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OZET

Bu calismada, Helianthus annuus L. (aygigegi) bitkisinden embriyo kiiltiirii yontemi
kullanilarak elde edilmis olan bitkilerin sogukta muhafaza edilerek korunmasina ve bu
bitkilerde olusan anatomik ve karyolojik degisimlerin belirlenmesine c¢alisilmistir.
Kontrol grubu bitkileri kum ortaminda ¢imlendirilerek elde edilmistir. Deney grubu ise,
0,5 mg/l BAP ve 0,1 mg/l NAA igeren MS besi ortaminda embriyo kiiltiirii yontemiyle
yetistirilmistir. Bu bitkilerin yaris1 25 °C de 16/8 saat fotoperyotta bekletilirken diger
yarist 4 °C’de karanlikta bekletilmistir. Yapilan anatomik degerlendirmede, deney grubu
bitkilerinin epiderma, korteks parankimasi, 0z parankimasi, iletim demetleri gibi
yapilarinin kontrol grubuna gore farkliliklar gosterdigi belirlenmistir. Mitotik indeks
degerleri kontrol grubunda %22.9, deney grubu kiiltiir ortaminda yetisen bitkilerde %
60, sogukta muhafaza edilmis bitkilerde ise %10.1 olarak belirlenmistir. Tiim bu
anomaliler normal kiiltiir sartlarinda ortadan kalkmis ve bitkiler saglikli gelisim
gostermistir. Sonug olarak aycigeginin sogukta muhafazasi yararlanilabilir bir yontem
olarak dnerilmektedir.
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ANATOMICAL AND CARYOLOGICAL INVESTIGATIONS ON in vitro
SUNFLOWER (Helianthus annuus L.) PLANTS PRESERVED AT LOW
TEMPRATURE

ABSTRACT

In this study, plants derived from Helianthus annuus L. (sunflower) seeds by using
the embryo culture method were studied to preserve them at low temprature and to
determine the anatomical and karyological changes. The germinated control plants
were grown in the sand. The experimental group were cultured on MS embryo culture
medium containing, 0,5 mg/l BAP and 0,1 mg/l NAA. One-half of these plants were
kept at 16/8 hours photoperiod at 25 °C, and the remains kept in the dark at 4 °C. In
the anatomical evaluation, structures such as  epidermis,  cortex parenchyma,
parenchyma, vascular bundles of experimental group plants showed some major
differences than the control. Mitotic index values have been identified 22,9% in the
control, 60% in the experimental group grown at photoperiod at 25 °C, 10,1% in plants
treated with dark and chilling. All of these abnormalities disappeared at normal culture
conditions and plants showed healthy development. In conclusion, it is recommended
that chilling storage of sunflower is a utilizable method.

Key Words: Embryo culture, Anatomy, Mitotic index, Sunflower.

GIRIS

Artan niifusa paralel olarak iilkemizin bitkisel yag ihtiyac1 giderek artmaktadir.
Ulkemizde gogunlukla aycicegi yag: tercih edilmesi ve gerekli bitkisel yagm yarisin
disaridan ithal etmek zorunda olmamiz, son yillarda aygigceginin Onemini giderek
arttirmaktadir (Kaya, 2004). Bu ihtiyaglar ve gelisen biyoteknolojik caligmalarin
dogrultusunda aygigegi degisik amaclar icin in vitro ortamda degisik arastirmacilar
tarafindan kullanilmistir (Chraibi ve Ark., 1992, Greco ve Ark., 1984). In vitro ortamda

bitki elde etmenin bir yolu da embriyolarin eksplant olarak kullanimidir (Knittel ve
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Ark., 1991, Freyssinet ve Freyssinet, 1988). Bu yolla elde edilen bitkiler degisik
amaglar i¢in kullanilabilir (klonal c¢ogaltim, gen aktarimi, somatik embriyo eldesi,
germpalzm muhafazasi vs.). Ayrica in vitro kiiltlirlede elde edilen bitki kisimlarinin
uzun siureli muhafazasi, 6nemli 1slah hatlarinin korunmasi ve elde edilen verimli
soylarin uzun siireli saklanabilmesi i¢in 6nemlidir. Bu amagla, kiiltiir sicakligi 0 °C’nin
az lizerine kadar disiiriilerek biliylime yavaslatilabilir (Hatipoglu, 1999). Diisiik
sicaklikta depolama ile metabolik faliyetler yavaslamaktadir. (Emekliler, 2002). Bu
sayede kiiltiirler uzun siire korunabilmektedir. Ornegin, Lundergan ve Janick (1979),
elma ile yaptiklar ¢alismada siirgiin uglarini 1-4 °C’de bir yil siire ile muhafaza etmeyi
basarmuslardir. Baska bir ¢alismada Trifolium repens aym teknikle karanlikta 5 °C’de
10 aya kadar muhafaza edilebilmistir (Bhojwani, 1981). Diisiik sicaklikta muhafaza
teknigi tek yillik ¢im (Lolium multiflorum) bitkisinde de basari ile kullanilmistir (Dale,
1980). In vitro’da saklanan bitkiler aylarca, yillarca muhafaza altinda tutulabilir.
Bitkiler 4 °C’de aylarca yeni besi yerine aktarilmadan kalabilirler (Barbara, 2005).
Ancak, sonraki bitki gelisiminin saglikli olabilmesi agisindan sogukta muhafaza
siiresinde kiiltiirlerde meydana gelebilecek anatomik ve karyolojik degisimlere dikkat
edilmelidir. Bu baglamda, Helianthus annuus L. bitkisinden olgunlasmis embriyo
kiiltiiri yontemi kullanilarak elde edilen bitkilerin diisiik 1s1da muhafazasi ve bu yontem
sonucunda bitkilerde olusabilecek anatomik ve karyolojik degisikliklerin incelenmesi

amagclanmustir.

MATERYAL VE METOD

Calismada kullanilan aygicegi tohumlari, Edirne Trakya Tarimsal Arastirma
Enstitiisti'nden temin edilmistir. Calisma, kontrol ve deney grubu olacak sekilde
planlanmigtir. Kontrol grubunda tohumlar kuma ekilmis ve 25-26 °C’de ¢imlenmeye
birakilmigtir. Bitkiler 8—10 yaprakli olduklarinda govdelerinden kesitler alinmistir. Bu
kesitler safranin ile boyanmis ve 50 °C’de hazirlanmis gliserin-jelatin (1/1) ortami ile
kapatilip daimi preperat haline getirilmistir. Kesitler 151k mikroskobu ile incelenmis,

fotograflar1 c¢ekilerek anatomik oOzellikleri belirlenmistir. Ayrica kontrol grubu
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bitkilerinden kok uclart alinarak aseto-orsein boyasi ile ezme preperasyon yontemi
kullanilarak mitoz preperatlar1 hazirlanmis ve 151k mikroskobu goriintiileri iizerinde
mitotik aktiviteyi belirlemek amaciyla mitoz bdliinme asamasindaki hiicreleri
saptanmistir.

Deney grubu bitkilerini elde etmek i¢in olgunlagsmis embriyolar kullanilmistir.
Bu amagla tohumlara yiizey sterilizasyonu (2 dk %70 alkolde, 2 dk steril destile suda, 2
dk %10’luk sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde, ikiser defa 2 dk steril destile suda
bekletilmistir) islemi uygulanmistir. Daha sonra embriyolar izole edilerek igerisinde 0,5
mg/l BAP ve 0,1 mg/l NAA hormonlart bulunan MS (Murashige ve Skoog, 1962)
besiyeri igeren petri kaplarina her bir kaba 10 embriyo gelecek sekilde ekimi yapilarak
25-26 °C’de 16 saat aydinlik 8 saat karanlik periyotta iklim dolabinda gelismeye
birakilmistir. Embriyolar bir hafta igerisinde alt kiiltiire alinmistir. Bitkiler 4—6 yaprakli
olduklarinda bir kismi +4 °C’de karanlikta 30 giin siireyle bekletilmek iizere ayrilmigtir.
Digerleri de iklim dolabinda 25-26 °C’de 16/8 saat fotoperiyotta gelismeye
birakilmigtir. 30 giinliik siire sonunda her iki grup bitkiden de govde kesitleri alinmis ve
bu kesitler safraninle boyanarak gliserin-jelatin yontemiyle kapatilmis ve daimi hale
getirilmistir. Isik mikroskobu ile incelemeler yapilarak fotograflari ¢ekilmistir. Ayrica
mitotik aktiviteyi belirlemek i¢in her iki gruptan alinan kok uclarina aseto-orsein boyasi
kullanilarak ezme preperasyon yontemi uygulanmig ve preperatlar entellan ile daimi
hale getirilmistir. Bu preperatlar {izerinde 151k mikroskobu incelemeleri yapilarak mitoz

boliinme halindeki hiicreler sayilmistir.
SONUCLAR
MORFOLOJIK BULGULAR
Kumdaki kontrol grubu tohumlar 7 giin sonunda %83 oraninda ¢imlenmistir. Bu
bitkiler normal sekilde geliserek 30 giinliik siire sonunda kok, govde ve yaprak gelisimi

gostermistir. Deney grubu olarak izole edilen embriyolar bir hafta sonunda %85

oraninda gelisim gdstermislerdir. Bu bitkilerde 15 giin sonunda kok, gévde ve yaprak
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olusumu meydana gelmistir. /n vitro bitkilerin yarist 4-6 yaprakli olunca +4 °C’lik
karanlik ortamda 30 giin siireyle bekletilmistir. Bu siire sonunda bitkilerin gézlenebilir
bir biiylime gostermedikleri, ancak kok ve govdelerinin normal morfolojik yapilarini

koruduklari, yapraklarinin sekil ve renk olarak saglikli olduklar1 goriilmiistiir.

ANATOMIK BULGULAR

Gelisen kontrol grubu bitkileri 810 yaprakli asamaya geldikten sonra alinan
govde enine kesitlerinde yapilan incelemelerde gévdenin en disinda tek sirali eskenar
hiicrelerden olusan epiderma tabakasinin yer aldigr goriilmiistiir. Epidermanin altinda
korteks parankimasinin bulundugu ve bu tabakanin epiderma tabakasiyla benzerlik
gosterdigi ve renk bakimindan da epiderma ile aymi renkte koyu kahverengi oldugu
goriilmiistiir. Korteks parankimasinin 9-10 sirali parankima hiicrelerinden olustugu ve
parankima hiicrelerinin aralarinda kiiglik hiicre arast bosluklarin  bulundugu
gozlenmistir. Parankima dokusunun igerisinde dairesel bir dizilim gosteren iletim
demetlerinin yer aldigi saptanmustir. Bu iletim demetleri ile parankima dokusunun
arasinda belirgin bir endoderma tabakasinin oldugu goriilmiistiir.  iletim demetlerinin
dikotil bitkilerde oldugu gibi floem ve ksilemden olustugu ve kambiyum tabakasi
icerdigi gozlenmistir. Iletim demetlerinin ksilem béolgesinde sklerankimatik hiicre
gruplarinin yer aldig1 fakat diger bolgelerde sklerankima hiicrelerinin bulunmadigi
gozlenmistir. Dairesel dizilimdeki iletim demetleri arasinda parankima hiicrelerinin
bulundugu ve 6z kollarini olusturdugu belirlenmistir. Govdenin merkezi bdlgesinde
parankimatik dokunun yer aldigi goriilmistir. Merkezi bolgeye dogru gidildikge
parankima hiicrelerinin biiyiidiikleri gdzlenmistir (Sekil 1 A-B).

Kiiltiirde gelismis olan deney grubu bitkilerinden alinan govde kesitleri
incelendiginde govdenin disinda degisken sekilli epiderma hiicrelerinin bulundugu
gorilmistiir. Korteks parankimasinin 13—15 sirali parankima hiicrelerinden olustugu ve
hiicre arasi1 bogluklarin bulunmadig1 saptanmistir. Endoderma tabakasinin fazla belirgin
olmadig1 goriilmiistiir. Iletim demetleri fazla gelisme gdstermemis olmakla birlikte

govdede dairesel bir goriiniim olusturacak sekilde yer almistir. iletim demetlerinde
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floem dokusu hiicrelerine kiyasla ksilem dokusu hiicrelerinin daha belirgin oldugu
gozlenmistir. Aralarindaki kambiyum tabakasmin da belirgin olmadigi goriilmistiir.
Govdenin merkezi bdlgesinde parankimatik doku yer almistir. iletim demetleri
arasindaki parankima hiicrelerinin 6z kollarin1 olusturdugu, merkezi bolgeye dogru
gidildikce parankima hiicrelerinin biiyiikliiklerinin arttig1 tespit edilmistir (Sekil 1 C-D).

Embriyo kiiltiiriinde gelisen bitkilerden +4 °C’lik ortama alinan ve 30 giin
siireyle bekletilen bitkilerin gévde anatomik kesitlerinde govdenin disinda sekilleri
deforme olmus epiderma hiicrelerinin yer aldigi goriilmiistiir. Epiderma hiicrelerine
benzer sekil ve goriiniimde korteks parankimasinin bulundugu saptanmistir. Korteks
parankimasinda yer alan parankima hiicrelerinin ¢eper yapilarinin bozuldugu,
igeriklerinin koyu renkli kiimeler halinde bu doku icersinde yer aldigi, bazi1 bolgelerde
ise normal yap1 ve sekillerini korudugu tespit edilmistir. Parankima dokusunun bittigi
yerde iletim demetlerini kusatan belirgin bir endoderma tabakasinin yer aldig1 ve iletim
demetlerinin fazla gelisme gostermemis olmakla birlikte gdvdede dairesel bir goriinim
olusturacak sekilde siralandig1 goriilmiistiir.  iletim demetlerinde floem dokusu
hiicrelerinin belirgin olmamakla birlikte ksilem dokusu hiicrelerinin belirgin oldugu

saptanmistir. Aralarindaki kambiyum tabakasinin da belirgin olmadig: fark edilmistir.
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Sekil 1. Kontrol ve deney grubu bitkilerinin gévde enine kesitleri. A-B kontrol grubu,
C-D deney grubu 25 °C, E-F deney grubu 4 °C.
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Iletim demetlerininin arasinda 6z kollarinin bulundugu gézlenmistir. Gévdenin
merkezi bolgesinde parankimatik doku hiicrelerinin biiyiik 6l¢iide deforme oldugu ve

iletim demetlerine yakin bolgelerde kalintilarinin bulundugu goriilmiistiir (Sekil 1 E-F).

KARYOLOJIK BULGULAR

Kontrol grubu olarak yetistirilmis bitkilerdeki mitoz boliinme aktivitesini
incelemek i¢in hazirlanan preperatlarda kok ucundaki hiicrelerin eskenar sekilli
olduklar1 interfaz agsamasindakilerin biiyiik nukleuslu, mitoz boliinme asamasindakilerin
ise degisik evrelerde olduklari gézlenmistir. Deney grubunun normal kiiltiir ortaminda
yetistirilmis bitkilerinden hazirlanan kok ucu preperatlart incelendiginde hiicrelerinin
genelde dikdortgen sekilli olduklari, nukleuslarinin biiyiik ve tanecikli yapiya sahip
oldugu ve hiicrelerin bircogunun mitoz boliinmenin ¢esitli asamalarinda olduklari
goriilmistiir. Deney grubunun sogukta muhafaza edilmis bitkilerinden alinan kok
uclarindaki hiicreler incelendiginde, hiicrelerin farkli biiyiikliiklerde olduklari,
sekillerinin degiskenlik, nukleus biiytikliiklerinin farklilik gosterdigi, mitoz boliinme
evresindeki hiicrelerinin ise sayica az olduklar1 gézlenmistir. Incelenen preparat sayusi,
hiicre sayis1 ve mitotik indeks degerleri Tablo 1’de verilmistir. Ayrica tiim gruplardaki

hiicrelerin kromozom sayilarinin 2n=34 oldugu belirlenmistir.

Tablo 1. Kontrol ve deney gruplarindaki kok ucu preparatlarinin mitotik indeks

degerleri.
Preparat Sayilan Mitoz Interfaz Mitotik
sayisi hiicre sayis1  evresi evresi  indeks (%)
Kontrol Grubu 10 892 205 687 22,9
Deney grubu (25 °C) 10 854 513 341 60
Deney grubu (4 °C) 10 906 92 814 10,1
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TARTISMA

Calismamizda kontrol grubundaki c¢imlenme oranmi %83 iken besi yerine
aktarilan embriyolarin %85’inin tam bir bitkiye farklilagmasi, rejenerasyon oraninin
basarili oldugunun gostergesidir. Elde edilen anatomik ve karyolojik bulgular sonuglar
kisminda verildigi i¢in burada sadece olasi sebepleri tartisilmistir. Buna gore kontrol
grubu ve deney gruplar1 arasinda bitkilerin gelisimleri esnasinda dis morfolojik
bakimdan 6nemli bir farkliligin olugsmadigin1 gorilmistiir. Buna karsilik deney ve
kontrol grubu anatomik olarak incelendiginde bazi farkliliklarin olustugu, mitotik
indeksler agisindan ise oldukg¢a anlamli degisimlerin oldugu gbzlenmistir.

Anatomik degisimlerin nedeni olarak in vitro ve in vivo ortamda yetistirilen
bitkilerde farkli ¢evresel faktorlerden etkilenme tarafimizdan en 6nemli neden olarak
distiniilmektedir. Ciinki, kiiltiir ortamindaki bitkilerde ortamin steril olmasi, bitkinin su
ve besin ihtiyacinin en iyi sekilde kargilanmasi gibi nedenlerden dolay1 bitkilerde hiicre
boliinmesi daha hizli olmakta, ancak hiicresel farklilagma ayni hizda olmamaktadir.
Bunun sonucunda da, deney grubu bitkilerinin gévde anatomik yapisinda farkliliklar
ortaya ¢cikmaktadir. Ek olarak diisiik sicaklik etkisinin hiicre membranlarindaki lipitlerin
katilasmasma yol actigr bilinmektedir. Dolayisiyla membranlarin permeabilitesi
artmaktadir. Ancak bu etki bitkilerin normal sicakliga donmesi ile ortadan
kalkabilmektedir (Kocagaliskan, 2006). Calismamizda da +4°C’de muhafaza edilen
fidelerin dis ortam kosullarina alindiginda normal gelisme gdstermesi bu durumu
desteklemektedir. Ayni sekilde baska bir arastirmada 12 ay siire ile +5°C’de ve
karanlikta bekletilen Saussurea lappa fidelerinden etiyole ve bodur siirgiinler olustugu
fakat normal sartlara doniildiigiinde 8 giin iginde bitkilerin yesile dondiigii bildirilmistir
(Arora ve Bhojwani, 1989).

Mondal ve Ark. (2002), +4°C’de saklanan aksillar tomurcuklardan siirgiin
cogalmasiyla c¢aymm (Camellia sinensis) iretilebildigini gostermislerdir. Cay
embriyolarinin diisiik sicaklikta muhafaza kapasitesine sahip oldugunu agiklamislardir.

Nod eksplantlar1 laboratuvar kosullarinda diisiik sicaklikta (4°C) kiiltiire alinmistir. 4
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°C’de muhafaza edilmesine ragmen tomurcuk olusumunun etkilenmedigini
gozlemislerdir. Dianthus ingoldbyi ile yapilan baska bir calismada 6 ay boyunca
karanlikta ve diisiik sicaklikta (4 °C) tutulan in vitro fidelerde herhangi bir anatomik ve
morfolojik dejenerasyon olmadigi bildirilmistir (Arda, 2009). Calismamizda her ne
kadar baz1 anatomik degisimler gozlenmisse de, bitkilerin normal ortam kosullarina
alinmasi takiben gelisimin normale dénmesi sonucu, sogukta muhafaza yonteminin
ayciceginde uygulanabilir oldugu diistiniilmektedir. Keza Barbara (2005), germplazm
muhafazasinda doku kiiltliriiniin bitki materyalinin ¢oklu {iretimi, muhafazasi,
saklanmas1 ve dagilmasinda etkili bir yontem oldugunu aciklamistir. /n vitro saklanan
bitkilerin aylarca, yillarca muhafaza altinda tutulabildigini ayrica, bitkilerin 4°C’de
aylarca yeni besi yerine aktarilmadan kalabilecegini agiklamistir.

Mitotik aktivite degerleri karsilastirildiginda kontrol grubunda %22.9, deney
grubu kiiltiir ortaminda yetistirilende %60, deney grubu sogukta muhafaza edilenlerde
ise %10.1 olarak bulunmustur. Normal sartlarda gelisen bitkinin mitotik aktivitesi,
ortam sartlarinin ve besleme olanaklarinin el verdigi 6l¢iide hiicre boliinmesine imkan
saglamasiyla agiklanabilir. Kiiltiir ortaminda yetistirilen bitkilerde oldukga yiiksek
mitotik aktivite gorlilmesinin nedeni olarak in vitro ortamda bitkilere saglanmis olan
maksimum yasama sartlarindan kaynaklanan etkinin bir sonucu oldugu diisiintilebilir.
Bilindigi gibi sitokininler hiicre boliinmesini uyarmaktadir (Babaoglu ve Ark., 2002).
Bu baglamda ¢alismamizda kiiltiir ortaminda kullanilan ve bir sitokinin olan BAP’nin
oraninin yiiksek olmasinin da ayrica hiicre boliinmesini tesvik ettigi diistintilmektedir.
Sogukta muhafaza edilmis olan bitkilerde mitotik aktivitenin olduke¢a diisiik ¢ikmig
olmasinin, diisiik sicaklikta bitkilerde metabolik aktivitenin, besin ve su aliminin
yavaslamasi ve alinmig olan su ve besinin iletiminin zorlasmasi nedenlerinden olustugu
diisiiniilebilir. Nitekim bu diisiince Harrison ve Ark. (1998)’larinin arpada ve Simon ve
Ark. (1976)’lariin hiyarda diisiik sicakligin mitotik aktiviteyi diisiirdiigii tespiti ile

ortiismektedir.

Bu bulgulara gore in vitro ve in vivo ortamda yetistirilen bitkiler ile sogukta

muhafaza edilen bitkiler arasinda anatomik yapilart ve mitotik aktiviteleri agisindan
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farkliliklar olustugu goriilmektedir. Ancak bu farkliliklarin bitkilerin kiiltiir ortamindan
normal ortama aktarilmasiyla ortadan kalkabilecegi gosterilmistir. Bu nedenle,
ayciceginin sogukta muhafazasi kullanilabilir bir yontem olarak kabul edilebilir. Daha
uzun siireli olarak yapilan ¢alismalar ve besi yerine eklenecek bazi koruyucu maddeler

ile bu yontemler ayg¢icegi i¢in daha da gelistirilebilir.
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