Organogenesis ve
Somatik Embriyogenesis



» Hicrelere ve dokulara baski uygulayip bazi
degisikliklere sebep olarak sirgin veya kok
taslagi diye adlandirilan tek kutuplu ve vaskiiler
sistemi kokenini aldigi dokuya bagli olan bir
yapinin meydana gelmesi islemine organogenesis
denir.




FIG, 8.1, In Vitro regeneation of plants through tssue culeure, (A) Source of tissue explant. (B) Explant culture on
agar mednum. (C) Callus production, (D) Plantiet regenerated. (E) Plandet trinsplanad inio sieeile sodl.
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Etkin  bir  organ  olusumunun yerine
getirilebilmesi igin gerekli olan sartlar;

» uygun eksplantin segilmesi,

» bliyiimede aktif maddeleri igeren uygun bir
besin ortaminin secilmesi ve

» fiziksel cevre kosullarinin kontrolidiir.




Eksplant segimi

Kiltire alinan eksplantin davranigini etkileyen
faktorler;

» Basta genotipik varyasyon olmak lizere doku
kaynagi olarak kullanilan organ,

» organin ontogenetik ve fizyolojik yasi,
» eksplantin bitkiden alindigi donem,




organogenesis ¢alismalarinda yaygin
olarak kullanilan eksplantlar

» govde,

» kok,

» yaprak,

» ¢icek durumu,

» yumurtalik veya yumurta hicresi,

» kotiledon ve hipokotil gibi fide organlari ve
» Tohum embriyosu




Besin ortamlarin secilmesi

besin ortaminin temel icerikleri;

» inorganik maddeler,
» organik maddeler,
» bitki blylme diizenleyicileri ve

» dogal kompleksler olmak lizere 4 ana grup
altinda incelenir.




Inorganik maddeler

1) Temel makro elementler
NIKIPICGISIMQ

2)Temel mikro elementler
Fe Mn,B,Cu,Zn,I Mo,Co




Organik maddeler;

» Amino asitler;
glutamin, asparagin

» Nikleotidler;
adenin, guanin, sitozin, timin

» Organik asitler;
sitrat, malat, fumarat, piruvat




Bitki biiyiime diizenleyicileri

» oksin ve sitokinin /n wvitro kiltirde en c¢ok
ihtiyag duyulan bitki blyime diizenleyicileridir.

» En fazla kullanilan oksinler;

~ 2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D),
~ naftelen asetik asit (NAA),

~ indol asetik asit (TIAA) ve

~ indol bltrik asit (IBA)'tir.




» En fazla kullanilan sitokininler ise:
> kinetin ve

» Né-benziladenin/benzil amino piirin
(BA/BAP)dir.

» Bitki tirlerinin biyik bir ¢ogunlugu uygun
oksin/sitokinin  oranina, sirgin ve  kok
olusturarak cevap verir.




Auxin:

Cytokinin:
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Dogal kompleksler

» hidrolize olmus protein preperasyonlart,

» maya urdnleri,

» hindistan cevizi situ




Kiltdr sartlari

» kiltir ortaminin fiziksel hali,
» pH,

» hem,

v 151k,

» sicaklik ve

» kiltdr kaplarinda biriken gazlarin  miktar:
organogenesis basarisini etkilemektedir.




Ortamin fiziksel hali

» ortamin kati ya da sivi olmasi organogenesiste
onemli rol oynar.

» Agar ile katilastirilmis ortamda blydtilen kallus
yavas buyur ve varolan kallus kimesinin
¢evresinde yeni hiicreler gelisir.




» Fakat hicre sispansiyon kiilturlerinde tek veya
kiime hicreler devamli olarak besin ortamina
maruz  kaldigindan daha fazla biyilme
gosterirler.

» Genel olarak organogenesiste en ¢ok basari kati
ortam Uzerinde kallus veya yayilmis hicre
suspansiyonlari ile saglanmistir.




Ortamin pH degeri

» besin maddelerinin ¢okelmesi ile besin
maddelerinin ve bitki blyiime dizenleyicilerinin
alimini etkilemektedir. Besin ortaminin pH'si
genellikle 5.0 ile 6.5 arasindadir.




Nem

» kiiltir gevresinin nem orani genellikle 7%100'e
yakindir.

» Bazi durumlarda nem oraninin dizenlenmesi
farklilasmanin ne yonde olacaginnin belirlenmesi
acisindan onemlidir.




Isik
» farkhlasma igin gerekli 1sik bilesenler:i;
~ 181gIn giddeti,

~ guin i¢ginde uygulama periyodu ve

- niteligidir.




» Maksimum kallus blyiimesi karanlikta olmasina
ragmen, disuk 1sik siddeti organogenesis ve
embriyogenesisi arttirabilir.




Sicaklik

» Genellikle kiltirler 20 ile 30 °C arasindaki sabit
sicakliklarda tutulurlar.

» Belli bir bitki tird igin biyime ve farklilasmanin
optimum  dizeyde gergeklestigi  sicaklik
degerlerinin onceden belirlenmesi gerekir.




Kiiltir kaplarinda biriken gazlar

» kiltire  alinan  eksplantlarin  etrafindaki
atmosferin gaz igerigi bitki kiltur sistemlerinin
performanisini etkiler.

» Atmosferin gaz igerigi etilen, oksijen,
karbondioksit, etanol, ve asetaldehitten olusur.




ORGANOGENESIS CESITLERI
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» Organogenesisteki anahtar morfolojik ozellik
meristematik merkezlerin olusumudur.

» Direkt ve indirekt organogenesisin her ikiside
de, meristematik merkezler vakuolli parenkima
hicrelerinden olusurlar.

» Bu hicreler yapi olarak kigik, izodiyametrik,
ince duvarl hicrelerdir ve yogun bir sekilde
boyanan belirgin ¢ekirdeklere sahiptirler.




» Kallus organizasyon gostermemis hicreler yigini
olarak fanimlanmaktadir.

» Tipik kallus hicresi fazlaca vakuolli parenkima
hiicresidir ve ¢ok ince ¢evresel bir sitoplazma

katmani ile hiicre duvarina karsit baskilanmis bir
¢ekirdege sahiptir.




» Ayni  bitki  tirinden alinan  eksplantlar
organogenesis olugsturma kapasitesi bakimindan
biyik farkliliklar gosterebilir, bunun yaninda
kallus homojen degildir ve Kkiiltirde yas ile
birlikte gesitli degisikliklere maruz kalmaktadir.




Kallus dokusundan siirgiin geligimi

~ eksplantin gevresinde hiicre dizileri olugur

> hicre dizileri ve eksplant arasindaki bolgelerde
trake elementleri ortaya ¢ikar

~ Kiltirden bir hafta sonra trake elementlerinin
yaninda hicre bolinme bolgeleri g6zlenmeye
baslar.




» Bu bdlgenin iginde 6zellikle kallusun alt yarisinda
takip eden giinlerde meristematik merkezler olusur.

> Bu merkezler daha sonraki glinlerde gozle
gordulebilir surgtn taslagini olustururlar.

» En once olusan siirginler ortama temas eden kallus
ylzeylerinin genis gikintilar: Gzerinde gérdlir.

» Tomurcuklar iki hafta sonra ortaya ¢ikar ve

~ bariz yaprakli vejetatif siirgiinler 18-21 ginlik
dokularda gozlenebilir.




ORGANOGENESISTE MEYDANA GELEN
ONEMLI OLAYLAR

» Hiicresel yeterlilik ve kararhlik:

Organogenesiste onemli olan yaklagimlardan biri
esneklik (plastisise) teorisidir.




» Organ olusumunun erken safhalarinda gelisim
sureci esnek bir yol izler.

» Gelismenin belli bir kritik dénemine kadar,
meristemi meydana getiren hiicre veya hiicreler
tarafsiz davranir, fakat daha sonra ortamdaki
sartlara veya uyaricilara gore ya siirgin
meristemi ya da kok meristemi olarak
sartlanirlar ve morfogenetik siireg siirgtin veya
kok olarak sonuclanir.




» Eksplantin ortama konulmasindan belirgin bir
organin ortaya ¢ikmasina kadar gegen sire
icinde, U¢ asamada incelenebilecek bir dizi
olaylar meydana gelmektedir.

1) yeterlilik (competence)
2) kararlilik (determination)

3) morfolojik farklilasma.




» Yeterliligin kazanildigi birinci asamada, ortama
konulan eksplant dokusu, organogenik bir uyarim
icin belli bir yetenek, diger bir ifadeyle
yeterlilik kazanir ve bu asamada oncelikle olgun
eksplant  dokusunun  tersine-farklilasmasi
(dedifferentiation) gergeklesir. Bu durumda
yeterliligin kazanilmasi herhangi bir ortamda
(stirguin, kok veya kallus) gercgeklesebilir.




» Bu ilk asamanin sonunda organ olusturmak igin
yeterlilik kazanan hiicre veya hiicrelerin, belli
bir gelisme ftipi (stirgtin, kok veya kallus
olusumu) igin kararl hale getirilmeleri gerekir.

» Bu iglemin gergeklestirildigi stire¢ /n wvitro
organogenesisteki kararliik asamasi olarak
adlandirilir ve soz konusu  gelisme tipinin
belirlenmesinde, ortamdaki bitki  blytime
diizenleyicilerinin konsantrasyon ve
kombinasyonlar: 6nemli olmaktadir.




» Uglincli agamada ise, morfolojik farklhilsma ve
gelisme  tfamamlanarak  belirgin  organlar
goziikmeye baslar ve  bu  gelismenin
tamamlanmasi, yine herhangi bir ortamda
gergeklesebilir.

» Tkinci agama sonunda hiicre veya hiicreler hangi
organogenik yol igin kararl hale gelmislerse,
artik onlarin meydana getirecegi organ fipini
degistirmek mimkin degildir.




Fizyolojik, biyokimyasal ve metabolik olaylar

» Steward ve ark. (1964)nin gorisine gore;
Hicrenin gelisme potansiyelinin ortaya ¢ikmasi
icin hiicrenin fiziksel ve/veya fizyolojik olarak
izolasyonunun gerekli oldugu disiinilmektedir.




» Tzolasyon islemi anne dokunun baglantisini etkili
bir sekilde yok eder ve hicreleri boylece
fiziksel ve kimyasal kisitlamalardan kurtarir.

» Hicreler kimyasal bir uyariya maruz kaldiklar
zaman sessiz durumlarindan aktif blyume igin
gerekli olan kapasiteye dogru gegis yaparlar ve
gerekli besinler ortamda varsa onlarin kalitsal
morfojenik potansiyelini agiga vururlar.




» Morfojenik hiicre yiginlarinda (mersitematik
merkezler veya embriyogenik hicre kimeleri)
bunlari ¢evreleyen kalin bir hiicre duvar: vardir
ve bunlarin arasinda veya bunlari gevreleyen
hicrelerde/dokularda plazmadezmata mevcut
degildir.




» Fakat yiginlarin iginde daha ince hiicre duvarlar:
ve fazla miktarda plazmadezmata vardir ve bu
da muhtemel hicreleraras: iletisimin var
oldugunu gostermektedir.




» Organ olusturan dokular zerine yapilan
biyokimyasal ¢alismalara goére; meristematik
merkez ve siirglin primordiyasinin olusmasindan
once  nisasta  birikimi  olmaktadir ve
organogenesis i¢in ortamdan devamli serbest
sekerin saglanmasi gerekir.




» Surgin olusumuna yonelecek olan dokular, ¢ok
daha yiiksek miktarda adenozin fosfataz ve
NAD+ bulundururlar ve daha diigiik enerji yuki
icerirler.




Organogenesisin Avantajlari

» Hicre veya dokulardan yeni bitki meydana
getirmeye imkan tanidigi igin, generatif yoldan
¢ogaltilmasi zor olan bitkilerin Gretimine olanak
saglamaktadir.

» Bitki transformasyon c¢alismalarinda oldukga
onemlidir.




Organogenesisin Dezavantajlar

» Butin  bitki  tirleri icin  evrensel bir
rejenerasyon protokoli yoktur. Her bitki tird
hatta her bitki ¢esidi igin spesifik bir sistemin
optimize edilmesi gerekir.




SOMATIK EMBRIYOGENESIS



» Bitki hiicrelerinden embriyo elde etmek igin
yumurta hicresini kullanabiliriz.

» Ancak embriyo elde edilmesi yumurta hiicresiyle
sinirl degildir.

» In vitro kiltir sartlarini ve 6zellikle de bitki
blylme dizenleyicilerini ayarlayarak bir
bitkinin herhangi bir somatik hiicre, doku veya
organindan embriyo elde edebiliriz.




» Vejetatif
hicrelerden
gelisen embriyolar
somatik embriyo
olarak
adlandiriimaktadir.

P




» Somatik
embriyogenesis
ilk defa havug
bitkisinin
somatik
dokularindan
elde edilmistir.

o







» Genel olarak somatik embriyo lretimi igin gok
degisik bitki kisimlari kullanilabilmektedir.

» Ancak, olgunlagsmamis zigotik embriyolar
somatik embriyogenesis igin 6nemli bir kaynak
olusturmaktadir.

» Bunun nedeni zigotik embriyolarin
embriyogenik gelisme igin gerekli olan genleri
aktif hale getirdiklerine inanilmaktadir.




» Glniumizde misir, bugday, celtik, soya, bezelye
ve yonca gibi birgok énemli kiiltir bitkisinde
ylksek oranda somatik embriyo lreten
yontemler gelistirilmistir.




» Somatik embriyo elde etmek igin somatik doku
hicreleri oncelikle yliksek oranda oksin
(genellikle 2,4-D) igeren ortamda kiltire alinir.

» Daha sonra da oksin igermeyen yeni ortama
aktarilirsa embriyo lUretme yetenegini
kazanmaktadirlar.

» Oksinlerin somatik bitki hiicrelerine embriyo
Uretimi igin yeniden zigotik bir kapasite
kazandirdigi belirtilmektedir.




Somatik embriyolar olusurken;
» Globular

» Kalp

» Torpido

» Kotiledon

olusum safhalarini gegirirler.







» Somatik embriyolar organogenesis
yoluyla gelisen sirgiinlerden farkhlik
gosterirler.

» Govde-kok ekseninde ayni zamanda
sahip olup, asil doku ile vaskuler
baglantilar: olmadigindan dolay! dokudan

kolaylikla ayrilabilirler




Somatik embriyogenesisi
etkileyen faktorler



1. Eksplant kaynagt:

» Somatik embriyogenesisin
basarisinda eksplant
kaynagi son derece onemli
olmaktadir.

» Yiksek oranda basari icin /
eksplantin hizli hiicre
boliinmesine sahip iyi geliset éﬁ'
ve saglikh bitkilerden ey ]

alinmasi 9er'ek|idir'. piece of
|leaf




2. Genotip:

» Somatik embriyo olusturma frekansi bakimindan
tirler arasinda énemli farkliliklar gozlendigi
gibi, ayni tur igerisindeki farkl genotip ve
¢esitlerin dahi embriyo olusturma kabiliyetleri
farkh olmaktadir.

» Ornegin patateste anter kiltird yoluyla
somatik embriyo uretimi kalitsal olup, disuk
embriyogenesis kapasitesine sahip genotipler
arasinda yapilan melezlemeler sonucunda
rejenerasyon kabiliyeti daha yiiksek olan déller
elde edilebilmistir.




3. Besin ortaminin igerigi:

Besin ortamina ilave edilen blylme diizenleyicilerinden
oksinler somatik embriyo olusumunu en fazla etkileyen
bilesiklerdir.

Embriyogenesis olusumunu tesvik etmek igin en fazla
kullanilan oksin 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-D)
olmasina ragmen, a-naftalenasetik asit (NAA), pikloram
ve dikamba gibi oksinler de ya tek baslarina veya 2,4-D
ile birlikte kullanilmaktadirlar.

Genellikle 2,4-D besin ortamlarina 0.5-2 mg/| oraninda
katiimaktadir.

Ote yandan oksinler somatik embriyogenesisi tegvik
etmek icin kullanilmalarina karsin, ortamda oksinin
surekli bulunmasi somatik embriyolarin geligimini
engellemektedir.




» Sitokininlerin besin ortamina ilave edilmesi
genellikle somatik embriyo olusumunu
engellemektedir.

» Ancak, tam bir embriyo olgunlasmasi ve bitki
gelisimi igin i¢sel hormon seviyesine bagl olarak ¢ok
dusuk oranlarda sitokinin ve 6zellikle de BA gerekli
olmaktadir.

» Bazi bitki tirlerinde gibberellik asit de
embriyolarin bitkiye donusumunu tesgvik etmektedir.

» Ortama absisik asit (ABA) ilave edilmesinin de

anormal embriyo gelisimini engelledigi
belirti lmek’red?r. ’ ’ ?




» Murahige ve Skoog tarafindan gelistirilen MS
temel besin ortami embriyogenesis ¢alismalarinda
yaygin olarak kullaniimaktadir.

» Ilave olarak , Bs, SH ve N, ortamlari da bircok
bitki turidnde basarili sonuglar vermektedir.

» Yiiksek oranda indirgen N formu somatik embriyo
olusumunu ve geligsimini tesvik etmektedir.

» Besin ortamina inositol ve sorbitol gibi sekerlerin
ka’nlmasu embriyo yapisini iyilestirirken, sakkaroz
Liyogenesisi tesvik etmektedir.

aq .



4. Cevre Sartlart:

» Isik kaynagi, yogunlugu ve siresi ile sicaklik somatik
embriyo olusumunda 6nemli rol oynamaktadir.

» Kallus olusumu igin eksplantlar énce karanlikta veya 500-
1000 liks 1s1k altinda 16 saatlik fotoperiyotta kiiltire
alinirlar daha sonra embriyo olgunlagsmasi ve bitkicik
gelisimi igin 5000-10000 liiks 1g1k siddetine tabi
tutulurlar.

» Bitki turdne bagli olmakla beraber en yiiksek oranda
embriyo gelisimi 24-26 °C de gergeklesmektedir.




Somatik Embriyo Rejenerasyonu

» Kiltire alinan eksplantlardan hizli bélinen
embriyonik hiicreleri elde etmek igin dncelikle
ylksek konsantrasyonlarda oksine ihtiyag
duyulmaktadir.

» Oksin i¢eren besin ortamlarinda embriyo olusumu
tesvik edildikten sonra kiltirler oksin icermeyen
ortama aktariimalidir. Bu safhadan sonra ortama
oksin ilave edilmesi embriyo gelisimini
engellemektedir.




» Bitki tird , kullanilan eksplant
ve besin ortaminin igerigine
bagli olarak embriyogenesis
DIREKT ve INDIREKT olmak
Lzere iki sekilde
gerceklesmektedir.




Direkt Embriyogenesis

» Bu yontemde somatik embriyolar ara bir kallus
safhasi olmadan eksplant doku lizerinde bulunan
tek bir hiicre veya hicre gruplarindan geligirler.

» Direkt embriyogenesis igin en fazla kullanilan
eksplant olgunlasmamis somatik embriyolardir.

» Bu eksplantlarda uygun bir fizyolojik gelisme
safhasinda olmalidirlar. Genellikle tozlanmadan 14-
15 giin sonra izole edilen zigotik embriyolar
tzerinde en yiiksek oranda somatik embriyo
olusumu gozlenmektedir.



















Olgunlagmamis zigotik soya embriyolarindan
direkt embriyogenesis

» Ciceklenmeden 10-21 giin sonra 2-6 mm
blyuklikteki olgunlasmamis tohumlar: tagiyan
baklalar hasat edilir.

» Sterilizasyon gergeklestirilir.

» Olgunlagsmamis kotiledonlar diiz ylizeyleri yukar:
gelecek sekilde embriyo tesvik ortamlarina
yerlegtirilir.

» Kiltir baslangicindan 4-6 hafta sonra kotiledonlar

tzerinde olusan somatik embriyolar ve dokular
kesilerek embriyo gelisme ortamina aktarilir.



» Embriyo gelisme ortaminda 4 hafta
gelisen ve 5 mm den blyik olan
embriyolar ¢cimlenme ve gelisme i¢cin MS
ortamina aktarilarak bitkicikler elde
edilir.
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Indirekt embriyogenesis

» Indirekt embriyogenesiste eksplant yiiksek oksin
iceren besin ortaminda kiiltire alindigi zaman once
embriyonik kallus olusumu daha sonra da bu kallus
tzerinde pro-embriyolarin olugstugu gozlenir.

» Bu kallus oksin igermeyen besin ortamina aktarildigi
zaman da pro-embriyolardan bipolar (kok ve stirgtin
ucu meristemleri ayni anda olugan siirgiin ekseni)
embriyolar olusur ve sartlar uygun ise bu
embriyolardan bitkicikler elde edilir.




» Oksin igeren kati besin ortaminda gelisen
embriyonik kalluslar kigik pargalara ayrilarak yine
oksin iceren sivi besin ortamlarina alinarak
suspansiyon kiltirleri olusturulabilir.

» Slispansiyon kiltirlerinde énce hiicreler kallus
pargasindan ayrilir daha sonra da tekrar hizli
béliinerek kallus yumaklarini olugtururiar.

» Bu kallus yumaklari oksin igermeyen besin
ortamina aktarildiginda ise somatik embriyolar
gelisir.




Kallus










» Indirekt embriyogenesise; olgunlasmamis
misir zigotik embriyolarindan ve havug
hipokotillerinden somatik embriyo Uretimi
ornek olarak verilebilir.







Somatik
Embriyogenesisin
Kullanim Alanlar:

P



KLONAL COGALTIM:

» Somatik embriyogenesis birgok bitki tirindin,
ozellikle de orman agaglarinin hizli klonal
¢ogaltilmasinda 6nemli bir potansiyele sahiptir.

» Teorik olarak tek bir eksplant sinirsiz sayida embriyo
Uretebilir.

» Hicre sispansiyon kiltirlerinden sinirsiz sayida
embriyo uretilebilmesi arastiricilar: ticari amagla
kullanilabilecek mekanik ve otomatik kiltir
sistemlerinin gelistirilmesine yoneltmistir.

» Boyle bir sistemle ¢ok az bir isgilikle ¢ok sayida
embriyo Uretimi saglanarak, tohumla tretimle rekabet
etme amaclanmistir.




SENTETIK TOHUM URETIMI:

» Somatik embriyogenesis sonucunda olugan irin
bir embriyo olup, tohum igerisinde bulunan
embriyonun bir benzeridir.

» Daha da onemlisi somatik embriyolar tam bir
bitki olugturabilme programina da sahiptirler.

» Bu ylizden somatik embriyolar kaplanmis tohum
olarak kullanilabilme potansiyeline sahiptirler.

» Somatik embriyolarin sentetik tohum olarak
kullanimi biytk bir ekonomik 6neme sahip
olabilir.




Somatik embriyolarin sentetik tohum olarak hizli
klonal ¢ogaltimda kullanilabilmesi igin su
tekniklerin gelistirilmesi gerekmektedir:

1. Bitkiye donigebilme kabiliyeti ytiksek olan
embriyolarin Uretilmesi

2. Istenen miktarda embriyo iiretimi saglayacak kiiltir
sisteminin geligtirilmesi

3. Kdultur sistemi ile kaplama isleminin entegrasyonu




GEN AKTARIMI:

» Somatik embriyogenesisin belki de en onemli
kullanim alani bitkilere gen aktarimindadir.

» Bitkilere gen aktariminda degisik yontemler
gelistirilmis olmakla birlikte, en yaygin olarak
kullanilani bitkilerin dogal genetik mihendisi
olarak adlandirilan Agrobacterium
tfumefaciens bakterisidir.




Agrobacterum tumelaciens
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» Kullanilan tim gen aktarim tekniklerinde, istenilen
gen veya genleri tasiyan bir DNA pargasinin bitki
hicrelerinin kromozomlarina kalici olarak
yerlestirilmesi ve bu bitki hiicrelerinden
embriyogenesis veya organogenesis araciligiyla
yeni bitkilerin elde edilmesi gerekmektedir.




Sunumun Eklendigi Siteler

www.bahcebitkileri.org
www.bahcebitkileri.org/bitkibiyoteknolojisi
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