve organogenik olusumlar1 kontrol
etmede basit ama etkili bir yol sunmaktadir ve boylece belirli
organlarin  klonlarinin  kitlesel ~ {iretimini ~ miimkiin
kilmaktadir [8]. TCL eksplantlarinin farklilasma kapasitesi;
dogru sinyal algilama ve iletimi, dahili genetik makinenin bu
sinyallere tepki verme kapasitesine baglidir [3].

TCL konsepti 45 yildan fazla bir siiredir bir¢ok bitki
tirinde basari ile uygulanmigtir (Tablo 1). Bu bitkilerden
bazilari; orkide tiirleri, tiitiin, Arabidopsis thaliana veya
aslanagzi gibi model bitkiler, tarla bitkileri (tahillar, kolza,
piring), bahge bitkileri (¢esitli meyve, sebze ve siis bitkileri),
tibbi bitkiler, orman agaclari (Pinus sp.), odunsu meyve bit-

450



NOHU Miih. Bilim. Derg. / NOHU J. Eng. Sci. 2022; 11(2), 449-460
H. H. Giingor, M. Bayraktar, A. Giirel

Tablo 1. TCL eksplantlarin in vitro organogenez ve embriyogenez i¢in basariyla kullanildiklar ¢esitli bitki tiirleri

Elde edilen rejenerasyon

Bitki Tiirii TCL’in alindid1 bitki kisom  TCL tipi Eksplant boyutu (embriyo, protokorm, Referans
tam bitki vb.)
Agave  fourcroydes In vitro bitkiciklerden Dogrudan somatik
9 YOES  Vapraklar ve kokler kesildikten tTCL 0.5-1.0 mm kalinlik grucan [16]
Lem. embriyo rejenerasyonu
sonra kalan kisim
Ex vitro kosullarda yetistirilen . . -
Allium ascalonicum soganlardan elde edilen siirgiin  tTCL Belirtilmemis 2(.);1215 Ir(l)m\Jlltro surgun [17]
uglari ! Y
Allium In' vitro siirgiinlerden elde {TCL 0.5, 2 ve 5 mm kalmlik D(_)grudan in vitro bitkicik [18]
schoenoprasum L. edilen yapraklar rejenerasyonu
Yaprak: uzunluk 3
mm’den genislik 1
Bacopa monnieri (L.) In vitro siirgiinlerden elde fTeL mm’den kiigiik Dogrudan ve dolayl in 4]
Wettst edilen yapraklar ve internodlar Internod: 1.5-2 mm vitro siirgiin rejenerasyonu
¢ap ve 1-1.5 mm
kalmlik
Ex vitro kosullarda yetistirilen . .
Begonia tuberous bitkilerin petiolleri, yaprak tTCL I mm kalnlk ve 10 Dolayl somatik embriyo [19]
N . mm ¢ap rejenerasyonu
saplar1 ve gévdeleri
Brassica napus L. In vitro fldr_a(:|klerdr_an elde {TCL 0.3-05 mm D_ogruf_ian" ve dolayli in [20]
edilen hipokotil ve petioller Vitro siirgiin rejenerasyonu
.. In vitro siirgiinlerden elde Govde: 0.5-1.5 mm Dogrudan protokorm
Cattleya forbesii edilen nodlu govde kisimlari ve  tTCL kalnlik benzeri yapilar ve siirgiin [21]
Lindl. & Protokorm: 1-2.5 mm - yap et
protokorm Kalmlik rejenerasyonu
Dogrudan protokorm
Cymbidium  Sleeping Protokorm tTCL 0.5 mm benzeri yapilar e [22]
Nymph devaminda siirgiin
rejenerasyonu
Dendrobium aphyllum  Ex vitro kosullarda yetistirilen Dogrudan in vitro siirgiin
Roxb bitkilerden elde edilen nodlar treL 0.1-0.4 mm rejenerasyonu ]
Dendrobium aqueum . VIT0  siirgiinlerden —elde .0y 0.5 mm kalinlik Dogrudan =~ somatik [23]
edilen govde embriyo rejenerasyonu
. Dogrudan protokorm
Dendrobium . I .
Candidum Wall Ex In. vitro surigunlerden elde tTCL 0.5 mm kalinlik benzeri yapilar o ve [24]
Lindl edilen nodlu gévde kisimlari dqvammda stirgiin
’ rejenerasyonu
Digitaria sanguinalis In vitro fideciklerden elde 0.2-0.4 mm kalinhik ve  Dogrudan in vitro bitkicik
. . . tTCL - [25]
L. edilen apikal ve nodal bolgeler 1 mm ¢ap rejenerasyonu
Eclipta alba E_X \{Itr(_) kosullarda yetlstlr_llen tTCL 1-3 mm kalnhk D(_)grudan in vitro siirgiin [26]
bitkilerin nodal segmentleri rejenerasyonu
EX k\.l:trc.) kosullakrld a ylffl]fiflrllen Dolayli somatik embriyo
Elaeis guineensis itkilerin yapraklar, kokler ve rejenerasyonu ve
en distaki yesil yapraklar tTCL 0.8-1 mm -~ [27]
Jacq. devaminda stirgiin
uzaklastirildiktan sonra kalan reienerasyonu
doku ] Y
Ficus carica L. E.X Yltrg kousullard'fl yetistirilen tTCL 0.5-0.8 mm kalinlik Dglayll in vitro siirgiin 28]
bitkilerin gévdeleri ve 10 mm gap rejenerasyonu
In  vitro'da  gimlendirilmis pogrudan. . protokorn
Hadrolaelia grandis ~ tohumlardan elde edilen 2-3 tTCL-ITCL 0.5 mm kahnlik cenze yaprar =~ ve [10]
devaminda stirgiin
aylik protokormlar .
rejenerasyonu
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Jatropha curcas L.

Lilium longiflorum

Malaxis wallichii

Oryza sativa L.

Phalaenopsis
amabilis cv. Jinan

Phaseolus vulgaris L.
cv. Carioca

Pinus patula Schl. et
Cham

Rubus sanctus
Rubus hirtus

Scutellaria ocmulgee

Sesamum indicum L.
cv. Dhavari

Spilanthes acmella L.

Stevia rebaudiana

Bertoni

Talinum triangulare
(Jacg.) Willd.

Urginea altissima

(L.f.) Baker

Vigna unguiculata L.
Walp

Pistacia lentiscus var.
Chia

Ex vitro kosullarda yetistirilen
bitkilerin yaprak petiolleri

In vitro pseudo-bulbletler

In vitro siirgiinlerden elde
edilen bir veya iki nodlu
pseudo segmentler

In vitro fideciklerden elde

edilen slirgiin apikal
meristemleri
In vitro siirglinlerden elde

edilen yaprak ve cigek sap1
nodu

In vitro fideciklerden elde
edilen  epikotil,  hipokaotil,
kotiledonlar, kokler

Olgunlagmamis
embriyolar

zigotik

In vitro siirglinlerden elde
edilen govdeler

In vitro siirglinlerden elde
edilen yapraklar ve internodlar

In vitro fideciklerden elde
edilen kok ve internodlar

Ex vitro kosullarda yetistirilen
bitkilerin nodal segmentleri

Hipokotil

Ex vitro bitkilerden elde edilen
internodlar

Ex vitro kosullarda yetistirilen
bitkilerden elde edilen
yapraklar

In vitro fideciklerden elde
edilen kotiledon nodlari

Ex vitro kosullarda yetistirilen
yaprak, nod ve govde kisimlari

tTCL

tTCL

tTCL

tTCL

ITCLATCL

tTCL

tTCL-ITCL

tTCL

tTCL

tTCL

tTCL

tTCL

tTCL

ITCL

tTCL- ITCL

tTCL- ITCL

Dolayli somatik embriyo

0.8-1 mm kalinlik - [29]
rejenerasyonu
Dogrudan somatik

0.5-0.7, 0.8-1.0, 1.2— embriyo rejenerasyonu ve [30]

1.5 mm kalinlik devaminda stirglin
rejenerasyonu

03-05mmkahnik ~ Dogrudan in vitro siirgiin [31]
rejenerasyonu
Dogrudan somatik

0.2-04 mmkalnhk ~ SMPriyo rejenerasyonu ve [32]
devaminda stirgiin
rejenerasyonu

Cicek sap1  nodu - .

(tTCL): 05 mm eDrﬁﬁi?(??e'eneras Sgr?lljat\il;

Kalinlik devarrilmdaJ ysiir in [33]

Yaprak (ITCL): 05 ¢¢ g
rejenerasyonu

mm uzunluk

] Dogrudan in vitro siirgiin

0.3-0.5 mm kalinhk rejenerasyonu [34]

0.3-0.5 mm kalinlik Er_nbrlyogenlk kallus [35]
rejenerasyonu

05-0.8 mm D(_)layh somatik embriyo 6]
rejenerasyonu

Yaprak: 1225.50 pm

uzunluk ve 107.65 pym Dolayli in vitro siirgiin

kalnlik re'engras onu e [36]

Internod: 105 pm ! Y

kalinlik ve 101 pm ¢ap

0.5- 2.5 mm kalnlik D(_)grudan in vitro siirgiin [37]
rejenerasyonu

1-4 mm kahnlik D(_)grudan in vitro siirgiin [38]
rejenerasyonu

] Dogrudan in vitro siirgiin

0.3-0.5 mm kalinhik rejenerasyonu [39]

3-5 mm uzunlugunda D(_)layll in vitro siirgiin [40]
rejenerasyonu

10 mm uzunluk ve 2 Dogrudan in vitro siirgiin [41]

mm genislik rejenerasyonu

ITCL: 0.5 mm kalinlik

1 cm uzunluk Dogrudan in vitro bitkicik [42]

tTCL: 0.3-05 mm rejenerasyonu

kalilik

0.5-1 mm kalinhginda  Kallus rejenerasyonu [49]

kileri (Citrus spp. ve elma). Fakat; bugday veya patates gibi
temel mahsuller i¢in veya daha genis bir tibbi ve farmasotik
acidan Onemli tiirlerin yelpazesi i¢in ve hatta sandal agaci
gibi nesli tilkenmekte olan diger odunsu agag tiirleri i¢in
TCL sistemine ait uygulamalarin olmamasi, bu teknigin

potansiyelinin  biliylik  Olcilide

gostergesidir [2, 8].

arastirtlmadiginin ~ bir

3 ince hiicre tabaka Kkiiltiir sisteminin avantajlar1 ve
dezavantajlar

Avantajlari: TCL eksplantlar1 geleneksel eksplantlara
gore pek ¢ok avantaj saglamaktadir:
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TCL eksplantlar1 kullamildiklarinda; geleneksel
eksplantlara gore daha yiiksek bir organogenik veya
embriyogenik yanitlar elde edilebilmektedir [1].
TCL teknigi ile yiksek frekansli organ
rejenerasyonu saglanabildigi gibi, istenen organin
tiretilmesi igin gereken zaman araliginin azaltilmasi
da miimkiindiir. Geleneksel eksplantlardan biri olan
stirgiin ucu eksplant1 kullanilarak yilda 11.000
bitkicik tretilebilirken; tek bir enine TCL'den
80.000'den  fazla  bitkicik  iiretilebilecegi
belirlenmistir [43].

TCL tekniginde besin ortami ile temas halinde olan
eksplantin ~ yiizey  alani,  geleneksel  bir
eksplantinkinden daha biiyiiktiir ve bu yiizden
ortam bilesenlerinin taginmasi daha verimli
olmaktadir; boylelikle bu ortam bilesenleri,
eksplantlarin alict hiicrelerine nispeten daha fazla
ulagabilmektedir. Bu sebeple TCL eksplantlarinda
daha yiiksek oranda ve hizli sekilde in vitro biiyiime
ve morfogenez gozlemlenmektedir [1].

In vitro baslangi¢ kiiltiirlerinin kurulmasinda veya
altkiiltiirlemeler  sirasinda  bitki  materyalinin
mevcudiyeti siirliysa, eksplant olarak TCL’lerin
kullanilmasi fayda saglamaktadir [1].

Olgun dokular in vitro olarak inat¢i (rekalsitrant)
olma  egiliminde olduklarindan;  genellikle
mikrogogaltimi zor olan konifer ve orman agaci
tiirlerinde gen¢ dokulardan alinan TCL eksplantlari
daha iyi bir rejenerasyon firsati sunmaktadirlar [1].
TCL kiiltiir sistemi kimerizm olasiligini 6nemli
6lgiide azaltmaktadir [44].

Mikrogogaltimi problemli olan bir¢ok siis bitkisinin
¢ogaltimi i¢in TCL teknolojisi avantajli bir sekilde
kullanilabilmektedir [17].

Bitki  biyoteknolojisi  ile  ilgili  yapilan
aragtirmalarda, gelisim siireglerinin altinda yatan
genetik ve biyokimyasal sorulart miimkiin olan en
basit sekilde cevaplayabilecek teknikler siirekli
olarak aragtinlmaktadir. TCL kiiltiir sistemi,
genetik  caligmalar  icin  gerekli  altyapiyi
sunmaktadir [5]. TCL'ler genetik miithendisliginin
yan1 sira, in vitro ¢iceklenmede, standartlastirilmig
sekonder metabolit {iretimi i¢in  kiiltiirlerin
olusturulmasinda ve ayrica genetik, farklilasma ve
biyokimyasal olaylarin  incelenmesinde  de
kullanilmaktadir [12].

Transgen ekspresyonu, in vitro cigeklenme ve
morfogenez  gibi  siiregleri  kontrol  eden
mekanizmalarin anlagilmasini miimkiin kilan TCL
sistemleri, belirli fizyolojik ve genetik yollar1 ve
stregleri daha fazla aydinlatabilecek yeni
aragtirmalarin yolunu agmaktadir [3].
Morfoanatomik  degisiklikler ve morfogenez
iizerine yapilan c¢aligmalarda, TCL'lerin kullanimi
daha faydahidir; c¢ilinkii 151k veya elektron
mikroskobu i¢in TCL eksplantlarindan 6rneklerin
hazirlanmas1 geleneksel eksplantlara kiyasla ¢ok
daha kolaydir [1].

e A thaliana'daki rizogenez ¢aligmalarinda adventif
koklenme mekanizmasint anlamak i¢in TCL
sisteminin kullanimi, bu sistemin bitki gelisim
biyolojisindeki temel arastirmalarda kullanilmasini
miimkiin kilmaktadir [1].

e  Genetik transformasyonda, TCL bazli rejenerasyon
sistemlerinin kullanilmasi, daha biiyiik bir yilizey
alaninin enfekte olmasina izin verdigi i¢in oldukg¢a
avantajhdir [1].

e TCL'ler, anterleri veya stigmalar1 herhangi bir
zamanda kullanilabilir hale getirmek {izere in vitro
ciceklerin liretimi gibi yiiksek diizeyde uzmanlagma
gerektiren arastirmalar i¢in belirli organlarin gerekli
olabilecegi, ancak dogal kosullar altinda belirli
mevsimlerle ciddi sekilde sinirlt olacagi durumlar
icin 6zel bir degere sahiptirler [8].

e  Cevresel faktorlere karst daha yiiksek hassasiyetleri
nedeniyle, TCL'ler in vitro  seleksiyon
caligmalarinda da basariyla kullanilmaktadir [1].

Dezanavtajlari: TCL eksplantlar1 bisturi yardimi ile

kesilerek hazirlandigi igin stabil bir boyutta kesilmesi
zordur. Bu islemin zor olmasi sebebi ile TCL tekniginin
genis bitki tiirleri yelpazesinde kullanimi kisith kalmaktadir.
Genetik transformasyon ¢alismalarinda TCL sisteminin
kullanilmasi, daha biiyik bir yilizey alammin enfekte
olmasma izin verebilecektir, ancak, Agrobacterium'un
uzaklastirilmasinda veya agiri bakteri iiretiminin ve eksplant
kontaminasyonunun 6nlenmesinde zorluklarin olugmasina
yol agabilir [1].

4 ince hiicre tabaka eksplantlarmin rejenerasyon
kapasitelerini etkileyen faktorler

Eksplant, bitki doku kiiltiirlerinde en 6nemli biyotik
faktordiir [14]. Herhangi bir bitki tiriiniin doku kiiltiirii,
biiyiik  Olcekli mikrogogaltimi  ve ayrica genetik
transformasyonuna yonelik bagarisinin altinda yatan temel
faktor rejenerasyondur [7]. TCL eksplantlari, besin ortami ve
cevresel kosullar gibi diger kontrol edilebilir faktorlerle
birlikte boyutlarinin ve kokenlerinin bir sonucu olarak
geleneksel eksplatlara gore daha yilksek rejenerasyon
kapasitesine sahiptir [7, 14]. TCL teknolojisi ile, bir
eksplantin morfogenik (kallogenik, kaulogenik, rizogenik,
somatik embriyogenik ve floral) yollart kontrollii ve
tekrarlanabilir bir sekilde manipiile edilebilmektedir [7].

TCL  eksplantlarinin  rejenerasyon  kapasitelerini
etkileyen bazi faktorler mevcuttur. Bunlardan birincisi ana
bitki ve orijin etkisidir [7]. Genotip (tir ve gesit),
hazirlandig1 doku veya organ, ana doku veya organin yasi,
boyutu ve sekli dahil olmak iizere bir dizi biyotik faktoriin
timii, doku kiiltiiriindeki bagariyr etkilemektedir [2]. TCL
eksplantlarinda morfogenetik kapasite bakimindan en biiytik
fark, kaynagin vejetatif veya floral olup olmamasindan
kaynaklanmaktadir. TCL eksplantlarinda basariy1 etkileyen
bir diger faktér Dbitkinin gelisim evresidir. TCL
eksplantlarinin morfogenetik kapasitesi i¢in ana bitkinin
hangi fizyolojik asamada oldugu ¢ok dnemlidir. Tran Thanh
Van [46] 3 farkli gelisim evresindeki floral siirgiinlerin
rejenerasyon potansiyellerini test etmistir. Caligmada
tamamen a¢mig ¢igek asamasi, yesil meyve asamasi ve
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olgunlagsmis meyve asamast denenmis; en basarili sonug
yesil meyve asamasindaki floral siirgiinlerden elde
edilmistir. Ayrica her c¢icek dalmin apikal ve bazal
kisimlarindan alinan eksplantlar da incelendiginde, bazal
kisimdan alinan eksplantlarin daha yiiksek floral siirgiin
olusturma oranina sahip oldugu gézlenmistir [7].

Eksplant boyutu bir diger 6nemli faktordir. Gendy vd.
[47]’nin yaptiklar1 bir caligmada, eksplant boyutu azaldik¢a
eksplantlarin ~ kallus  olusturma yiizdelerinin  arttig1
belirlenmigtir. Nhut vd. [48]’nin yaptiklar1 bir ¢aligmada ise
Lilium longiflorum'da 0.5, 1, 2 ve 3 mm kalinliginda farkli
tTCL boyutlar1 test edilmistir. 60 giiniin sonunda 0.5 mm
kalinligindaki tTCL eksplantlarinin  %90’mda nekroz
meydana gelirken; 1, 2 ve 3 mm kalinligindaki tTCL'lerde
ise %100k bir hayatta kalma oraniyla en fazla siirgiin ve
bitki elde edilmistir [7].

Bir diger faktor ise eksplantin ortama uyum saglayip
saglayamadig ile ilgilidir [7]. Biyotik faktorlerin yani sira
eksplantlarin kiiltiire alindiklar1 besin ortamlar1 ve maruz
birakildiklart kontrollii ¢evre kosullar1 da eksplantin
totipotensisini (herhangi bir bitki hiicresinden biitiin bir
bitkiyi yeniden liretme yetenegi) ve/veya multipotensisini
(herhangi bir bitki hiicresinden herhangi bir organi yeniden
liretme yetenegi) etkilemektedir [14].

5 Bitki doku Kkiiltiiriinde rejenerasyon kapasitesini
etkileyen iki faktor: bilyiime diizeltme faktorii ve
geometrik faktor

Bitki doku kiiltiriinde bir bitkinin rejenerasyon
potansiyelinin ¢alismadan ¢alismaya farklilik géstermesinin
iki olast nedeni vardir. Birincisi; tiim varliklar esit
dogmazlar. ikincisi ise tiim eksplantlar ayni rejenerasyon
kapasitesine sahip degildirler. Bir bitki doku kiltiiri
calismasinda eksplantin organogenik sonucunu ¢ok sayida
faktor etkileyebilmektedir. Ancak {iretim, verim ve
organogenik c¢iktidaki farkliliklarin timii tek bir faktorle
Ol¢iilmektedir: eksplant boyutu [45].

TCL, birka¢ mm kalinliginda; ancak degisken uzunluk ve
cap oranlarma sahip ince bir hiicre katmanidir [14]. Bir
TCL'nin in vitro gelisimsel basarisinin sirr1, yalnizca enine
veya uzunlamasina kesilerek dahil edilebilen doku tiplerine
degil, ayn1 zamanda cksplantin alanina ve hacmine de
baglidir [8]. Bir TCL eksplantin1 geleneksel bir eksplanttan
ayiran en onemli faktorler; ylizey-hacim orani, boyutu ve
kalinligidir (Sekil 1) [14]. TCL eksplantlarinin goriiniiste,
morfogenik iiretkenlikleri geleneksel eksplantlardan daha
diigiiktiir; ancak biiyiime diizeltme faktorii (growth
correction factor: GCF) ve geometrik faktor (geometric
factor: GF) kavramlari goz 6niinde bulunduruldugunda TCL
eksplantlarinin gergek (potansiyel) liretkenlikleri geleneksel
bir eksplantinkinden kat kat fazladir. Bu sebeple de, yaklasik
45 yildan fazladir TCL'ler basta siis bitkileri ve orkideler
olmak {izere tarla ve sebze bitkileri, ayrica tibbi bitkilere de
uygulanmaktadir [2].

Bir eksplantin  rejenerasyon  kapasitesini  (yani
morfogenik veya organogenik potansiyelini) 6lgebilmek
veya karsilastirabilmek icin iki yaklasim miimkiindiir. ki,
bir eksplant tipinin rejenerasyon kapasitesini bir bagka
eksplantin rejenerasyon kapasitesi ile karsilagtirmaktir

(ornegin geleneksel bir eksplant ile bir tTCL veya bir
ITCL nin karsilastirilmasi). Bu yaklagim ile kiiltiire alinan
eksplant basina rejenere olan siirgiin sayist karsilagtirilmis
olunur. ikinci yaklasim da ise kaynak organin (veya
dokunun) veriminin farkli organ tipleri kullanilarak organ
bazinda ele alimmasidir. Ornegin, bir organdan (yapraktan,
tac yapraktan, protokorm benzeri yapidan vb.) rejenere olan
stirgiinlerin sayisinin karsilastirilmasi. Birinci yaklasimda
eksplant verimi dikkate alinirken; ikinci yaklagimda ise
kaynak organin verimi dikkate alinmaktadir. Bir bitki doku
kiiltiirii denemesinde, aragtirmaci hem rejenere organ(lar)i
olusturan eksplantlarin yiizdesini hem de rejenere olan
eksplant bagina organ(lar)in sayisini belirleyebilir. Bu
durum, 'bagarili' rejenerasyon i¢in iki bilesenin oldugu ve her
iki yaklasimin da dogru bir karsilastirma seviyesi oldugu
anlamina gelmektedir [14].

Biiyiime diizeltme faktorii (GCF), iki eksplantin
kargilagtirilmasinda bir kaynak organdan kag kat daha fazla
hedef organin rejenere olabilecegini ifade eden orantili bir
sayidir. GCF, herhangi bir bitki kaynak organ ya da
dokusundan (6rnegin yaprak, protokorm benzeri yapi-PLB,
govde, kok, apikal meristem vb.) tiirevlenen herhangi bir
eksplantin rejenerasyon kapasitesinin dogru bir sekilde
karsilastirilabilmesine izin veren yeni bir kavramdir. Aym
kiiltir kosullar1 ve deneysel prosediirlerin takip edilmesi
kosulu ile, GCF; teorik olarak bir bilim insaninin bir cins, tiir
veya c¢esidin gercek rejenerasyon kapasitesinin diger
protokollerle ~ ve literatiirde yayinlanmis olanlarla
kargilagtirillmasint  miimkiin kilar. Genellikle protokol,
eksplant boyutu ve hazirligini icermektedir. Teoride her bir
tiir ya da ¢esidin kendi rejenerasyon kapasitesi vardir. Ciinkii
eksplant tipi, konumu, yasi, boyutu, bazal ortam, bitki
bliyiime diizenleyicileri, sakaroz, 151k, sicaklik gibi birgok
faktor rejenerasyon kapasitesini etkiler. Ancak iki eksplantin
rejenerasyon kapasitesini  karsilastirirken  eksplantlarin
boyutu ve sekli ¢ok Onemlidir. Eksplantin rejenerasyon
kapasitesinin eksplant boyutuna ve sekline bagli oldugu;
eksplant  yilizeyine ve hacmine dayali olarak da
hesaplanabilen bir bileseni vardir. Bu bilesen, geometrik
faktor (GF) olarak tamimlanmaktadir. GF, herhangi bir in
vitro kosuldan bagimsizdir; sadece eksplant boyutuna,
sekline ve rejenerasyon yapabilen dokuya baglidir [14].

Ozellikle kaynak organ basina rejenere olan organlarin
sayist degerlendirilirken, TCL'ler gercek rejenerasyon
potansiyelleri agisindan geleneksel bir eksplanttan daha
iiretkendir. Bu durum, GCF ve GF’nin uygulandig: ti¢ bitki
tirtinde  (Cymbidium  hibridi, krizantem ve elma)
gosterilmistir. GCF ve GF uygulanan bu tiirlerde, TCL
eksplantlarinin nispi iiretkenliginin, geleneksel
eksplantlarinkinden 10 kat ile 13 kat arasinda daha yiiksek
oldugu belirlenmistir [1]. Eksplant boyutu, sekli ve hacmi
hesaba katildiginda, TCL'nin iiretkenliginin geleneksel bir
eksplanttan yiiksek olmasinin sebebi; TCL eksplantlarinin
kismen daha yiiksek morfogenik hiicre oranina sahip
olmasindan ve ortam bilesenlerinin hiicrelere daha kolay
tagmabilmesinden kaynaklanmaktadir [8]. GCF ve GF
kavramlart g6z oOniinde bulunduruldugunda; TCL'lerin
gergek veya gozlemlenen {iretkenliginin daha diigiik
goriindligli durumlarda bile, geleneksel eksplantlara kiyasla
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TCL'lerin daha fazla {iretken olduklar1 belirlenmistir [2].
Ornegin bir calismada X eksplantini kullanan bilim insaninin
50 adet siirgiin rejenerasyonu; Y eksplantini kullanan bilim
insaninin ise 100 adet siirgiin rejenerasyonu elde ettigini
varsayalim. 'Y eksplantint1  kullanan bilim insani,
calismasinda kullandigt protokoliinin X eksplantini
kullanan bilim insaninin c¢aligmasindan daha basarili
oldugunu dne siirer. Fakat bu her durumda dogru degildir. X
eksplantin1 kullanan bilim insan1 1 mm uzunlugundaki
eksplant1 kullanirken, Y eksplantim1 kullanan bilim insan 1
cm uzunlugunda eksplant kullandiysa bu demek oluyor ki Y
eksplanti X eksplantindan 10 kat biyiiktiir. Yani bir Y
eksplantindan 10 tane X eksplanti ¢ikarilabilir. Bu noktada
eksplantlarin  yiizey alanlarn dikkate alindiginda; X
eksplantin1 kullanan bilim insaninin protokolii aslinda Y
eksplantin1 kullanan bilim insaninin protokoliine gére verim
acisindan daha yiiksek bir sonu¢ vermektedir [45].

T =

§ "
o
WorT i
‘ ITCL: dikdirtgen tabanh prizma 7
=
C ) -
o ‘ {ICL silindir ya da disk
B i

-
\‘@

‘ tTCL: yamuk tabanh prizma ‘

X

Sekil 1. Enine ince hiicre tabakasi (tTCL) veya
uzunlamasina ince hiicre tabakasinin (ITCL) hemen
hemen her eksplant kaynagindan nasil {iretilebileceginin

sematik diyagrami.

A: Herhangi bir monokotiledon veya dikotiledon bitkiden elde edilen

govde internod dokusu, ¢igek saplari (pedisel/ pedikiil), kokler ve apikal

meristematik alanlari igeren tipik kaynaklar,

B: Herhangi bir monokotiledon veya dikotiledon bitkiden elde edilen

yapraklar, tag yapraklar (petal) ve ¢anak yapraklari (sepal) igeren tipik

kaynaklar,

C: Orkideler, soganimsi yumrular (korm), kii¢iik soganimst yumrular

(kormlet), yumrular (tuber) veya soganlarda (bulb) bulunan protokorm

benzeri yapilar veya yumurtalik (ovaryum) gibi yuvarlak veya kubbe

benzeri organlari igeren tipik kaynaklar.

A, B ve C i¢in, ITCL eksplanti herhangi bir organin yiizeyinden

(yalnizca epidermal ve subepidermal tabakalar) hazirlanirken; tTCL'de

ise eksplant herhangi bir organin enine kesitiyle birkag farkl hiicre/doku

tabaka tipini igerecek sekilde hazirlanir.

H: yiikseklik, L: uzunluk, W veya T: genislik veya kalinlik, r: yarigap,

c/s: doku boyunca enine kesit. Makas kesme c¢izgisi: enine kesit (c/s)

elde etmek icin eksplant iizerinde kesilecek bolgeyi gostermektedir.

Kiiboid: Dikdortgen tabanli prizma; Trapezoid: Yamuk tabanli prizma

[14]

Bir baska 6rnek verecek olursak; bir yaprak kaynagindan

2 adet geleneksel eksplant, 50 adet de TCL eksplant1 elde
edildigi varsayilirsa, kullanilan eksplant sayis1 da dikkate
alinarak verim degerleri, Denklem 1 ve Denklem 2’deki

gibi hesaplanmaktadir [45].

Geleneksel eksplant i¢in verim degeri:

2% (%R cony * SNeony) /100 M)

TCL eksplant1 i¢in verim degeri:
50 * (%R¢rcL * SNirc,)/100 2

(%Rconv:  Geleneksel  bir eksplanttan  rejenere  olan
slirglinlerin ylizdesi; %RrcL: tTCL eksplantindan rejenere
olan siirgiinlerin yiizdesi; SNeonv: Geleneksel eksplant bagina
rejenere olan siirgiin sayisi; SNereL: tTCL eksplanti basina
rejenere olan siirgiin sayisi)

GF, GCF ile Denklem 3’de gosterildigi gibi orantili
olmalidir. GF ve GCF arasindaki baglanti, farkli eksplant
tiplerinin rejenerasyon yiizdesidir, ancak hazirlanabilecek
eksplant sayis1 arasindaki fark: da dikkate almaktadir. GF ve
GCF arasindaki orantili faktor (K); besin ortami, aydinlatma,
genotip, eksplant yasi, 6rnekleme zamani ve benzeri gibi
rejenerasyon isleminin basarisim etkileyen diger in vitro
deneysel kosullara bagliyken, eksplant biiytkligii ve sekline
bagl degildir. Yalnizca tek bir faktor farkli ise (6rnegin;
bitki tiirii) k basit¢e hesaplanir. Bununla birlikte, bir deneyde
daha fazla faktor degisirse, yeni k degeri rejenerasyonun
sonucunu etkileyen bu faktorlerden etkilenecektir. Baska bir
deyisle, k yalnizca deneysel bir faktore veya bitki biiylime
diizenleyicileri, 151k yogunlugu veya sicaklik gibi bir
faktordeki degisiklige vyanit olarak deneysel sekilde
belirlenebilmektedir. Yani, sadece eksplant boyutu ve sekli
farkli oldugunda ayn1 deneysel kosullar altinda (bazal ortam,
bitki biilyime diizenleyicileri, sakaroz, 1s1k siddeti, sicaklik
vb.) iki eksplantin karsilagtirilmasi durumunda k aynidir
[14].

0
GCF = ks G » o 2oreL ®)
nx* /ORconv

(GCF: Biiyiime diizeltme faktorii; n: bir kaynak
eksplantindan teorik olarak hazirlanabilecek TCL sayist;
R: Rejenerasyon kapasitesi; %RircL: tTCL eksplantinin
rejenerasyon kapasitesi yiizdesi; %Rconv: geleneksel
eksplantin rejenerasyon Kkapasitesi ylizdesi; k: ortam,
aydinlatma, genotip, eksplant yasi, 6rnekleme zamani vb.
deneysel kosullar; GF: Geometrik faktor) [14].

Teoriye gore, her bir kiiltiir cesidinin her bir eksplant tipi
icin kendine ait bir GCF'si vardir; c¢iinkii eksplant tipi,
konumu, yasi, boyutunun yani sira besin ortami, bitki
bliyiime diizenleyicileri, siikroz, 1sik, sicaklik gibi diger
birgok faktor de rejenerasyon kapasitesini etkilemektedir.
Bununla birlikte, iki eksplantin rejenerasyon kapasitesini
kargilagtirirsak, boyutlari  ve  sekilleri  ¢ok  Onemli
parametrelerdir. GF ve GCF; eksplant boyutunun bilinmesi
kosuluyla, farkli laboratuvarlarda in vitro bitki
caligmalarinin  dogrudan karsilastirilmasimi  ve  farkh
eksplantlar kullanilacaksa bir rejenerasyon protokoliiniin
teorik sonucunun tahmin edilmesini miimkiin kilmaktadir.
GF, yalnizca kargilastirmak istedigimiz iki eksplantin sekline
ve boyutuna bagli olan sabit bir faktdr oldugundan, farkli
bitkilerden gelen ayn1 eksplantlar, ayn1 boyut ve sekle sahip
olmalar1 kosuluyla ve eger aym doku tipi/tiplerinden
rejenerasyon meydana geldiyse dogrudan
karsilagtirilabilirler. GCF ise besin ortami, aydinlatma vb.
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gibi diger tiim deneysel faktorlerin ayni olmasi kosuluyla
ayni bitkiden farkli eksplantlarin karsilastirilmasina veya
ayn1  eksplant  tiirleri icin  farkli  protokollerin
karsilastirilmasina izin vermektedir [14].

GCF ve GF kavramlarin1 birkag Ornek Ttizerinden
inceleyelim. Ilk olarak bir denemede 9 tane Cymbidium
cesidi kullamilmustir. Cymbidium bitkisinde organogenez
epidermal veya subepidermal hiicrelerden meydana gelirken;
mezofil hiicrelerinden ise meydana gelmemistir. Bu nedenle;
bu denemede bitkinin tiim yiizey alam degil, yalmzca bir
eksplantin epidermal yiizey alaninin ve epidermal hacminin
rejenerasyon  kapasitesini  etkiledigi g6z  Oniinde
bulundurulmustur. Bu ¢alismada tTCL ve ITCL eksplantlart
geleneksel eksplanttan hazirlanmustir. Geleneksel eksplant
olarak yarim kiire seklindeki protokorm benzeri yap1 (PLB)
kullanilmigtir. tTCL eksplant1 silindir geklinde; 1TCL
eksplanti ise dikdortgen tabanli prizma seklinde kesilmistir.
Geleneksel eksplant ve TCL eksplantlar1 basina gelisen PLB
sayisini karsilastirirken asagidaki Denklem 4 ve Denklem 5
kullanilmaktadir. Bu iki denklemi inceledigimiz zaman,
geometrik faktoriin hem TCL eksplantlarindan hem de
geleneksel eksplanttan elde edilen PLB sayisi ile dogru
orantili oldugu goriilmektedir [14].

PLBtTCL =GF * k * PLBCOTH] (4)
PLBir¢, = GF * k x PLB_yy, (5)

(PLBgtrcL: tTCL eksplanti basina gelisen PLB  sayist;
PLBrcL: ITCL eksplanti basina gelisen PLB sayisi; PLBcony:
geleneksel eksplant bagina gelisen PLB sayis;; GF:
geometrik faktor; k: ortam, aydinlatma, genotip, eksplant
yas1, ornekleme zaman1 vb. deneysel kosullar)

Silindir seklindeki tTCL eksplantinin geometrik faktorii
hesaplanirken Denklem 6 kullanilir. Denklemde silindir
seklinde olan tTCL eksplantinin alani, hacmi ve yarim kiire
seklinde geleneksel PLB eksplantinin alani, hacmi hesaba
katildiginda Denklem 6a elde edilir [14].

Aerer
V
GFreL = S (€)

Aconv

‘/COHV

Z*H*TtTCL*h
2
T *T2erey * h

GFerer, = 25T *12 0, (6a)

2 3
§*T[*T conv

(GF¢reL: tTCL eksplantinin geometrik faktorii; Aerer: tTCL
eksplantinin alani; Virer: tTCL eksplantinin hacmi; Acony:
Geleneksel eksplantin alani; Veonv: geleneksel eksplantin
hacmi; rerer: tTCL eksplantinin yarigapt; reonv: geleneksel
eksplantin yarigapi; h: yiikseklik)

9 farkli Cymbidium ¢esidinin kullanildig: ayn1 denemede
tTCL eksplant1 olusturmak i¢in geleneksel eksplantin sadece
merkezi kismmin  kullanildigr  bilindigi  igin tTCL
eksplantinin ve geleneksel eksplantin yaricaplari esittir

(fereL=reonv). Denklem 6a’da  sadelestirme  islemleri
yapildiginda GFger  degerinin @ 2/3  oldugu  bulunur.
Geleneksel eksplant yarim kiire seklindeyse, tTCL eksplanti
silindir seklinde kesilmigse ve tTCL eksplantini olusturmak
icin geleneksel eksplantin sadece merkezi kismi
kullanilmigsa GF degeri her zaman 2/3 ¢ikar [14].

GCF  degerini  hesaplamak i¢in Denklem 3
kullanildiginda asagidaki sekilde Denklem 3a elde edilir. n
degeri bu deney igin 1 olarak alimir ve GF degeri de 2/3
olarak hesaplanmistir. Bu degerler Denklem 3a’da yerine
konuldugunda Denklem 3b elde edilir. Bu 6rnekte sadece
Cymbidium g¢esitlerinin farkli oldugu bilindigine goére
denklemdeki k degeri sadece g¢esite bagli olarak degisen bir
degiskendir. tTCL eksplant1 basina gelisen PLB sayist ve
yiizdesinin bilinmesi durumunda GCF ve k degerleri sayisal
olarak hesaplanabilir [14].

PLB %PLB
tTCL _ 0 conv_ _ k * GF (38.)
PLBconv nx %PLBtTCL
PLB %PLB
tTCL _ 0 conv _ k * 2/3 (3b)
PLBconv %PLBtTCL

(PLBtrcL: tTCL eksplantlarindan elde edilen PLB sayisi;
PLBconv: geleneksel eksplanttan gelisen PLB sayisi; GCF:
biiyiime diizeltme faktorii; %PLBcony: geleneksel eksplanttan
elde edilen PLB yiizdesi; %PLBtrcL: tTCL eksplantlarindan
elde edilen PLB yiizdesi; n: geleneksel bir eksplanttan
olusturulabilecek TCL eksplant1 sayisi; GF: geometrik
faktor; k: ortam, aydinlatma, genotip, eksplant yasi,
ornekleme zamani vb. deneysel kosullar)

Dikdortgen tabanli prizma seklindeki ITCL eksplantinin
GF degeri hesaplanirken Denklem 7 kullanilir. Denklemde
dikdortgen tabanli prizma seklinde olan ITCL eksplantinin
alani, hacmi ve yarim kiire seklinde gelencksel PLB
eksplantinin alani, hacmi hesaba katildiginda Denklem 7a
elde edilir. Bu denklemden GF degerinin I1TCL
eksplantlarimin ~ kalinhgma ve geleneksel eksplantin
yarigapina bagli oldugu belirlenmis olur. Geleneksel
eksplant yarim kiire seklindeyse, ITCL eksplant1 dikdortgen
tabanli prizma seklinde kesilmigse ve rejenerasyon sadece
epidermisten meydana geldiginde ITCL eksplant1 i¢in GF
degeri her zaman Denklem 7a’daki gibi ¢ikar [14].

AlTCL
GF _ VlTCL (7)
ITCL — Aconv

Veonw
lxw
l * W * thCL _ rconv
2xmxT00n, 3% hirer (7a)

GFire, =
2 3
§ ¥TT*T conw

(GFireL: ITCL eksplantinin geometrik faktorii; Aircr: ITCL
eksplantimin alani; Vircr: ITCL eksplantinin hacmi; Aconv:
geleneksel eksplantin alani; Veonv: geleneksel eksplantin
hacmi; I: uzunluk; w: kalinlik; hyrer: ITCL eksplantinin
yiiksekligi; reonv: geleneksel eksplantin yarigapi)
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GCF  degerini  hesaplamak i¢in  Denklem 3
kullanildiginda Denklem 3c elde edilir. Denklem 3c’de
yukarida hesaplanan GF degeri yerine yazildiginda ve iki
eksplant tipi i¢in de PLB olusma yiizdesi %100 olarak
alindiginda Denklem 3d elde edilir [14].

PLBZTCL — %PLBconv =k GF (30)
PLBony n * %PLBr¢,,
g =k x _Teonv (3d)
n 3 * hyrey

(PLByrcL: ITCL eksplantindan gelisen PLB sayist; PLBcony:
geleneksel eksplanttan gelisen PLB sayis;; GCF: biiylime
diizeltme faktorii; %PLBconv: geleneksel eksplanttan gelisen
PLB yiizdesi; %PLByrcL: ITCL eksplantindan gelisen PLB
yiizdesi; GF: geometrik faktér; k: ortam, aydinlatma,
genotip, eksplant yasi, Ornekleme zamani vb. deneysel
kosullar; n: geleneksel eksplanttan elde edilen TCL eksplanti
sayist; reonv: geleneksel eksplantin yarigapt; hyrer: ITCL
eksplantinin yiiksekligi)

Ikinci 6rnek olarak Chrysanthemum bitkisi kullanilarak
gergeklestirilen bir calisma ele alindiginda, Chrysanthemum
bitkisinde de Cymbidium bitkisinde oldugu gibi
organogenez; epidermal ve subepidermal hiicrelerden
meydana gelirken, mezofil hiicrelerinden ise meydana
gelmemektedir. Bu nedenle bir dnceki ornekte oldugu gibi
eksplantin epidermal yiizey alani rejenerasyon kapasitesini
etkilemektedir. Bu caligmada tTCL ve ITCL eksplantlar
geleneksel internod  eksplantlarindan  hazirlanmistir.
Geleneksel internod eksplanti yarim silindir seklinde, tTCL
eksplanti silindir seklinde ve ITCL eksplant: ise dikdortgen
tabanli prizma seklindedir [14].

Silindir seklindeki tTCL eksplantinin geometrik faktorii
hesaplanirken Denklem 6 kullanilir. Denklemde silindir
seklinde olan tTCL eksplantimin alani, hacmi ve yarim
silindir seklindeki geleneksel internod eksplantinin alani,
hacmi hesaba katildiginda Denklem 6b elde edilir.
Geleneksel eksplantin sadece merkezi kismi kullanildiginda
geleneksel eksplantin yarigapi ve tTCL eksplantinin yarigap1
esit oldugu igin Denklem 6b’de gerekli sadelestirmeler
yapildiginda GF degeri 1 ¢ikar. Bu yiizden GF degerinin
hesaplanmasi i¢in Denklem 8 kullanilir. Denklem 8
incelendiginde GF’nin her iki eksplantin da uzunluguna
baglt oldugu belirlenmis olur. Geleneksel eksplant yarim
silindir seklinde oldugunda, tTCL eksplanti bu yarim silindir
seklindeki geleneksel eksplantla ayni yarigapta kesilmis bir
silindir seklinde oldugunda ve rejenerasyon sadece
epidermal ve subepidermal hiicrelerden gergeklestiginde
Denklem 8’de elde edilen GF degeri her zaman dogru olur
[14].

241 * hyrey 2
T * 12 % Rypey T
CFreL = o hoyy 2 (6b)
T * ‘rz * hCOTlV F

Apre, 2% herer

GFirc, = (8)

ACOTlV hconv

(GFreL: tTCL eksplantinin geometrik faktor degeri; herel:
tTCL eksplantinnin yiiksekligi; heonv: geleneksel eksplantin
yiiksekligi; r: eksplantin yarigapi; Asgcr: tTCL eksplantinin
alant; Aconv: geleneksel eksplantin alani)

Dikdortgen tabanli prizma seklindeki ITCL eksplantinin
GF degeri hesaplanirken Denklem 7 kullanilir. Denklemde
dikdortgen tabanli prizma seklinde olan ITCL eksplantinin
alani, hacmi ve yarim silindir seklindeki geleneksel internod
eksplantinin alani, hacmi hesaba katildiginda Denklem 7b
elde edilir. Denklem 7b incelendiginde GF degerinin
geleneksel eksplantin yarigapina ve 1TCL eksplantinin
kalinligina bagli oldugu goriilmektedir. 1TCL eksplanti
yarim silindir seklindeki geleneksel eksplanttan dikdoértgen
tabanli prizma seklinde kesildiyse ve rejenerasyon sadece
epidermal ve subepidermal ylizeyde gergeklestiyse elde
edilen GF degeri her zaman dogru olur [14].

[*xw
Lxw * hyrey, _ r
AT *heony T 2% by (70)

GFireL =

1
j*n*rz*hconv

(GFyrcc: ITCL eksplantinin geometrik faktorii; 1: uzunluk; wi:
kalinlik; hire: ITCL  eksplantinin - yiiksekligi;  heonv:
geleneksel eksplantin yiiksekligi; r: yarigap)

GCF degerini hesaplarken Denklem 3 temel alinarak
Denklem 9 kullanilir. SR% degeri her iki eksplant tipi i¢in
de %100 oldugu durumda; Denklem 9a elde edilir [14].

N %SR
S TCL — GCF /OS conv =k*GF (9)
SNconv n* %SRTCL
GCF =n+k*GF (93)

(SNtcL: TCL eksplantlarindan elde edilen siirgiin sayist;
SNconv: geleneksel eksplanttan elde edilen siirgiin sayisi;
GCF: biiyime diizeltme faktorii; %SRconv: geleneksel
eksplanttan elde edilen siirglin rejenerasyon yiizdesi;
%SRtcL: TCL eksplantlarindan elde edilen siirgiin
rejenerasyon yiizdesi; GF: geometrik faktor; k: ortam,
aydinlatma, genotip, eksplant yasi, 6rnekleme zamani vb.
deneysel kosullar; n: geleneksel eksplanttan elde edilen TCL
eksplant1 sayisi)

6 Sonuc

Ince ya da ultra ince eksplantlari ifade eden TCL
eksplantlarinin geleneksel bir eksplanttan ¢ok daha fazla
oranda organ ve embriyo rejenerasyonunu (kallus, kok,
stirglin, ¢igek ve somatik embriyo vb.) indiikleyebildigi
bir¢cok ¢aligmada rapor edilmistir. TCL eksplantlar1 100’
askin bitki tiirii i¢in yararli alternatif eksplantlar olarak
kullanilmistir. Cogu durumda organ hedefli rejenerasyon,
diger abiyotik ortam ve kiiltiirle ilgili kosullar optimize
edildikten sonra TCL'lerin kullanilmasiyla miimkiin
olabilmistir. TCL teknigi az miktarda bitki materyali ve
besin ortami  gerektirdigi i¢in  rejenerasyon  ve
transformasyonun temel ve uygulamali yOnlerinin
incelenmesi  agisindan  basitlestirilmis  bir  sistem
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saglamaktadir. Bir TCL eksplantinin gergek rejenerasyon
potansiyelini belirleyebilmek i¢in bilylime diizeltme faktorii
ve geometrik faktor goz Onlinde bulundurulmalidir.
Geometrik faktor, farkli bitkilerden alinan ayni boyut ve
sekile sahip eksplantlarin rejenerasyon potansiyellerinin
karsilastirilabilmesini miimkiin kilarken; biiyiime diizeltme
faktorii ise tim deneysel kosullarin ayni oldugu durumda
ayni bitkiden alinan farkli eksplant tiplerinin rejenerasyon
kapasitelerinin karsilastirilmasina imkan vermektedir. Bu iki
kavram sayesinde farkli laboratuvarlarda c¢alisan insanlarin
ayni deney sonucuna ulagsmalari miimkiindiir. TCL
tekniginin, yalmizca doku kiiltiirii ve in vitro rejenerasyon
icin degil; ayn1 zamanda kriyoprezervasyon, in vitro
seleksiyon, in vitro mutagenez ve genetik transformasyon
gibi uygulamali biyoteknolojik ¢alismalarda da parlak bir
gelecegi oldugu agiktir.
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