ENDOSPERM KULTURLERINDE TRIPLOID
BITKICIKLERIN TESEKKULU

As ieral TUZUN
Istanbul Universitesi, Botanik ve Genetik Kiirsiisii

Navashin tarafindan 1898 de Angiospermlerde cift dollenmenin kes-
finden sonra mithim problemn, bu ¢ift déllenmenin iki {irlinliniin gelisim

yollarinmi incelemek olmustur. Birinci trlin zigot ve onun verdigi bi-
polarite gosteren e m b riy o, ikinci triin primer endosperm nukleusu
ve onun verdigi organize olmamis doku yani endosperma dir.

Embriyo dollenmenin diploid tirliniidiir. Endosperma ekseriya trip-
loiddir. Haploid kromozom tagiyan iki polar nukleusun birlesmesiyle
embriyokesesi sekonder nukleusu ve onun generatif nukleuslardan biri
ile birlesmesiyle primer endosperm nukleusu (3n) meydana gelir. Pri-
mer endosperm nukleusunun birbirini takip eden mitoz boliinmeleri
neticesinde endosperma tesekkiil eder:

Endosperma genellikle kisa yasamli bir dokudur. Bezelye, fasulye
gibi bitkilerin tohumlarinin gelisimi esnasinda tamamen harcanir. Di-
ger taraftan Ricinus gibi bitkilerin olgun tohumlarinda devamli olup
embriyoyu ¢imlenme esnasinda besler. Karbonhidrat, yag, protein ba-
kimindan zengindir. Bol miktarda bliyiime maddeleri ihtiva eder.

ENDOSPERMANIN IN VITRO KULTURLERI

Kok, govde, embriyo kiltirleri doku kiiltiiriiniin erken tarihlerinde
yapilabildigi halde endospermin suni ortamlarda muhafazas1 ancak son
zamanlarda basarilmigtir.

Ilk olarak Lampe ve Mills 1933 de misir endosperm dokusunun
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genc nusir taneleri veya patates extrakti jlavelendirilmis ortamda to-
murcuklanarak cogalmasini gozlemislerdir. 1947 de LaRue tabiatta
perikarp: ¢ikarilmig misir tanelerinin beyaz bir kitle halinde gelistigini
gormiis ve bir¢ok tecriibeden sonra misir endosperm dokusunun niha-
yetsiz bliylime kabiliyetinde oldugunu gostermistir. Zea mays (misir)
1n inkisaf etmis bircok orneginden sadece birinde kok, kok-govde ek-
seninin geligtigini goérmiustiir. Daha sonra bir¢cok arastirici in vitro
olarak muhtelif spesiyeslerin olgunlasmamis endosperm Kiltiirlerinde
basarili deneyler yapmiglardir (Lampton, 1952; Straus ve LaRue, 1954;
Sternheimer, 1954; Norstog, 1956; Tamaoki ve Ullstrup, 1958; Nakajima,
1962; Sehgal, 1969). Mamafih olgun endospermden tomurcuklanmada
basar: cide edememislerdir. Ancak son on seneki calismalarda olgun
endospermden tomurcuklanma temininde sadece birkac spesiyeste ba-
sarili olunmusgtur. Rangaswamy ve Rao (1963) Santalum album’un
olgun endosperminden doku kultiurli yaparak bu sahada oncii olmus-
lardir. Daha sonra olgun endospermden doku kiiltiirleri Euphorbiaceae,
Loranthaceae ve Santalaceae’ye ait bitkilerde yapilmistir. Nag (1970)
parazitik bitkilerden Dendrophthoe falcata, Tazxillus cuneatus, T. ves-
titus ve Leptomeria acida’nin olgun endospermlerini kiiltiire etmis-
dir. Angiospermlerin sadece autotropik dort érneginde basarili olgun en-
dosperm kiulturleri yapilabilmistir: Croton bonplandianum (Bhojwani
1966) ; Jatropha panduraefolia, Putranjiva roxburghii ve Ricinus com-
munis (Srivastava, 1971 c).

Kiiltiirlerin yapilisina gecmeden once biiyiimede etkili olan faktor-
lerden bahsedelim:

In vitro (= tecriibe tiibiinde) olarak cok az arastirici endosperm
dokusunun biiyiimesinde fiziksel faktorlerin etkisini incelemistir.

pH : Besleyici ortamin pP s1 ekseriya 4,5 ve 6,3 arasinda bulundu-
rulmustur. Lampton (1952) Asimina’da endospermanin en iyi buyl-
mesinin pH 4.0 de, Straus ve LaRue (1954) misirda pH 7 de oldu-
gunu bulmuslardir. Srivastava (1971, 1973) en iyi bliylimenin Jatropha
ve Putranjiva’da pH 5,6 da, Ricinus’da pH 5.0 de oldugunu kaydet-
mistir.

ISI VE ISIK: Straus ve LaRue (1954) misir endosperminin biiyi-
mesi icin 20-30°C arasini denemislerdir. 30°C da biiyiimede en az %50
azalma ve 20°C deki ile 25°C deki mukayese edildiginde 25°C dekinde
4 misli bir artig gorilmiustir. Jatropha ve Ricinus endosperm kiiltiirle-
rinde de 24-26°C ler kallusun en iyi biliylimesini saglamistir (Johri,
Srivastava 1973).

Misir endospermi sadece karanlikta birakildigl zaman memnuniyet
verici bir bliyime gostermistir (Straus ve LaRue 1954). Lolium’un bi-
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yumesinde 1§1g1a hicbir etkisi yoktur (Norstog i856). Ricinus’da en
iyi biiylime devamli 151k (1500 lux) altinda ortaya cikmustir (Johri ve
Srivastava 1973).

Pigmentasyon :

Straus (1960) misir endosperm kiiltlrlerinde antokyan sentezini
en iyi saglayanlarin aspartik asit ve sistein oldugunu bulmustur. Hal-
buki riboflavin, methionin, asparagin, glutamin ve valin pigmentas-
yonu inhibe ederler. Yukarda bahsedilenlerin hepsi tecriibe edilmis ve
Ricinus'da pigment sentezinin basarisiz oldugu gozlenmistir (Johri ve
Srivastava 1973).

Straus (1959) genellikle asidik ortamlarin pigment sentezinde ha-
fif tegvik edici, alkali ortamlarin inhibe edici etkisi oldugunu bulmus-
tur, Fakat pH 4,5-5,0 olan asidik ortamda biylyen Ricinus’un endo-
sperm kallusu herhangibir pigmentasyon géstermemistir.

Organ tesekkilid:

Organ tesekkiilli parazitik angiospermlerin 6 spesiyesinde (Ezxo-
carpus, Scurrula, Dendrophthoe, Leptomeria, Tazillus cuneatus, T. ves-
titus) ve 3 autotropik spesiyeste (Croton, Jatropha, Putranjiva) go-
rilmustir.

Olgun endosperm daha ziyade ya pir sitokinin veya sitokinin+auxin
ihtiva eden ortamda optimal biiyiime gosterir. Mamafih autotropik or-
neklerde sitokinin ve auxinin yaninda CH (Casein hydrolsate) veya
YE (Bira mayas1 extractl) minda ilavesine ihtiyac¢ oldugu goriilmiistiir.

Parazitik Orneklerin hemen hemen hepsinin olgun endosperm do-
kularinda kallus tesekkiilii olmadan govde tomurcuklarinin meydana
geldigi, halbuki autotropik orneklerde kallus tegekkiiliinden sonra to-
murcuk tesekkiilii oldugu deneyler sonunda kaydedilmistir.

ilk olarak Johri ve Bhojwani (1965) Ezocarpus cupressiformis’in
olgun endosperminde govde tomurcuklarinin farkhilasmasini IAA ve
CH ilavelendirilmis WM (White ortami®) nda kaydetmislerdir. Endos-
perm zayif olarak tomurcuklanmistir. Bu arastiricilar ortamdan CH 1n

kaldirilmasiyla tomurcuk farkhlasmas: gosteren kiiltiirlerin nisbetinde
13-26 aras1 bir artis oldugunu gozlemislerdir. Bhojwani (1968) KN (Kine-

tin) in tek basina tomurcuk farklilasmasina sebep olabildigini bulmus-
tur (Sekil 1).

(*) White ortami: Su: 1000 cm? MgS0,:0,360 g, Ca(NO,),:0,200 g,
Na,S0,:0,200 g, KNO,:0,080 g, KC1:0,065 g, NaH,PO,: 0.0165 g.
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Sekil: 1 — Exocarpus cupressiformis. WM + 1AA + KN + CH ortaminda
govde tomurcuklarimin (shb) farklilagsmasini gosteren endosperma kesiti
(Johri ve Bhojwani, 1965).

Johri ve Bhojwani (1970 Scurrula pulverulente’nmin kiiltiirlerinde
olgun endospermden Klorofilli tomurcuklarin gelistigini goérmiislerdir.
Taze ortamda tekrar kiiltiirleri yapildiginda haustorium halinde fark-
lillagan tomurcuklar nadir goriilen bir haldir. Bu spesiyeste disardan
bir sitokinin verilmeden tomurcuk farklilagsmasi yoktur. (1.3 x10M)
SD8339 da tomurcuk farkhilagsmasi kolaylasmis fakat bu farklilagsma
icin 6-(y, y dimetilamino)-purin en cok, trikanthin en az etkili olan-
dir (Sekil 2).

Nag (1970) Taxillus vestitus ve T. cuneatus’un olgun endosper-
minden govde tomurcuklarinin farklilagmasini incelemistir. 7. vestitus’
da agar ortamina baghh endospermin oriantasyonu ¢ok mihim bir rol
oynar. Sayet endospermin yarim parcasl ortam ile kesik ylizii temas
edecek sekilde dikilirse 10 hafta sonra Kkiirtiirlerin % 100 iinde her
kiltiir basina 12-18 gévde tomurcugu meydana gelir. Bu netice orta-
ma verilen sitokinine baghidir. Govde tomurcuklarimin farklhlasmasi
icin 10.0 ppm KN ye 6 hafta, 5.0 ppm KN ye 9 hafta ihtiyac¢ vardir.
Tomurcuklarin WM + Adenin veya WM + 3 (y, y dimetilamino) -
purin de farkhilasmasi zayifdi. Endospermin yarim parcas:t vertikal
veya horizontal olarak dikildigi zaman once 2 tomurcuk kesik Kkis-
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Sekil: 2 — Scurrula pulverulenta. WM -+ zeatin ortaminda 16 haftalik kiil-
tiir (Bhojwani ve Johri, 1970).

ma yakin epidermal hiicrelerden gelisir. Tomurcuklarin cogu ortam ile
direk temasta olan endosperm kismindan gelisir. Tomurcuklar, yarim
endosperm parcasi 0.025 ppm KN de 4 saat emdirildikten sonra WM ye
dikildiginde dahi gelisirler. Boyle parcalarda tomurcuklara bitin ylzey
boyunca rastlanir. Benzer durum Nag (1970) tarafindan T. cuneatus’

ta gozlenmistir (Sekil 3).

Johri ve Nag (1968), Nag (1970) Dendrophthoe falcata’nin en-
dosperm kiltiirlerinde calismislardir. Sekillerden anlasilacagi gibi Dend-
rophthoe de Exocarpus’a zit olarak CH ile takviyelenmis ortam, en-
dospermden govde tomurcugu farklilasmasi gosteren kiiltlirlerin nis-
betinde bir artmaya sebep olmustur. Indol propionik asit (IPA) kil-
tirlerin % 35 inde govde tomurcuk tesekkiilline sebep olmasina rag-
men, tomurcuklar daha sonra deforme olmustur. NAA (Naftalen-asetik
asit, 2.4-D (2,4 Diklorfenoksi asetik asit), 2.5,5-T (Triklorfenoksi ase-
tik asit) gibi diger auxinler denenmis ve tomurcuk tesekkiiliine sebep
olmadiklar1 goriilmistiir. Indol butrik asit tomurcuk tesekkiiliinden
ziyade bol kalluslanmaya sebep olmustur (Sekil 4).

Nag (1970) Leptomeria acida’nin endosperm Xkiiltiirleri ile de ca-
Iismigtir,. WM +IAA veya WM+IBA +bir sitokinin+CH ortaminda gov-
de tomurcugu gelismesini gozlemistir. IBA ile ilavelendirilmis ortam
endosperm kallusunun hizl1 blytumesi icin cok elveriglidir. Kallus TAA
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Sekil: 3 — Taxillus vestitus, WM 4+ KN ortaminda (A) Endosperm yarimil-
nin 10 haftalik (B) 16 haftalik kiiltiirii (Johri ve Nag, 1970)

I1 ortamda biiyudiiglinde, kiiltiirlerin hemen hemen hepsi 7 hafta son-
ra tomurcuk farkhilagsmasi gostermistir ve bu tomurcuklar diger 3 haf-
ta icinde govdeler halinde gelismislerdir (Sekil 5).

Parazitik angiospermlere ait bitkilerin kiiltiirlerinden kisaca bah-
settikten sonra Euphorbiaceae’ye ait autotropik bir. bitkinin endos-
h perm kultlirine deginelim :

Putranjiva roxrburghii'nin olgun meyvalar: agaclardan toplandik-
tan sonra perikarp ve tohum gomlegi cikarilmis sonra embriyoyu ce-

viren endosperm sterilize edilmis ve White'in % 4 sukrozla gelistiril-
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Sekil: 4 — Dendrophthoe falcata. A) WM + 1BA -+ KN ortaminda endosper-
min tomurcuklanmasinl gosteren 3 haftalik kiiltiir B) WM + 1BA 4+ KN + CH
ortaminda endospermin kalluslanmasini gosteren 12 haftalik kiiltiir, C) 7 haif-
talik kiiltlirde endosperm yiizeyinden -govde tomurcugunun farklhilagsmasi, D)
WM + 1AA + 6-benzilamino purin + CH ortaminda 18 haftalik kiiltiir (Johri

ve Nag, 1968),

mis % 8 agar ortamina aseptik sartlarda dikilmistir. WM ye bazi bi-
yume reguilatorleri de ilave edilmistir. Kiiltiirler 254 2°C da hergiin 10
saat 500-600 lux diffus 1s1ga maruz birakilmiglardir. Biitiin deneyler
iki defa tekrarlanmig ve her muamele icin 48 Kkiiltiir yapilmistir.
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Sekil: 5 — Leptomeria acida. A) WM + 1BA 4+ KN + CH ortaminda cok
sayida kiiciik yaprakli govdeleri gosteren 12 haftalik endosperm kiiltiirii, B)
WM + 1AA + KN + CH ortamina nakledildikten sonraki durum (Nag, 1970).

WM de embriyo normal bir fide gibi gelisir ve 30 gin i¢inde kiil-
tiirlerin '% 72 sinde endospermin tamami harcanir. 2.4-D den gayri
auxin ihtiva eden ortamda embriyo ¢imlenmis fakat endosperm inaktif
kalmist:r. Endosperm WM+2.4-D (10°M) ortaminda cok az tomur-
cuklanma gostermigtir.

Ortamda (10°M x5.0) kinetin bulunursa endospermden yesil no-
diller gelisir. Histolojik calismalar bunlarin exogenik orjinli oldugunu
gostermistir. Endospermin 60 mg agirhiginda nodulli kisimlart WM+
IAA (1,2x107°°%) +Kkinetin (2,4x10-%) +CH (1000 ppm) ortamina nakledil-
diginde bol bol tomurcuklanmistir. 6 hafta sonra kallusun 90-100 mg
ik parcasi ayni ortamda tekrar kultluire edilmistir. Herbiri 4 hafta ol-
mak lzere 3-4 ekimden sonra kallus yogun hale gelir ve kiltlirlerin
Y% 85 inde birkac gévde tomurcugu tesekkiil eder. Bunlarin herbiri 5-6
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Sekil: 6 — Putranjiva roxburghii. A) WM -+ 1AA -+ kinetin 4+ CH orta-
minda endosperm kallusu, B) Ayni ortamda 8 haftalik endosperm kallusu, C)
Bitkicik gosteren bir kiiltiir, D) Giberellin emdirilmis endosperm parcasindan
direk olarak farkhlasan gévde tomurcugu, E) 1PA ortaminda govde tomurcugu

farkhilagmasini gosteren 6 haftalik kiiltiir (Srivastava, 1972).

iyi gelismis yaprak tasiyan 4 cm uzunlugunda govdeler halinde gelisir
ve kiiltiirlerin % 21 inde koklerinde ayni kallustan farklilastigy goriliir.
Boylece tiim bir bitkicik elde edilmis olur. Sayet bu govdeler kallustan
kesilip taze ortama dikilirlerse, kesilmis kisimlarindan koklerin farkl-
lagtigr goriilir. Farkhh inorganik maddelerle yapilan deneyler KNO;,
CaNO,; veya KH,PO, ihtiva etmeyen ortamlarda kallus biiylimesinin ve
govde tomurcuk farklilasmasinin zayif oldugunu gostermistir.
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Olgun endospermin tomurcuklanmasi icin embriyonun timiine ih-
tiya¢ vardir. Olgun endosperm dokusu eger embriyosuz kiiltiire edilirse
tomurcuklanma gorulmez. Cimlenme esnasinda giberellin gibi madde-
lerin embriyodan calgilandigi (Paleg 1960, Ingle ve Hageman 1965)
kaydedilmistir.

Bhojwani (1968) Croton’da, Srivastava (1971 c¢) Putranjiva ve Ri-
cinus’ta embriyo faktorlinin yerini alici madde kesfi icin calismalar
yapmiglardir. Onlar, endosperm parcalarini ortama dikmeden once 0.1,
0.5, 1.0, 2.0, 5.0 ppm GA; (giberrellik asit) soliisyonunda, IAA veya
KN sollisyonunda 12, 24, 36, 48, 72 saat iyice 1slatmislardir. 2.0 ppm
IAA de iyice 1slatilan kiltir parcalar: ekildikleri zaman dikkate deger
sekilde genislemisler fakat tomurcuk vermemislerdir. Daha iyi bir du-
rum Putranjiva ve Ricinus’da gozlenmistir. Putranjiva’nin endosperm
parcalart GA; (1.0 ve 2.0 ppm) de 36 saat islatildiktan sonra WM+
JAA+KN+CH veya WM+2.4-D+KN+YE ortaminda kiiltlire edilirlerse
kultir parcalarinin kenarlarindan kallus tesekkil ettigi ve 4 hafta son-
ra kiclik yesil tomurcuklarin gelistigi goruliir.

Srivastava tarafindan Putranjiva’nin endosperm Kkultiirlerinde
govde tomurcuklarinin farklilagmasi icin ayni konsantrasyonda farkl
auxin ve sitokininlerin etkisi CH 1 ortamlarda incelenmis ve asagidaki
tablo cikariimistir :

Govde to-
murcuklari
KONSANTRASYON gosteren Kkiil-
(M) tirlerin % si
AUXINLER
indol asetik asit ............ (IAA) 1.2x10°5 85
Indol propionik asit ......... (IPA) 1.2x10°° 74
Indol-3-biitrik asit ......... (IBA) 1.2x107 61
Nafthalen asetik asit ...... (NAA) 1.2x10°3 43
2.4 Diklorfenoksi asetik asit (2.4-D) 1.2x10° 0
2.4 Diklorfenoksi asetik asit (2.4-D) 2.0x10°¢ T
SITOKININLER
6-(y, y dimetil amino-purin) 2,4%x10°5 87
Zeatin 2,4x10°3 84
Kinetin 2,4x10°3 83
Benzil adenin 2,4x1073 51
SD 8339 2,4x10°3 39
24x1073 9

Trikantin
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Kalluslu endosperm dokusundan govdelerin farklilagmasi i¢in IAA
in en fazla etken, 2.4-D nin en az etken oldugu gorilmiigtir. IPA nin
IAA y1 hemen takip eden oldugu kaydedilmistir. :

Sitokininler arasinda 6-(y, y-dimetil amino-purin) 1n en fazla, tri-
kantinin en az etken oldugu bulunmustur. Zeatin ilave edilen ortam-
da govde tomurcuklarl hizla farklilagmig ve 4 haftada 10 cm uzun-
luga erigmistir.

Ezocarpus’un endesperm Kiiltiirlerinde govde tomurcugu tesek-
killinde CH 1n inhibe edici etkisine karsihk Putranjiva’da CH ¢ok
¢nemlidir. Kallus buylimesi 2000 ppm CH da cok iyi, 3000 ppm de gov-
deler 0,8 cm den fazla bliylimemis; 5000 ppm de ise bol kallus tesekkiil

etmistir.

SONUC

Endosperm kiltlire edildiginde ekseriya organiza olmamis doku
kitlesi halinde gelisir, Embriyo gibi endosperm hiicrelerinden hausto-
riumlar, govdeler, kokler yani tim bitkiciklerin farklhilagsmasi bize bu
hiicrelerin potansiyelini gosterir. '

Endospermden sentetik ortamda organlagsmanin meydana gelebil-
mesi i¢in genel bir formiil bulunamamigtir. Formiil her bitki icin de-
gisik olmaktadir. Farkli ortamlarda biiylime cevaplarinda bazi benzer-
likler varsa da biiyiime maddelerinin etkisi ¢cok degisiktir.

Goriildigi gibi organlagsma parazitik angiospermlerde endosperm
dokusundan direk olarak meydana geldigi halde autotroflarda kallus
tesekkiilinden sonra olmaktadir. Bunun sebepleri arastirmaya deger-
dir. Kallusta farkli ploidi derecelerinde hiicreler goriilmesine ragmen
sadece triploid olanlardan organlarin farklilagmasi anlagilamamigtir.

Endospermden triploid bitkiciklerin tesekkiilii cok enteresandir.
Mamafih heniiz sayilarini cogaltmada ve onlarin topraga naklinde fazla
basar: elde edilememistir. Daha ileriki calismalarda bu problemlerin
halledilecegi umit edilmektedir. Endospermden triploid ve onlardan
hexaploid bitkiciklerin elde edilmesi genetikci ve bitki yetistiricileri icin
cok mihim bir mijdedir.
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