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Turkiye’deki Dogal Bitki Turlerinin Uretiminde Doku Kiiltiirii Tekniklerinin Kullanim
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Oz

Floristik zenginlik bakimindan sahip oldugu dogal tiir sayisi ile Turkiye, diinya siralamasinda basta gelen (lkelerden biridir. Bu tiirlerden
bazilar1 aromatik, farmakolojik, tibbi ve besin olarak kullanimlarinin yani sira, Peyzaj Mimarlig1 agisindan potansiyel siis bitkisi olarak
oldukga degerlidirler. Bu dogal tiirlerimizin biiyiik bir ¢ogunlugu heniiz kiiltiire alinmamis yada alinamamus, sadece kirsal peyzajda kalmig
yabani tiirler seklindedir. Ayrica, artan niifus ve gelisen endiistrilesme bu dogal bitki tiirlerinin biiylime ortamlarinin bozulmasina ve hatta
bazi tiirlerin bilingsizce dogadan yogun bir sekilde toplanmasi nedeniyle neslinin tehlikeye girmesine neden olmustur. Bu olumsuzluklarin
ortadan kaldirilmasi i¢in yabani turlerimizin kiltire alinmasi gerekmektedir. Seleksiyon asamasindan sonra, yabani tiirlerin kiiltiire
alinmasimin en énemli adimlarindan birisi ise etkili bir vejetatif ¢ogaltma metodunun gelistirilmesi olacaktir.

Bu ¢alismada, tiretimi zor olan bitkiler i¢in hizli bir teknik olarak goriilen, bitkinin vejetatif {iretiminin yayginlastiran, ayn1 form ve 6zellikte
binlerce bitki elde edilebilen, ayrica ticari tiretim igin uyumunun hizli oldugu bilinen doku kulturi yontemi literatiirlerden faydalanilarak
agiklanmugtir. Ayrica, potansiyel siis bitkisi olmasi yaninda tibbi bitki ve gida bitkisi olarak da kullanilabilen bazi dogal tiirlerimizin doku
kiltlru ile Uretimi caligmalarimizdan 6rneklere yer verilmistir. Boylece Uretimi zor olan dogal tiirlerimizin ¢ogaltilmasina, nesli tikenmekte
olan 6zellikle endemik turlerimizin koruma altina alinmasina, biyogesitliligimizin korunmasina yonelik yapilacak ¢aligmalara 1g1k tutmak

hedeflenmistir.
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Use of Tissue Culture Techniques in the production of natural plant species in Turkey

Abstract

Turkey, with the number of native species it has in terms of floristic richness, is one of the leading countries in the world ranking. Besides
their aromatic, pharmacological, medical and food use; some of these types are highly valuable as ornamental plants for landscape
architecture. The majority of our species has not been taken or could not have been taken into the culture yet, they just stay in the rural
landscape as wild species. In addition, increasing population and growing industrialization have led to deterioration in the habitat of these
natural plants and some of the species are even endangered because of the fact that they are picked irresponsibly and heavily in the nature. To
eliminate these unfavorable situations, our wild species must be taken into the culture. After the selection phase, one of the most important
steps in the culture of wild species will be the development of an effective vegetative production method.

In this study; tissue culture method, a rapid technique for the plants that are difficult to produce and which extends the vegetation production,
obtains thousands of plants with the same form and characteristics and is also known with its rapid alignment for commercial production, is
described by making use of the literature. Additionally, examples from our works in the production of some of our native species, which can
be used as medicinal plants and food plants in addition to being ornamental plants, with the tissue culture method are also included in the
study. Hence, this study aims to provide an insight to the reproduction of native species that are hard to produce, the protection of species,

particularly the endemic species, that are in danger of extinction and the studies for the protection of our biodiversity.
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1. Giris

Ulkemiz odunsu ve otsu tiirler acisindan degerlendirildiginde, bu tiirlerin farkli biyocografik bolgelerde
ve farkli yetisme kosullarinda olusturdugu kompozisyonlarda zengin bir potansiyele sahip oldugu goriilmektedir.
Tiirkiye’nin birbirinden farkli iklim ve toprak kosullarina sahip c¢esitli bolgelere ayrilmis olmasi ve Giineybati
Asya ile Giiney Avrupa arasinda bir koprii gérevi gormesi; cesitli kiiltiir bitkilerinin ve Avrupa’da yabani olan
tiirlerin bircogunun ana vataninin Anadolu olmasi da bu potansiyelin asil sebebidir [3].Ulkemiz bitki tir
cesitliligi agisindan oldukg¢a zengindir. 12 bin adet civarindan fazla bitki taksonu (tdr, alt tir, varyete, melez, vb.)
bulunmaktadir. Bunun 3642’si endemik taksondur. Bu endemik taksonlarin birgogunun peyzaj mimarlhiginda
kullanilabilme potansiyeli bulunmaktadir [4].

1996 yilinda imzalanan ve Tiirkiye’nin de taraf oldugu CITES sozlesmesine gore; taraf iilkeler “yabani
hayvanlarin ve bitkilerin ¢ok ¢esitli ve giizel bicimleriyle yeryiizliniin dogal sistemlerinin yeri doldurulamaz bir
parcasi oldugunu ve gerek mevcut gerekse gelecek kusaklar i¢in korunmasimnin zorunlu oldugunu kabul
etmislerdir [22].

Bulundugumuz zaman gz Oniine alindiginda sadece ekonomik degere sahip tiirlerin tiretimi,
arastirilmasi ve bu tiirler iizerine yogunlasilmasi, diger bitki tiirlerinin ihmal edilmesi anlamina gelmemelidir.
Diinya, biyogesitliligin korunmasi yoniinde ¢alismalar yapmaktadir. Bunun i¢in ekonomik degeri yiiksek olan
tiirlerimizi tiretmenin yan sira, diger bitki tirlerine gereken 6nem verilmelidir. Bu nedenle tum bitki ttrlerinin
iretimine yonelikte aragtirmalar hizlandirilmalidir [16].

Ekonomik degeri diger tiirlere gore diisiik olan, ancak kozmetik, ilag, gida, boya ve kimya sanayide
kullanilabilen bitkiler Peyzaj Mimarlig1 olmak iizere pek ¢ok alanda da genis kullanim potansiyeline sahiptir. Bu
tirlerin bir kismu kolayca iretilebilirken, bir kismu {iretimindeki bazi problemlerden dolay1 kolayca
iiretilememektedir. Uretimindeki bu zorluklardan dolay: nesli yok olmaya yiiz tutmus bircok kiymetli dogal
tiiriimiiziin de oldugu bilinmektedir. Uretiminde zorluklar bulunan bu tiirler icin klasik iiretim yontemleri disinda
etkili bir vejetatif iiretim yonteminin gelistirilmesi oldukga onem arz edecektir. Boylelikle hem gittikge artan
ihtiyaclara karsilik verilebilecek, hem de bu tiirlerin nesillerinin yok olmasinin 6niine gecilebilecektir.

Uretimi zor olan bitkiler igin hizli bir teknik olarak gériilen doku kiiltiirii yonteminin uygulanmas ile
bitkinin vejetatif iiretiminin yayginlasacagi, kisa siirede iiretimin gerceklestirilebilecegi, ayn1 form ve 6zellikte
binlerce bitki elde edilebilecegi, ayrica ticari liretim i¢in uyumunun hizl oldugu bilinmektedir [10]. Ayrica, diger
vejetatif cogaltma metotlar ile karsilastirildiginda in vitro mikrogogaltim en etkili cogaltma metodu olur [12].

Vike ve Habjorg [20], doku kiiltiirii ile vejetasyon siiresine ve tohuma bagl kalmadan, bitkinin herhangi
bir dokusundan yil boyunca siirekli iiretim ger¢eklestirildigini ¢aligmalarinda ortaya koymuslardir. Kaya [15],
doku kiiltiirii teknigi ile segilmis genotiplerin degerlendirilmesi, hizli biiyiiyen fertlerin ortaya g¢ikarilmasi,
soguga, kurakliga, hastaliklara, tuzluluga ve herbisitlere dayanikli iistiin bireylerin ortaya cikarilmasinin
miimkiin olabilecegini ¢aligsmalarinda gostermistir.

Bu ¢alismada, iiretiminde zorluklar iceren dogal tiirlerimizin doku kiiltiirii yontemleri kullanilarak etkili
bir vejetatif ¢cogaltma metodunun gelistirilmesi, boylelikle iiretimdeki zorluklarinin ortadan kaldirilmasi, ayrica
zamana bagl kalmadan daha hizli, daha seri ve ayni anda ayni 6zellige sahip (doku, form) binlerce bitkinin
iiretilmesiyle park bahgelerimize kazandirilmasi, ilag ve besin sanayisi i¢in hammadde temin edilmesi,

hususunda yapilacak galigmalara 11k tutulmasi: amaglanmistir.
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2. Doku Kiiltiirii fle Uretim Yéntemleri

Bitki doku kiiltiirii yontemi, temelde bir iiretim yontemidir. Bilinen diger klasik {iretim yontemlerinden
farkl1 olarak, bitkinin ¢esitli kistmlarindan alinan kii¢iik bir doku pargasini (eksplant) sterilize edildikten sonra,
¢esitli besin maddelerini iceren steril besi ortamina (in vitro) ve uygun c¢evre kosullarinda (1s1k, rutubet ve
sicaklik) kiiltiire alinmasi iglemidir [13, 18-20].

Doku kiiltiirii ile ilgili ¢alismalar, 1975 yilina kadar kallus kiiltiirii ile bitki rejenerasyonu esasina
dayandirilmugtir [8]. In vitro tekniklerinin, sagladigi olanaklar su sekilde siralanabilir:

In vitro teknikleri; tipik genotiplerin hizl iiretimi, dayaniklilik igin in vitro’ da erken seleksiyon, klasik
vejetatif ¢ogaltma icin genclestirme, hastaliksiz bitki elde edilmesi, haploit bitkilerin iiretilmesi, mutantlarin
iretimi ve se¢imi, genetik cesitliligin saklanmasi (soguk saklama ve dondurarak saklama), somatik embriyo
olusumu ve sentetik tohum tiretimi, protoplast kiiltiirii ile in vitro’ da somatik hibridizasyon, DNA teknolojisi ile
gen transferi vb. olanaklara sahiptir [7, 19-20].

Diger taraftan doku kiiltiirii ile liretimi vejetasyon donemine bagli olmamasi, bir klonu sinirsiz bir
sekilde iiretme olanag1 vermesi, poliploit bireyler elde edebilme ve gen bankalar: (doku bankalar1) kurma gibi
yararlar1 yaninda, celikle iiretilmesi zor olan bazi bitki tiirlerinin bu yontemle kolayca iiretilmesi, zengin tohum
yullarinin seyrek oldugu ve tohumlarin uzun siire saklanmasinin miimkiin olmadig1 veya gii¢ oldugu agag
tdrlerinin Uretilmesinde de 6nem tasimaktadir [20].

Genetikgeiler doku kiiltiirii teknigini, se¢ilmis genotiplerin degerlendirilmesinde, hizli biiyliyen fertlerin
ortaya ¢ikarilmasinda, soguga, kurakliga, hastaliklara, tuzluluga ve herbisitlere dayanikli bireylerin segilmesinde
etkin bir sekilde kullanirlar [15]. In vitro teknikleri ile nispeten problemsiz ve hizl iiretim ihtimali, daha ileri
1slah adimlarinda kullanilabilecek onemli avantajlar sunmaktadir [19].

Doku kiiltiiriinde kullanilan bazi besin ortamlari [11, 19-20] :

WS: Wolter ve Skoog besi ortami, WPM: Woody Plant Medium besi ortami, MS: Murashige ve Skoog
besi ortami, DKW: Driver ve Kuruyuki besi ortami, SH: Shenk ve Hildebrand besi ortami, GD: Gresshoff ve
Doy besi ortami, DL: Durzan ve Lopushansk besi ortami ve LS: Linsmaier ve Skoog besi ortamu seklinde
siralanabilir. Bu besin ortamlarindan bazilarini olusturan komponentlerin konsantrasyonlar1 Tablo 1’de

verilmistir.

Tablo 1. Bitki Doku Kiiltiiriinde En Cok Kullanilan Temel Besin Ortamlari ve Bu Ortamlardaki Bilesimlerin Konsantrasyonlari

Kiiltiir Ortamindaki Konsantrasyonu(mg/1)

Bilesimler MS BS LS WHITE S-3 NN
NO; 1900 2500 1900 80.0 950
NH:NO3 1650 - 1650 - 720
NH;HPO, - - - - -
(NH),SO, - 134 ; ; ;
MgS0O,.7H,0O 370 250 370 720 185
CaCl,.2H,0 440 150 440 - 220
Ca(N03)2.4H20 - - - 300 -
KCI - - - 65 -
KH;PO, 170 - 170 68 68
NaH,P0O4.H,0O - 150 - - -
NaH,PO, - - - 16.5 -
Na,SO, - - - 200 -
MnSO,.H,0O - 10 16.89 - -
MnS0O,.4H,0 22.3 - - 7.0 25
Kl 0.83 0.75 0.83 0.75 -
H3;BO; 6.2 3.0 6.2 15 10
ZNSO,4.7H,0O 8.6 2.0 10.58 3.0 10
CuS0,4.5H,0 0.025 0.025 0.025 - 0.025
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Na;Mo00,.2H,0 0.25 0.25 0.25 - 0.25
CoCl,6H,0 0.025 0.025 0.025 - -
FeSQO,4.7H,0 27.8 27.8 27.85 - 27.8

Fez(SO4)3 - - - 2.5 -
Sequestrene 330 - - - - -
Fe - - - - -
Na,EDTA 37.3 37.3 - - 37.3
Nikotinik Asit 0,5 1.0 - - 5
Pridoksin. HCI 0,5 1.0 - - 0.5
Thiamin. HCI 0,1 10.0 0.4 - 0,5
Biotin - - - - 0.05
Folik Asit - - - - 0.5
Myo-inositol 100 100 - - 100
1-inositol - - 100 - -
Glisin 2.0 - - - 2.0
Glutamin - - - - -
Sakkaroz 30.000 20.000 - - 20.000

Gliniimiizde in vitro’ da, gesitli bitki tlirlerinin doku kiiltiirii teknigi ile tiretilmesinde; Kallus kiiltiirii,

organ kaltard, embriyo kultlrd, hiicre ve protoplast kiiltiirii kullanilmaktadir [1, 17, 18- 20].

2.1. Kallus Kulturd

Kallus kiiltiirii explantlardan uygun bir besin ortaminda kallus dokusunun olusturulmasi yani izole
edilmis hiicre yiginlarinin steril kiiltiirtidiir. Kallus kiiltiirlinde bitkinin boliinebilme 6zelligine sahip hiicrelerin
bulundugu bitki kisimlarindan baslanabilir. Bunlara 6rnek olarak; endosperm, polen, embriyo, yaprak sapi, kok
kisimlari, internodlar vs. verilebilir [20]. Kallus kiiltiiriinde kallusun olusabilmesi i¢in ortama genel olarak 2, 4-D
eklenir [14 ve 20].

2.2. Organ Kultaru

Doku Kkiiltiirii teknikleri ile iretimde pratik ormanciliga uygulanabilirlik bakimindan ve genetik
stabiliteyi saglamak agisindan en ¢ok kullanilan yontem organ kiltiiriidiir [1 ve 2]. Organ kiltiirtinde strgiin
olusumu ve bitki rejenerasyonunda; yapraklar, kotiledon ve hipokotil gibi embriyo pargalari, siirgiin ve stlirgiin

uglar1, koltuk ve terminal tomurcuklart gibi bitkinin degisik kisimlart materyal olarak kullanilmaktadir [19].

2.3. Embriyo Kalturd

Embriyo kiiltiirii izole edilmis, olgun veya olgunlagsmamig embriyolarin in vitro da gelismesi veya
muhafaza edilmesi olarak tanimlanir. Ortamdaki karbonhidratlar embriyonun ayakta kalmasi ve biiyiimesini
biiyiik 6lgiide artirirlar. Sakkarozdan daha yaygin olarak kullanilan karbonhidratlar, sadece enerji kaynag: degil,
ayn1 zamanda osmotik diizenleyici olarak kullanilir. Embriyo kiiltiirii orman agaci tiirlerinde genis oranda

¢imlenme engelinin ortadan kaldirilmasi i¢in kullanilmaktadir [20].

2.4. Hucre Kultard

Hiicre kiiltiiriinde alinan hiicre tek olabilecegi gibi hiicre gruplar1 da olabilir. Hiicre kiiltiirii kagit ve
petri kab1 teknigi olmak iizere iki sekilde yapilir. Kagit tekniginde aktif kallustan mikropipetle alinarak kagit
tstline koyulan tek hiicre boltnerek siirgiin ve kok olusumu yapar. Daha sonra yeni ortamlara taginir. Petri kab1
tekniginde sterilize edilmis besin ortamu ile karistirilan hiicre gruplari 6zel bir steril ortamdan gegirilerek farkli
ebatlardaki kaplara taginir. Son olarak ta petri kabina aktarilip kiiltiire alinir. Kdklenen siirgiinler yeni ortamlar

tasmur [20].
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2.5. Protoplast Kulttr{
Hiicre ceperi kimyasal islemlerden gegirilip yok edilerek protoplast elde edilir. iki ayr1 bitkiden elde

edilen iki protoplast ayni ortamda kiiltiire alinarak ikisinin kaynasmasi sonucu yeni bir bitki yani hibrid olusur.
Protoplast izolasyonu mekanik izolasyon, enzimatik izolasyon olmak iizere iki sekilde yapilir. Protoplastlardan

bu yolla vejetatif melezleme yapilarak ¢ok sayida bitki elde edilebilir [20].

3. Doku Kiiltiirii Yontemi ile Bitki Uretim Asamalar
3.1 Hazirhk Asamasi

Materyalin alinmasi ve besin ortami i¢ine atilmasini kapsar. Petri kaplar1 veya tiipler icerisinde bulunan
ortama, dezenfekte edilmis materyal yerlestirilir. Daha sonra ortamlara yerlestirilen bitkiler sabit sicaklik ve 151k

kosullarina sahip iklim dolaplarinda biiylime gelisme ve cogalmaya birakilirlar (Sekil 1)

Sekil 1. Kiiltiire alimmug Crataegus sp. ve Sorbus sp. Taksonlari [6 ve 9]

3.2 Siirgiin Asamasi

Materyalin kiiltiire alimindan sonra ¢ogaltimda kullanilan bitki tiir ve ¢esidinin ¢ogalabilme 6zelligine
bagli olarak ¢esitli sayida yeni siirgiin meydana gelmektedir. Bu siirgiinler ayrilarak daha genis kaplar igerisinde

alt kiiltiirlere alinirlar. Koklendirme agsamasina gecilene kadar alt kullture devam edilir.
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Sekil 2. Siirgiin ortaminda ¢ogalmis ve alt kiiltiirlere alinmig Crataegus sp. ve Sorbus sp. Taksonlari [6 ve 9].

3.3. Koklendirme Asamasi: Besi ortaminin biiyiimeyi diizenleyici madde igerigi degistirilerek siirgiinler
koklendirme ortaminda kiiltlire alinirlar. Kullanilan materyale gore besi ortami kuvveti de belirli oranlarda

azaltilabilir (Sekil 3).

Sekil 3. Koklendirme ortaminda koklenmis Crataegus sp. Taksonlari [9].

3.4. Topraga Sasirtma
Koklenen bitkicikler topraga aktarildiktan sonra nem kaybini 6nlemek igin belirli siire iklim dolabinda

bekletilir, daha sonra sera ortamina alinir (Sekil 4).
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Sekil 4. a) Sorbus sp. nin dis ortama alistirilmasindan bir yil sonraki goriiniimii b) Seffaf ortiisii kaldirilan Sorbus sp. den bir

goriniim ve c) Ilk 15 giin seffaf ortii ile topraga alistirilan Sorbus sp. den bir gériinim [6].

Sonuglar

Bu caligmada, ozellikle iiretiminde zorluklar igeren dogal tiirlerimizin, doku kiiltiiri yontemleri

kullanilarak etkili bir vejetatif ¢cogaltma metodunun gelistirilmesi, boylelikle iiretimdeki zorluklarinin ortadan

kaldirilmasi, zamana bagh kalmadan daha hizli, daha seri ve ayn1 anda ayn1 6zellige sahip (doku, form) binlerce

bitkinin {iretilmesiyle park bahgelerimize kazandirilmasi, ilag ve besin sanayisi i¢cin hammadde temin edilmesi,

bunun sonucunda da iilke ekonomisine ve yore halkina katki saglayacak doku kiiltiirli yontemi agiklanmistir.

Doku kiiltiirii yontemi agiklanirken iiretiminde zorluklar iceren, iki degerli tiirimiiz Crataegus sp. ve Sorbus sp.

nin doku kiiltlirii ile tretim caligmalarindan Grnekler verilerek, bu yonteme dikkat cekilmesi ve daha sonra

yapilacak calismalara 151k tutulmasi hedeflenmistir.
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