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ÖZET 

Son yıllarda, tanm ve endüstride geniş ölçüde uygulama alanı bu­
lan doku kültür teknikleri, bitkiyle ilgili birçok sorunun çözümüne olanak 
sağlayan bir sistem haline gelmiştir. 

Doku kültürü klasik ıslah yöntemlerinden farklı olarak bitkinin 
çeşitli kısımlanndan alınan küçük parça/ann, steril gıda ortamında ve uy­
gun çevre koşullannda kültüre alma işlemidir. 

Bugün için, doku kültür yöntemlerinden olan embriyo kı'Utürüyle 

türler ve cinsler arası melezierne sorunlannın çözümü, anter kültürüyle 
haploid bitki eldesi, meristem kültürüyle virüssüz bitki eldesi, protoplast 
kültürüyle somatik hibridizasyon çalışmalan başanlmıştır. 

Ne var ki, teknikteki son gelişmeler zaman ve ekonomik açıdan 

biiyük avantaj sağlarken kuwetli bir populasyon geliştinne metodu olarak 
dikkati çekmemektedir. Teknik problemler kültürün her safhasında görüle­
bilmektedir. Bu nedenle bitki regenerasyonu için daha çok çabaya ihtiyaç 
vardır. 

Anahtar Sözcükler: Doku kültürü, embriyo kültürü, anter kültürü, 
haploidler, meristem kültürü, protoplast kültürü, somatik hibridizasyon. 
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S UM MARY 

Methods of nssue Culture and Their Usage Possibilities in Plant Breeding 

Jn the recent years, techniques of tissue culture ftnding an er­
tansive application area in agriculture and industry have become a sys­
tem providing possibi/ities to the solution of many problems related 

with plant. 
Being different than klassica/ plant breeding methods, the tissue 

culture is a kind of procedure obtaining tiny pieces fonn different 
parls of plant and culturing them in steri/ nutrient medium and 
available environmental conditions. 

For today, some special problems of hybridization had been sol­
ved by using a few different tissue culture techniques. For instance, 
the embryo culture has been succesfuley used for the solution of inter­
species and intergenus hybridization problems, the anther culture for ob­
taining haploid plant, the meristem culture for the production of vinıs 
free plani and the protoplast cu/ture for somatic hybridization research. 

A lthough recent advences in this teclınique provide great advan­
tages in respect of time and economy, it takes aliention as a strong 
method for population improvement. Technical problems appear in every 
stage of tissue cu/ture. For that rcason, it needs a great dea/ of ef­
forts for plant regeneration. 

Key Words: Tissue culture, embryo culture, anter cu/ture, haploids, 
meristem culture, protoplast culture, somatik hybridization. 

GIRIŞ 

Geçmişten günümüze kadar ıslahçılar tarafından buğday, mısır, çeltik ve 
diğer tahıl türlerinde yapılan çalışmalarda, yüksek verim, kalitenin arttırılması, 
hastalıklara dayanıklık ve diğer agronomik öneme sahip karakterlerin geliştiril­
mesi konusunda başarılı . sonuçlar elde edilmiştir. Ancak, şu an ve gelecekte bile 
sürekli artan dünya populasyonunun beslenme ihtiyacını karşılamak için daha 
çok çabaya ihtiyaç vardır. Günümüzde, belirtilen amaçlar doğrultusunda, klasik 
ıslah yönternlerinde karşılaşılan sorunların çok olması, ıslahçıları ürün ıslahında 
yeni t~knolojileri araştırmaya yöneltmiştir. Artık doku kültür yönt~mleri ve re­
k?rnbınant DN~ teknolojisi sayesinde, yeni karakterleri daha kesin olarak kom­
bıne etmek, genış populasyonlardan istenilen özelliklere sahip nadir bulunan ge­
notipleri selekte etmek ve ıslah hatlarına doğrudan gen transferi çalışmalarını ra­
hatlıkla yap_rnak mümk~n hale gelmiştir. Bugün için tek bir hücre, protoplast, 
polen tanesı ya da menstern dokusundan in vitro şartlarda bitki eldesi sorun ol­
maktan çıkmıştır. 
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Doku kültürü temel olarak yeni bitki meydana getirebilme kapasitesine 
sahip çok sayıda farklılaşmamış hücreleri yetiştirme sistemidir (Welsh, 1985). 
Diger bir değişle bitkinin çeşitli kısımlarmda alman küçük parçacıklarm steril 
hale getirildikten sonra steril gıda ortamlarmda kültüre alma işlemidir. 

Doku kültür yöntemlerini genel olarak 5 grup altında incelemek mümkün­
dür. Bu yöntemlerin kendine has özellikleri olmasma rağmen temelde hepsinde, 
kullanılan ve gerekli olan teknikler aynıdır (Gönülşen, 1987). 

CALLUS VE SÜSPANSIYON KÜLTÜRLERI 

Doku kültürü genel olarak callus üretimiyle başlar. Callus organize olma­
mış hücreler yığınıdır (Gönülşen, 1987). Callus, yaprak, kök, sap dahil çok sayı­
da farklı doku tipinden elde edilebilinir (Şekil: 1). Buğday, arpa, çavdar ve triti­
calede olgunlaşmış ya da olgunlaşmamış embiryolar, hypocoty, kök ve sürgün 
apex'leri, olgunlaşmış ve olgunlaşmamış ve yaprak kını segmentleri, sap kısımla­
rı ve çiçekler, callus kültürü için explant kaynağı olarak kulanılabilinir (Mad­
dock, 1985). 

Nodi !Boğunl 

Şekil: 1 

Emtrycx}?nik 
. si.ispansiyaı 

Protop.as.t yada 
tı:tl türeler 

Genel tahıl doku kültür şeması (Lörz, 1987) 

Callus kültürünün degerli olabilmesi için callus hücrelerinin totipotent ol­
ması yani hücrelerin bütün genetik bilgilere sahip ve bütün organları farkhlaşmış 
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bir bitki meydana getirebilme kapasitesine sahip olması gerekir. Call~s .çoğu za­
man bitki türüne bağlı olarak, bitki hormon ve kimyasal maddelerının uygun 
kombinasyonlarını içeren agar ortamında elde edilir (Welsh, 1985). 

Callus kültürünün uzun süre devam ettirilmesi bazı kromozomal değişme­
lere neden olabilir. Bu de~şmeler, tekni~ bitki ıslahmda kullanımında engel ya­
ratsa da bu genetik varyasyon ıslah programlarmda de~erlendirilebilinir ( Gö­

nülşen, 1987). 
Bazı tahıl türlerinde Callus'dan bitki regenerasyonu başarılmıştır. Buğday, 

arpa, çavdar ve triticale kültürleri doku davranışı açısından şekerpancarı, mısır 
ve darılara nazaran daha az tepkili bulunmuştur. Bununla beraber bu bitkilerden 
elde edilen regenerant bitkiler arasında varyasyonlar görülmüştür. Bu varyasyon­
lar ço~unlukla morfolojik karakterlerde oluşmuştur (Maddock, 1985). 

SÜSPANSIYON KÜLTÜRÜ 

Callus doku generasyonunu takiben hücreler birbirinden ayrılır ve sıvı gı­
da ortamına nakledilerek hücre süspansiyonları elde edilir (Şekil: 1). Her türlü 
hücre süspansiyonunda normal hücre ço~almasına imkan sağlayan deneysel tek­
niklerle belirlenmiş kendine özgü çevresel koşullara ihtiyaç duyar. Bu devre so­
nunda potansiyel bireylerin sayısı ortaya çıkar (Welsh, 1981). 

Uzun süreden beri biyokimyasal ve fızyolojik çalışmalarda kullanılan süs­
pansiyon kültürleri protoplast kültürü çalışmalarında hücrelerin İzolasyonu 
içinde kullanılmaktadır. 

Embiryogenik süspansiyon kültürleri bazı yem bitkisi türlerinde ve mısır, 
bu~day, çeltik, triticale ve arpada elde edilebilmiştir (Lörz, Göbel, Brown, 1987). 
Ancak bu bitkilerde ilk alt kültür boyunca embiryogenik kapasite kaybolmakta 
ve süspansiyonlardan regenere olmuş bitkilerde chlorophl eksikli~ gibi sornaklo­
nal varyasyonlar görülmektedir. 

EMBIRYO KÜLTÜRÜ 

Embiryo kültürü, embiryonun yumurtalık içerisinde gelişmenin belirli bir 
devresinde izole edilerek gıda ortammda çimlendirilip geliştirilmesidir. 

Kültürü yapılan bitkilerin yabani türleri, kalite, hastalık ve zararhlara da­
yanıklılık, stres, çevre koşullarına dayanıklılık ve male sterilite gibi önemli özel­
likler için genetik varyabiletenin yararlı hazineleridir. Kültürü yapılan çeşitlerde 
böyle özellikleri birleştirmek farklı ebeveynler arası meleziemeleri gerektirir. Bu­
nunl~ birlikte böyle meleziemelerde çeşitli melezierne sorunlarıyla karşılaşılır. 
Embıryo ve endosperm arasındaki uyuşmazlıklar, melez embiryo absorbsiyonla­
oyla sonuçlanan büyük problemlere neden olabilir. Böyle durumlarda embiryo 
kültürü melezlenmesi zor olan türler ve cinsler arası melez elde edilmesrnde 
başarılı olarak kullanılabilinir (Vasiljevic, 1989) . . 
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Ayrıca embiriyo kültüründen dermansinin kırılması ve erken çimlenme 
sorunlarının çözümünde de yararlanılmaktadır (Kott ve Kasha, 1985). 

Genel olarak tahıllarda embiryo kültürü 3 önemli uygulama alanına sahip­
tir (Kott ve Kasha, 1985). 

1- Haploid bitki üretimi, 

2- Tür ve cinslerarası meleziemelerde yaşamayan embiryoların kullanıl­

ması, 

3- Totipotent hücre kültürü için explant kaynağı olarak kullanılabilinir. 

1- Haploid bitki üretimi: Haploid bitki üretimi için, Bulbosum metodu, 
embiryo kültüründe uzun zamandan beri ve özellikle arpa ıslahında kullanılmak­
tadır. 

2- Türler ve cinslerarası melezlemeler: Tahıl tohumları arasında yeni ve 
yararlı agronomik karakterleri belirlemek için geniş ölçüde hyridizasyon ça­
lışmaları yapılmaktadır. Burada başarı derecesi bunların birbirleriyle ilişkilerine 
ya da melezierne uyguuluğuna bağlıdır. Embiryo kültürü geniş hizridizasyon ça­
lışmalarında düzenli olarak kullanılmaktadır. Arpada, interspesifik hyridleri bul­
mak için kullanılmıştır ve bu sayede soğuğa ve mildiyöye dayanıklılık gibi özellik­
lerin aktarılmasına çalışılmıştır (Kott ve Kasha, 1985). 

Cinslerarası melezlernelerin amacı, hyrid üretiminden genum ilişkisini an­
lamak ve istenilen amaca uygun tohum üretmek olduğu kadar, sitogenetik ça­
lışmalarda yararlanmaktır. Birçok tahıl türünde bu amaç için çalışmalar yapıl­
mıştır. Örneğin Hordeum x Triticum, Hordeum x Secale, Triticum x Secale, vs. 
melezleri elde edilmiş ve istenilen tipte varyasyonun yakalanmasına çalışılmıştır 
(Kott ve Kasha, 1985). 

3- Explant kaynağı olarak: Olgunlaşmamış embiryolar tahıllarda ayrıca 
callus regenerasyonu için kaynak oluşturur. Bu da seleksiyon çalışmalarında özel 
orana ~ regenerantların bulunmasında, seleksiyon için varyabilite kaynağı 
sağlanmasında kullanılmaktadır (Kott ve Kasha, 1985). 

ANTER KÜLTÜRÜ 
~ Genel olarak haploid bitki ıslahı için kullanılan anter kültürü, bir bitkiden 

elde edilen olgunlaşmarnış anterlerden bitki regenerasyon yöntemidir (Dunwell, 
1985}. 

Günümüzde anter ·ya da polenlerin in vitro kültürüyle üretimi ıslahçı ve 
genetikçiler arasında büyük bir ilgi yaratmıştır. Bunun nedenleri ise genel ola­
rak; 

1- Haploidlerde dominant etkilerin yokluğu genetik çalışmaları kolay­
laştırmaktadır ve böylece resesif allelierin kısa zamanda teşhis ve değerlendirme 
potansiyeli ortaya çıkar (Goral, 1990). 
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2- Yapay olarak kromozomların iki katına çıkarılmasıyla homozigot bilki­
lerin eldesi mümkündür. Bitki ıslahında oldukça önemli olan bu inbred hatların 
zamandan ba~sız olarak kısa sürede elde edilmesi mümkündür (Dunwell, 
1985). 

Böylelikle kendine uyuşmaz bitkilerde dahi kısa zamanda homozigot hat 
eldesi mümkün olmaktadır. Ayrıca haploidlerin X ışınları gibi konvensiyonel 
mutagenlere maruz bırakılmasıyla genetik varyabilite yaratılması da mümkündür. 
Bu da istenilen mutantların seçimi ve yeni varyeteleriQ geliştirilmesine imkan 
sağlamaktadır (Dunwell, 1985). 

Anter kültürüyle haploid bitki eldesi başlıca iki yolla olmaktadır (Şekil: 2) 
(Gönülşen, 1987). 

1- Direkt androgenesis: Mikrospor bir zigot gibi davranarak in vivodaki 
değişim embiryolojik devreleri geçirir. 4-8 haftada bitkicik oluşur. 

2- indirekt androgenesis: Triticum aestivum, Oryzae sativa, Brasscica gibi 
türlerde embiryogenesis yerine mikrospor bölünerek kallus dokusu oluşturur. 
Callus aynı ya da farklı gıda ortamlarında farkhlaştırılarak, embryo kök ve sür­
gün oluşturur (Organogenesis). 

mm 
izole ed~mis ant er 

Dıreki <-- ~ -> kııi-ekt ClJ 
ardrogenesis ardrogenesis \ 

Arı!rogentosis 

-

ij) 
l 

Callus ousması 

~ 
J 

~ tJJ ; _7/if HaıJı(J k.Jius 

Regem-asyaı 

Haploid bitki 

Şekil: 2 
Anter kültüTÜ yoluyla harploı'd bı'tkı'len·n oluşması (Gönülşen, 1987) 
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Anter kültürü çoğu gramine türlerini kapsayan 200'ün üzerindeki bitki tü­
ründe uygulanmış, bunlardan ya haploid bitki ya da callus ya da yalnızca küçük 
embiryoid formları elde edilmiştir. Tahıl türlerinde anter kültürüne gösterdikleri 
tepki açısından da farklılıklar vardır. Tepki gösteren anterierin en yüksek yüzde­
si buğdayda % 87, çeltik% 67, çavdar % 43, mısır% 17, arpa % ı olarak bulun­
muştur (Dunwell, 1985). 

MERİSTEM KÜLTÜRÜ 

Bitkide meristem doku bölünebilir hücrelerin oluşturduğu dokudur. Bit­
kide bulundukları bölgelere göre meristem dokular apical (uç), interkalar (ara) 
ve lateral meristem olmak üzere üç grup altında toplanabilmektedir ( Gönülşen, 
1987). 

Meristem kültürü çalışmalarında çoğunlukla uç meristemler kullanılır. Uç 
meristemden meydana gelen küçük sürgün uçlarından aceptik kültür ortamında 
bitkicik eldesi mümkündür (Kyte, 1983). Meristem kültürünün esası da uç meris­
temin birkaç yaprak tasiağıyla izole edilip uygun gıda ortamına yerleştirilmesidir 
(Gönülşen, 1987). 

Meristem kültürünün birçok uygulama alanı vardır. 

Meristem kültürü çoğunlukla virüssüz bitki eldesi için kullanılmıştır. Virüs 
yoğunluğu bitkinin büyüme noktalarına gidildikçe azalmaktadır. Bunun nedeni 
tam olarak bilinmemekle birlikte üç meristemin virüsten daha hızlı bölünmesin­
den kaynaklandığı sanılmaktadır (Dale ve Webb, 1985). 

Meristem kültürünün diğer bir kullanım alanları vejetatif olarak muhafaza 
ve mikro üretimdir. Islah çalışmaları için bazı bitkilerin muhafaza ve çoğaltımına 
ihtiyaç duyulmaktadır. Bu bitkilerden bazıları; haploid bitkiler, steril mutantlar, 
erkek steril hatlar, tohumla çağalmada kaybedilen nadir kromozom kombinas­
yonları, aneuploid ve diğer bitkiler, özel heterozigot kombinasyonlu bulunması 
zor, hibrid genotiplerdir. Bu gibi bitkilerin tarlada yetiştirildiğinde hastalıklara 
karşı dayanıksız ve muhafaza zor olmaktadır. Ayrıca yaşam süresi sınırlı olan bu 
bitkilerin uzun süre muhafazası şarttır (Dale ve Webb). 

Vejatatif olarak uzun süre muhafazada, 2-4 cm ulaşan bitkicikler 2-4°C sı­
caklık ve düşük ışık intenartesi altında yeni kültür kapiarına alınır. Bu koşullar 
altında minimum büyüme gerçekleşir ve başka bir kültür kapına gerek duyulma­
dan bitkicikler 2-3 yıl canlı kalabilmektedir. İhtiyaç duyulduğunda bitkiler yeni 
kültür kapiarına alınır ve 25°C sıcaklık ve yüksek ışık intensitesi altında yetiştiri­
lir. 

Meristem kültürüyle binlerce bitki kısa sürede zamandan bağımsız olarak 
elde edilebilinmektedir. 

PROTOPLAST KÜLTÜRÜ 
Son yıllarda, doku kültür tekniklerinden biri olan protoplast kültüründeki 

gelişmeler bitki ıslahında yeni olanaklar yaratmaktadır. 
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Protoplast adı verilen hücre duvarı çeşitli enzimlerle (macerozyme, cellu­
lase, driselase) yıkılan hücreler birçok bitkinin değişik organlarından, özellikle 
yaprak mezofıl hücrelerinden elde edilmekte ve kültüre alınmaktadır (Jones, 

1985). 
Protoplast kültürü daha çok nicotiana, petunia, solanum gibi solenaceous 

familyasına ait türlerde uygulanmaya başlanmış, fakat tahıl türlerinde ise henüz 
gelişme aşamasındadır (Chung, 1986). 

Hücre ıslahında, DNA transferinde ve somatik hyridizasyonda önemli en­
gel teşkil eden hücre duvarının enzimlerle yıkılmasıyla sexuel meleziernedeki so­
runları devre dışı bırakacağı ümit edilen protoplast fizyonuyla yeni melez hücre­
ler elde edilebilinmektedir. 

Protoplast · füzyonunun bitki ıslahındaki rolü sadece sexuel melezierne 
yöntemlerinde karşılaşılan melezierne sorunlanru ortadan kaldırmak degil, aynı 
zamanda stoplazm.a içindeki hücre organellerinin (kloroplast, mitokondr~ plaz­
mid) üzerinde bulundugu bilinen bazı karakterlerin (erkek sterillik, antibiyotik, 
herbisit ve hastalıklara dayanıklılık vs.) stoplazınaların birleşmesi anında melez 
hücreye aktarılabilinmektedir (Chung, 1986). 

Şekil 3'de protoplast füzyonuyla cytoplasmik kısırlığın aktarımı görülmek­
tedir (Cocking, 1990). 

Male stcrile Male feıtile 
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Şekil: 3 
Protop/ast fasionuyla sitoplazmik erkek Jasırlıgınm transferi 
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Tahıl protoplast kültürleri, hernekadar regenere embiryoid ve bitkicik 
oranları sınırlı ölçüde başarılmışsa da, callus aşamasına kadar çoğu tür de 
başarılmıştır. Tahıllarda genelde kültür koşullarında yaşayan protoplastlar son­
radan totipotensi özelliklerini kaybetmekledir (Lörz, 1987). 

Protoplast kültürü açısından tahılların gösterdikleri tepki de farklı olmak­
tadır. En çok tepkili olandan en aza do~u, Pannicum, Pennisetum, Saccharum, 
Sorghum, Zea, Oryza, Triticum, Triticale, Hordeum şeklinde sıralanmaktadır. 
Tahıllardan bu tepkinin neden düşük olduğu tam olarak bilinmemekle birlikte 
hücre duvarının kaldırılması, ozmatik şok doku kültür ortamı ve kromazomal 
değişikliklerden kaynaklandığı sanılmaktadır (Jones, 1985). 

SONUÇ 

. Bütün ıslah programları generasyon devri ve populasyon büyüklüğü olmak 
üzere iki ciddi problemle sınırlanmıştır. Tek yıllık bitkilerde bile ıslahçılar gene­
rasyon süresini azaltmak ve sera, kışlık ve yazlık alternatif yetiştirme yerleri kul­
lanarak programlarını hızlandırmak için sürekli çalışmaktadırlar (Welsh, 1981). 

Bunun yanında bitki ıslahında amaç, hastalık ve zararlılara dayanıklı, 

değişik çevre koşullarına tolerant, yüksek verimli kültür bitkileri geliştirerek in­
sanlığın yararına sunmaktır. Bu amaçlara ulaşmak için yapılan ıslah çalışmaların­
da populasyonda geniş bir genetik değişkenliğin olması şarttır. Islah çalışmaları­
nın bilinçli olarak kullanılmasından bu yana bitki ıslahçıları doğal olarak bulunan 
genetik değişkenlikten yararlanmışlardır. Ancak günümüzde bu tür çalışmalarda 
gene bir genetik değişkenliğin bulunması ve bunların ıslahta kullanılması zoruola 
hale gelıniştir (Welsh, 1981). 

Doku kültür teknikleri bitki ıslahı ve geliştirme programlarında, gerek za­
manın kısaltılması ve gerekse genetik değişkenliğin yaratılması gibi daha birçok 
değişik amaçlar için kullanılabilinmektedir. 

Kısaca açıklanmış olan bu doku kültür teknikleri zaman ve ekonomik açı­
dan büyük avantaj sağlarken kuvvetli bir populasyon geliştirme metodu olarak 
dikkati çekmemektedir. 

Teknik problemler doku kültürünün her safhasında görülebilinmektedir. 
Bu neden1e regenerasyon için daha çok çabaya ihtiyaç duyulmaktadır. Bununla 
birlikte henüz gelişme aşamasında olan bu tekniklerin gelecekte insanlar için bü­
yük avantaj sağlayacağı kesindir. 
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