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ISTIKLAL MARSI

Korkma, sbnmez bu safaklarda ylizen a sancak;
Sonmeden yurdumun dstiinde titen en son ocak.
O benim milletimin yildizidir, parlayacak;
O benimdir, o benim milletimindir ancak.

Catma, kurban olayim, ¢ehreni ey nazli hilal!
Kahraman irkimabir gul! Ne bu siddet, bu cel@?
Sana olmaz dokilen kanlarimiz sonra helél.
Hakkidir Hakk’ a tapan milletimin istikl&l.

Ben ezelden beridir hir yasachm, hir yasarim.
Hangi cilgin bana zincir vuracakmis? Sasarim!
Kikremis sel gibiyim, bendimi cigner, asarim.
Yirtarim daglari, enginlere sigmam, tagarim.

Garbin &f &kinit sarmigsa ¢elik zirhli duvar,

Benim iman dolu gogstim gibi serhaddim var.
Ulusun, korkma! Nasil bdyle bir imam bogar,
Medeniyyet dedigin tek disi kalnmig canavar?

Arkadas, yurduma al¢caklar: ugratma sakin;
Siper et gbvdeni, dursun bu hayésizca akin.
Dogacaktir sanava dettigi gunler Hakk’1n;
Kim bilir, belki yarin, belki yarindan dayakin.

Bastigin yerleri toprak diyerek gegme, tan::
Dusln altindaki binlerce kefensiz yatan.
Sen sehit oglusun, incitme, yaziktir, atani:
Verme, dinyalari alsan da bu cennet vatan.

Kim bu cennet vatamn ugruna olmaz ki feda?
Stheda fiskiracak toprag: siksan, stiheda!
Céni, canémi, butin varim alsin da Huda,
Etmesin tek vatammmdan beni diinyada clida.

Ruhumun senden 18hi, sudur ancak emeli:
Degmesin mabedimin gogstine ndmahrem eli.
Bu ezanlar -ki sehadetleri dinin temeli-

Ebedi yurdumun dstiinde benim inlemeli.

O zaman vecd ile bin secde eder -varsa- tasim,
Her cerihamdan 11ahi, bosanip kanl1 yasim,
Figkirir ruh-1 micerret gibi yerden na sim;

O zaman yukselerek arsa deger belki basim.

Dalgalan sen de safaklar gibi ey sanli hilal!
Olsun artik dokulen kanlarimin hepsi helél.
Ebediyyen sanayok, irkimayok izmihl&l;
Hakkidir hir yasamis bayragimin hirriyyet;
Hakkidir Hakk’ a tapan milletimin istiklal!

Mehmet Akif Ersoy



GENCLIGE HITABE

Ey Turk gencligi! Birinci vazifen, Turk istiklalini, Turk Cumhuriyetini,
Ilelebet muhafaza ve midaf aa etmektir.

Mevcudiyetinin ve istikbalinin yegane temeli budur. Bu temel, senin en
kiymetli hazinendir. Istikbalde dahi, seni bu hazineden mahrum etmek
isteyecek dahilT ve hérici bedhahlarin olacaktir. Bir gun, istiklal ve cumhuriyeti
mudafaa mecburiyetine disersen, vazifeye atilmak icin, icinde bulunacagin
vaziyetin imkan ve seraitini disinmeyeceksinl Bu imkan ve serait, cok
namiisait bir mahiyette tezahiir edebilir. istiklal ve cumhuriyetine kastedecek
dismanlar, bitin dinyada emsali gorilmemis bir galibiyetin mimessili
olabilirler. Cebren ve hile ile aziz vatamn bitin kaleleri zapt edilmis, blttn
tersanelerine girilmis, butin ordular: dagitilmis ve memleketin her koses bilfiil
isgal edilmis olabilir. Blttin bu seraitten daha elim ve daha vahim olmak Uizere,
memleketin dahilinde iktidara sahip olanlar gaflet ve daldlet ve hatta hiyanet
icinde bulunabilirler. Hattd bu iktidar sahipleri sahsi menfaatlerini,
muUstevlilerin siyasi emelleriyle tevhit edebilirler. Millet, fakr u zaruret icinde
harap ve bitap disms olabilir.

Ey Turk istikbalinin evlad! Iste, bu ahval ve serait icinde dahi vazifen,
Tark istikld ve cumhuriyetini  kurtarmaktir. Muhtag oldugun kudret,
damarlarindaki asil kanda mevcuttur.

Mustafa Kemal Atatlrk
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Ogrenme birimi numarasi

.

Ogrenme birimi konu bagliklari

Konuiar

* 1.1. DOKU KULTURU VE TERIMLERI
 1.2. DOKU KULTURUNDE KULLANILAN CiHAZ
ALET VE EKIPMANLAR

- birimi Ik . * 1.3. BITKi DOKU KUL:(UI}LERi iGiN BESIN ORTAMLARI
—_|> © 1.4. KULLANILAN BiTKi KISIMLARI

Ogren me birimi sol kapagi o 1.5. YUZEY STERILIZASYONU

« 1.6. DOKULARI KULTURE ALMA

 1.7. ALT KULTURE ALMA

« 1.8. BITKiYi DIS KOSULLARA ALISTIRMA

Ogrenme biriminde neler greneceksiniz [>| neen Sonenccensinia?
basliklari < Dok kiitarinde kultamian cihas, alet ve
$

ekipmanlari
 Bitki doku kiiltiiriinde kullanilan sivi ve kati
besin ortamlari ile kimyasallari
© Doku kiiltiiriinde kullanilacak bitki kisimlarini
* Yiizey sterilizasyonu
* Dokulari kiiltiire alma islemi
© Alt kiiltiirlerde amaca uygun kiltir gelisimi
o Bitkiyi dig kosullara alistirma islemi

Ogrenme birimi temel kavramlari

TEMEL KAVRAMLAR

eksplant, rejenerasyon, fotoperiyot, kallus, me-
ristem, farklilasma, in vitro, hiicre kiiltiird, siis-

pansiyon kiiltiirii, aseptik ortam, mikrogogal-
tim, anter, embriyo, inkiibasyon, varyabilite, alt
kiiltiir, hormon

Sayfa numaralarinin oldugu bolim

Ogrenme birimi karekod

Ogrenme birimi adi » BITKi DOKU KULTURU

Ogrenme birimi tematik gorseli

Ogrenme birimi sag kapagi

istediginiz her bélgede yetistirebi-

lir misiniz? D

Hazirlik galigmalarini gésteren bolim ———————> | 2 cevenie biti ogatima iseminin han yolri

yapildigina sahit oldunuz? Agiklayiniz.

11



Sayfa yanlarinda 6grenme biriminin numarasinin
hatirlatildig) bolim

s N " Y
| 2.5. MIKROCOGALTIM y

Konu basliklarini ve numarasini gésteren bolim

Yeni bir bitki olusturma potansiyeline sahip embriyo, tohum, govde, sirgin, kok, kallus, polen tanesi gibi
bitki kisimlarindan yapay besin ortaminda, aseptik kosullar altinda yeni bitki elde edilmesine mikrogogal-
tom (Klonal gogaltim) denir (Gérsel 2.19). Bu ydntemle geleneksel yontemlere gore kisa sirede, daha az
bir alanda, mevsime bagl kalmadan, cok sayida hastaliksiz bitki tretimi yapilabilmektedi. Mikrogogaltim,

Buna karsin doku kiltird le bitkilerin cogaltimasi pahali olmasina ragmen azellkle s gicind azaltan tek-
nikler kullanildiginda kisa siirede cok sayida bitki tretilebilmektedi. Uygun ki kosullar, gerekii besin
ortami ve hormon istekler saglandiginda tam bitk tarlerini mikrogogalimla retmek mimkiindr. Gzel-

2 i galtm geleneksel iyi sonug

2. OGRENME BIRIMI 4

vermektedir.

Gorsellerin sunuldugu bolim

Gorsel alti agiklamalari

Mikrogogaltim, bazi doku kiltird teknikleri kullanilarak yapilan bir cogaltim olup kullanilan eksplantin
szelligine gore vapilir. Ornegin kullanil iyo ivo killtird, meristem ise
‘meristem kit ofarak isimlendirii.

Onemli bilgilerin ve uyarilarin oldugu bélim

Konu alt basliklarini ve numaralarini

mikrogogal-

Ekspl bitki b
dazenleyicilerinin uygulanmas, ik, sicaklik gibi yetisme kosullan mikrogogalimda basariyi etkileyen en
Snemli faktorlerdir.

gosteren bolim

Sayfa yanlarinda 6grenme biriminin

BITKI DOKU KULTURD TEXNIKLERS

adinin hatirlatildigi bolim

MIKROGOGALTIM ASAMALARI

L, KoiirBaslangs |
Asamas: |
4 Slrgln Gogalom |
]
Slirgiin Gelisimi ve |
* e numas]
i Dis Ortama 1

Sema 2.2 Mikrogogaltim asamalan

25.1.1. Hazirlik Asamast

Hanrlik asamasi anag bitkilerin hijyenik kosullarda yeistirilmesidir. Bu asamada bakteriyel kontaminas-
Yonu énlemek icin anag bitkiler kontrolld sera kosullarinda yetistirimelicir Ortamin en yiksek sicakiig 25 °C
Ve bagl nemi en diisik %70 olmalidir. Sakst toprag steril edilmis ortamda deistirilmeli ve virasleri yok
etmek cin topra; °C) yapiimalidir i nedeniyle bitkilere yag-
murlama gibi Gstten sulama yapiimamalidir. Damlama sulama ya da ortamin nemlendirilmesiyle sulama
yapilmasi daha uygundur.

Metinlerin bulundugu bolim

‘Anag bitkilerin fizyolojik durumlarini etkileyen en dnemii faktorler isik, sicakiik ve hormonlardir. il bo-
yunca standart eksplant elde etmek igin seradaki fotoperiyot kontrol edilmeli ve kullanilan anaca uygun
kosullar saglanmaidir
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Bilgi kdsesinin bulundugu bolum

Karekod, genel ag ve gorsel kaynakgasini ———

gosteren bolim

13

de kullanilan esitler gelistiilmisti. Bitki tirlerindeki genetik cesitiigin
cikog, o
gen merkezlerinin dinyadaki cografik dalst konusundaki ik bilimsel galismalari dnla

yada yedi bitki gen merkezi vardr. Bunlar; Dogu Asya-Gin, Gilney Asya-Hindistan, Orta
Asya, Yakin Dogu, Akdeniz, Etiyopya, Orta Amerika ve Giiney Amerika(dr. Bu yedi bitki
‘gen merkezinden iki tanes ilkemizdedir Tirkive, Akdeniz ve 2u Gen Merkezleri
Gzerinde yer almaktadr.

Ulkemizde yaklasik 10 bin bitki tiri bulunmakta ve bunlardan 1890 adedi ise endemik

(yoreye 6zg0, bell bir bolgede yetisen) ozellik gostermektedi. Toros Dalar, Amanos

Daglar, Kaz Daglari, it Bolgesi, Do dolu'’ y ve guneyi e Tuz Goli
yer aldig

1 beli Mirza Gokgdl

e i 0 bimyecindeki
Ulusal Gen Bankasi herbaryumunda yer almaktadir. Gorsel 1.10° da herbaryum drnegi
verilmistir

€ s )

« Babaoglu, M., Gurel, €. ve Ozcan, 5. (2002). Bitk Biyoteknolojisi I, Doku Kulturd ve Uygulamalari
2. Bask Konya: Selguk Universitesi Basime.

+ Gonilsen, N. (1987). TC.
liga. Bitk irleri, Yontemlerl Vani

« 5,C.ve Canpolat, N. (1992). T.C. Tarim ve Koysleri Bakanlig. Bitki Islahinda Doku Kaltdrleri. Ankara:

Ankara Universitesi.

Tarkeg, A.ve Turan, Z. M. (1992).

Universitesi Ziraat Fakiitesi Dergisi, Say: 9, 237-246.

« T.C. Mill Egitim Bakan!ig, Mesleki ve Teknik Egitim Genel MudarlGgu. (2020). Laboratuvar Hizmetleri
Alan, Bitk Dok Kaltr e Gogaltma Dersi, GOP ve Ders Bigi Formu. Ankara: MES.

« TOK. (2012). Yazim Kilavuzu. Ankara: Tork Dil Kurumu Yayinlar,

« TOK. (2017, Haziran 09). Szlik. TOK: htps//www.tck.gov.r

Mudar-

GENEL AG VE GORSEL KAYNAKGASI




Uygulamanin numarasi

3 UYGULAYALIM BESIN ORTAMLARI HAZIRLAMA
o OGRENELIM

Bu galismanin amaci doku Kiltirtinde kullanilacak besin ortamlarini hazirlamaktr. Bu
islem o
\ cak besin ortamint hazirlamaniz beklenmektedr.

* Cihaz kullanim talimatlarina uyunuz. 4

Uygulamanin adi

1. 0GRENME BIRIMI

belirtildigi bolim

* Stok soliisyonlar « Agar * Su banyosu

* pH metre « Distile su « Otoklav.

Uygulamada kullanilacak arag gereg ve
kimyasallarin belirtildigi bolim

« Cam malzemeler (petri kutusu, deney tip( vb.)

1. Analiz 8ncesi hazirilar yapiniz.
* Galisma ortaminiz ve kullanacaginiz arag gereci hazirlayiniz.

— Uygulamaya iliskin is ve islemlerin
belirtildigi bolim

6. Uygun
« Amaciniza gore oksin ya da sitokinin ekleyiniz.

7. Cozeltinin
ile hacmi 1 litreye tamamlayiniz.

« Otoklaviama isleminden dnce besin ortamina bir miktar NaOH veya HCI asit ilave ederek pH dee-
rini ayarlayiniz.

8. Hazirlanan besin ortamini otoklavda 120 *Cde

BITKI DOKU KULTURD

UYGULAMAYA iLiSKiN DEGERLENDIRME

100 puan

DERECELER

BLCUTLER iyi ota |G

<
2. Gozelti igerisine stok soliisyonlan gerekli
miktarlarda ekledi.

4. Hazirlanan besin ortamin tip, petri kabi
gibi kiiltiriin yapilacag1 kaplara dagiip otok-

e, Uygulamaya iliskin yapilacak

e

TOPLAM PUAN

Degerlendirme formundan en az 70 puan aldiysaniz bu uygulama igin basar diizeyiniz yeterli demekir.
tekrar

14

Uygulamanin amacinin ve glivenlik dnlemlerinin



Ogrenme birimi sonunda dlgme ve degerlendirme

¢alismalariin yer aldigi bolim

~

u OLCME VE DEGERLENDIRME
3

Asaifidaki climlelerde bos birakilan yerlere dogru sézciikleri yaziniz.

1. OGRENME BIRIMI

\4

‘odast olmak iizere baslica g ana bolim bulunur.

6.01

giinii yanm agilr

B Asagidaki sorulan okuyarak dogru olan segenegi isaretleyiniz.

7.
e icin 3
B) Bitkinin bir ganlik zaman diliminde iz maruz kalma stiresidir.

A) Hastaliklara karst dayanikliigin artinimasi
B) Bitkilerin hizl cogaltimas

€) Yeni gesitlerin gelistirilmesi
D) Patojen iceren bitkisel materyal dretilmesi
E) Cevresel kogullara dayanikl bitki Gretilmesi

Olgme tekniklerinin yer aldig bélim —

A) Tohum sayicy
8)Subanyosu

Q) Etov

D) Galisma kabini
£) pH metre

10.
A) Azot

B)Su

) Amino asitler
D) Mineral tuzlar
E) Karbon

BITKI DOKU KULTURD

1
Alsu

B) Toprak

) inorganik bilesikler
D) Organik bilesikler
E) Dogal bilesikler

“ i bitki biivime dis
A)Etilen

8) Giberellin

©)Sitokinin

D) Absisik asit

£) Oksin

. »

A)isik yogunlugu

8) Aydinlanma siiresi
) Sicakiik

D) Nem

£) Besin ortami

Asagida verilen sorular yanitiayiniz.

et y . e

15. Bir eksplanttan yeniden tam bir bitki elde edilmes icin uygulanan temel adimlar nelerdir?
Kisaca agiklayiniz.

16. Doku kiltiri alismalaninda killtirler neden alt kiltire alinir? Aciklayiniz.

Bu ders materyalinde 6lgl birimlerinin uluslararasi kisaltmalari kullanilmistir.

15
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KONULAR

e 1.1. DOKU KULTURU VE TERIMLERI

e 1.2. DOKU KULTURUNDE KULLANILAN CiHAZ
ALET VE EKIPMANLAR

e 1.3. BiTKi DOKU KULTURLERI iCiN BESIN ORTAMLARI

e 1.4. KULLANILAN BiTKi KISIMLARI

e 1.5. YUZEY STERILIZASYONU

e 1.6. DOKULARI KULTURE ALMA

e 1.7. ALT KULTURE ALMA

e 1.8. BiTKiYi DIS KOSULLARA ALISTIRMA

NeELeR OGRENECEKSINiz?

e Doku kiiltiirii ve terimleri

e Doku kiiltiirlinde kullanilan cihaz, alet ve
ekipmanlan

e Bitki doku kiiltiiriinde kullanilan sivi ve kati
besin ortamlari ile kimyasallari

e Doku kiiltirinde kullanilacak bitki kisimlarini

e Yiizey sterilizasyonu

e Dokulari kiiltiire alma islemi

e Alt kiiltiirlerde amaca uygun kiiltiir gelisimi

e Bitkiyi dis kosullara alistirma islemi

TEMEL KAVRAMLAR

eksplant, rejenerasyon, fotoperiyot, kallus, me-
ristem, farklilasma, in vitro, hiicre kiiltiirii, siis-
pansiyon kiltiirii, aseptik ortam, mikrogogal-
tim, anter, embriyo, inkiibasyon, varyabilite, alt
kiltiir, hormon




HAZIRLIK ZAMANI

1. Sizce her bitkiyi, istediginiz her bolgede yetistirebi-
lir misiniz? Dusiincelerinizi nedenleriyle agiklayiniz.

2. Cevrenizde bitki ¢ogaltma isleminin hangi yollarla
yapildigina sahit oldunuz? Agiklayiniz.




1. OGRENME BiRiMi

V 4 4 4 4

(1.1. DOKU KULTURU VE TERIMLERI )

Dilinyadaki tiim insanlarin yeterli ve dengeli beslenmesi icin tarimsal Uretimin artirilmasi gerekmektedir.
Bu amacgla tarimi yapilan bitkilerin daha verimli olmasi ve bitkilerden kaliteli Griin elde edilebilmesi igin
bitkiler kontrolll olarak tGretilmektedir. Bu galismalar sayesinde birgok Grliniin kalitesi artirilmis ve tarimsal
ozellikleri iyilestirilmistir.

Bitkilerin iyilestirilmesi veya istenen 6zellikte yeni bitki elde edilmesi amaciyla genellikle vejetatif ve gene-
ratif Gretim yontemleri kullaniimaktadir. Klasik yontemlere gére daha kisa zamanda sonug vermesi saye-
sinde bitki doku kiiltliri en ¢ok tercih edilen vejetatif tiretim yontemlerindendir. Bitki doku kdiltird; hiicre,
doku veya organ gibi gesitli bitki kisimlarinin (eksplant), aseptik kosullarda yapay bir besin ortaminda ge-
listirilerek yeni bitki, doku veya bitkisel tGrlinlerin Gretilmesi islemidir. Doku kiltiriinde bitkilerden alinan
hiicre, doku veya organlardan yeni doku, bitki ya da bitkisel Grtinler Gretilir (Gorsel 1.1). Bitki doku kalturi
ve genetik iyilestirme ¢alismalarinda bitkilerin rejenerasyonundan yararlanilir. Rejenerasyon bazi doku ve
hicrelerin yenilenebilme o6zelligidir.

Doku kiiltiirii
Kallustan ana bitkiye
“ & benzer yeni bitkilerin
=) | K&k parcalarindan olusmasi

kallusun olusumu

3 I—Eksplant olarak alinan kik pargalan

Gorsel 1.1: Bitki parcasindan yeni bitki Gretimi

Bitki doku kulttrinin yapilis amaglari:
e Yeni gesitler gelistirmek veya mevcut cesitlerde genetik varyabilite olusturmak.
e Bitki gen kaynaklarini korumak.
e Hastaliklardan ve patojenlerden arindiriimig bitkisel materyal elde etmek.
o Geleneksel yontemlerle ¢ogaltilmasi zor olan bitkileri Gretmek.
e Hastaliklara karsi dayaniklihgr artirmak.
e Cevresel kosullara dayanikli bitki genotiplerini korumak, segmek ve dayanikliliga cevap veren genlerin
aktarilmasini saglamak.

o Bitkileri hizli gogaltmak ve biyokimyasal trinler elde etmek.




Bitki doku kiltlirt, ekonomik 6neme sahip bitkilerin gelistirilmesine, bliyimesine ve metabolizma faaliyet-
lerinin anlasiimasina katki saglar. Doku kultlrd ile bitki Gretiminin vejetasyon donemine bagli olmamasi,
sinirsiz bir sekilde Giretme olanagi vermesi ve gen bankalari (doku bankalari) kurma gibi yararlari vardir. Ay-
rica doku kiltlirG; genetik calismalarda, secilmis genotiplerin degerlendirilmesinde, hizli buyiyen fertlerin
ortaya cikarilmasinda, dayanikli bireylerin secilmesinde kullaniimaktadir.

Eksplantlarin alindigi anag bitkinin genotipi, saglk durumu ve yetisme kosullari (beslenme, 151k, sicaklik,
vb.) mikrogogaltimin basarisini etkilemektedir.

Doku kultara calismalarinda bilinmesi gereken bazi terimler:
Besin Ortami: Canli hiicrelerin gogalmasi igin kullanilan kilttr ortamidir.
Fotoperiyot: Bitkinin bir giinliik zaman diliminde 1s18a maruz kalma siiresidir.

Meristem Doku: Bitkilerde stirekli bolinebilme yetenegine sahip hicrelerin olusturdugu embriyonik do-
kuya meristem doku denir.

Kallus Doku: Meristematik 6zellik gosteren organize olmamis ve farklilasmamis hiicre kitlesine kallus
doku veya yara doku adi verilir (Gorsel 1.2).

Gorsel 1.2: Kallus doku kiiltiirii

Farklilasma: Kallus tGretmek i¢in meristematik duruma geri dénen olgun hicre olayina farkhlagsma denir.
Yeniden Farklilagma: Kallus hicrelerinin bir bitki organina veya bitiin bir bitkiye farklilasma durumudur.

Eksplant: Doku kiltiirtinde kullaniimak amaciyla kesilen bitki parcasina eksplant denir. Embriyo, geng yap-
rak, tomurcuk, kok, govde gibi bitkinin herhangi bir kismi eksplant olarak kullanilabilir.

in Vitro: Bitkinin hiicre, doku ve organlarinin ait olduklari canli organizma disinda steril yapay ortamlarda
(laboratuvar, petri kabi, tlip vb.) yetistirilmesini veya bulunmasini ifade eder.

Hiicre Kiiltiirii: Tek veya birkag hlcrenin in vitro kiltlrine hiicre kiltiirii denir.

Suispansiyon Kiiltiirii: Sivi bir ortamda stispanse edilen hiicre ve hiicre kiimelerinin kilturiine slispansiyon
kiiltiri denir.

BITKi DOKU KULTURU
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Aseptik Ortam: Herhangi bir mikroorganizma tiirinden arindirilmis ortamdir (Gérsel 1.3).

Gorsel 1.3: Aseptik caligma ortami

Mikrogogaltim: Bir bitkiden alinan tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline sahip bitki kisimlarindan,
yapay besin ortamlarinda ve aseptik kosullarda yeni bitkilerin elde edilerek ¢ogaltilmasina mikrogogaltim
denir.

Tanimdan da anlasildigi gibi bitki doku kiltirleri teknigi Gi¢ ana kisimdan olusur:
e Kultlran gelismesi icin gerekli organik ve inorganik maddeleri iceren steril bir besin ortaminin hazir-
lanmasi
e Kulttre alinacak bitki pargasinin (explant) orijinini olusturan ana materyalin dezenfekte edilmesi (bak-
teri, mantar vb. temizlenmesi)
e Ana bitkiden istenen explantin (meristem, anter, embriyo, yaprak ucu vb. bitki pargasinin) alinarak
steril besin ortamina, steril sartlarda konulmasi ve gelismesi i¢in uygun gevre sartlarina yerlestirilmesi
(Gorsel 1.4)

Gorsel 1.4: Bir bitkiden eksplant alinarak in vitroda yeni bitki yetistirme




1.1.1. Laboratuvar Organizasyonu

Doku kultirl ¢alismalarinin her asamasinda sterilizasyon islemi bliyiik 5nem tagimaktadir. Bitki kilturiinin
gelismesi icin kullanilan besi yerleri ayni zamanda bakteri ve mantarlarin gelismesine de uygun ortamlar-
dir. Gelisen bazi mikroorganizmalarin ¢ok hizli cogalmasi yavas biyilyen bitki dokularini olumsuz etkile-
mektedir. Bu nedenle bitki doku kalturl laboratuvari, sterilizasyona uygun sekilde organize edilmelidir.
Doku kdltlra laboratuvari; 6n hazirhk, kiiltiir hazirlama odasi ve inkiibasyon odasi olmak lzere baslica li¢
ana boélimden olusur.

On Hazirhk Odas:: Bitkinin temizlenip sterilize edildigi, besi yerlerinin hazirlandigi, calismalarda kullanilan
kap ve malzemelerin yikanip temizlendigi odadir.

On hazirlik odasinda hassas terazi, pH metre, otoklav, etiiv ve buzdolabi olmalidir. Ayrica lavabo, ¢alis-
malarin yapilacagl masa, gaz ocagi ve kimyasal maddeler ile cam malzemelerin konulacagi dolaplar da
olmalidir.

Kiltiir Hazirlama Odasi (Kesim Odasi): Kiltirin hazirlandigi steril kabinlerin yer aldigi ve bitkilerin yapay
besin ortamlarina alindigi bélimdur. Kiltir hazirlama yeri tamamen bagimsiz steril odalar olabilecegi gibi
yalnizca bir bankonun Uzerine yerlestirilecek steril kabinler de bu amagla kullanilabilir. Kiltir hazirlamada
steril kabin kullanmak pratik ve ucuzdur. Bu amagla tek kisinin ¢calistigi kiiclik kabinler oldugu gibi iki veya
daha c¢ok kisinin rahatlikla calisabilecegi cesitli buyuklikte kabinler de bulunmaktadir.

Kultlr hazirlama yeri olarak diizenlenecek odalar temiz olmali, odalarda hava akimi olmamalidir. Odalarin
penceresiz, i¢ yluzeyleri tamamen diiz, yikanabilir 6zellikte; sicakligl termostatla ayarlanabilen ve sterilizas-
yonu saglanmis odalar olmasi gerekir. Burada galisanlar maske kullanmali, steril ayakkabi ve laboratuvar
onlGgi giymelidir.

inkiibasyon Odas! (Kiiltiir Gelistirme Odasi veya iklim Odasi): Bitkiler yapay besin ortamlarina alindiktan
sonra gelisebilmek igin farkh gevre kosullarina ihtiyag duymaktadir. Bazi bitki kilttrleri sabit sicaklik ve
151kl ortamlarda gelisirken bazilari karanlkta daha iyi gelisebilmektedir. Bu nedenle sicaklik ve isik, bitki
gereksinimine gore planlanmaktadir.

Sicakhgl istenilen dlizeyde tutulabilen ve
zaman ayariyla isiklandirmasi ayarlanabilen
bir oda ya da inkibatorler kiltir gelistir-
me odas! olarak kullanilabilir (Gorsel 1.5).
Aydinlanma suni olarak floresan lambalari
ile saglanir. Isik isteyen kaltirler igin 1518In
yogunlugu kaltirlerin lambalara olan uzak-
liklari ile ayarlanabilir. Karanlik ortamda iyi
gelisen bitki kiilturleri igin ise sadece sicakh-
g1 ayarlanabilen karanlik odalar kullanilabilir.
Bunun mimkiin olmadigi durumlarda, 1sik-
landirilan iklim odalarinda kiiltiirlerin Gzeri
aliminyum folyo veya baska materyallerle

kapatilarak karanlik ortam elde edilebilir. )
Gorsel 1.5: Inkiibatdr

BITKi DOKU KULTURU




1. OGRENME BiRiMmi

2

2

DOKU KULTURU VE TERIMLERI

1 UYGULAYALIM
e OGRENELIM

Bu g¢alismanin amaci doku kaltiri ve doku kiltiriinde kullanilan terimlerin taniimini
yapmaktr. Bu dogrultuda sizden asagidaki islem basamaklarini uygulayarak doku klti-
ri ve doku kiltirinde kullanilan terimlerin tanitimi ile ilgili sunu hazirlamaniz beklen-

mektedir.

e Yaptiginiz uygulamada is saghgi ve giivenligi kurallarina uyunuz.

e Cihaz kullanim talimatlarina uyunuz.

e Bilgisayar o Akilli tahta, projeksiyon makinesi vb.

e internet e Diger kaynaklar (kitap vb.)

1. Yapilacak sunu ile ilgili planlama yapiniz.




UYGULAMAVYA iLiSKiN DEGERLENDIRME

Uygulamaniz asagida verilen dlciitlere gére 100 puan Uzerinden degerlendirilecektir.

DERECELER

OLCUTLER iyi Gelistirilebilir
(20) (15) (10) (5)

1. Sunumla ilgili planlama yapt.

BITKi DOKU KULTURU

2. Gerekli kaynak aragtirmasini yapti.

3. Konuyla ilgili bilgileri eksiksiz ve dogru
kulland.

4. Sunuda yeterli gorsele ve bilgiye yer
verdi.

5. Sunuyu verilen siirede tamamladi.

TOPLAM PUAN

Degerlendirme formundan en az 50 puan aldiysaniz bu uygulama icin basari diizeyiniz yeterli demektir.
Eksik oldugunuz 6grenmeleri tekrar etmeniz 6nerilmektedir.

Not aliniz.
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CI.Z. DOKU KULTURUNDE KULLANILAN CiHAZ, ALET VE EKIPMANLAR )

Doku kaltlra laboratuvarinin tavani, duvarlari isi ve su yaliimlhi; pencereleri ¢ift camli olmalidir. Laboratu-
varin i¢ ylzeyi, yanmaz materyalle veya fayansla kaplanmalidir. Elektrik tesisati toprakli, kablolar duvara
gdmilu olmali; yeterli sayida priz bulunmalidir. Ayarlanabilir 1sitma sistemi, temiz ve atik su tesisati olma-
lidir. Genellikle bitki doku kiltiriinde en 6nemli konu temizlik oldugundan laboratuvar, aseptik sartlar
saglayacak nitelikte olmahdir. Doku kilturi laboratuvarlarinda kontaminasyon kaynakh kiltir kayiplari
%1-50 arasinda degismektedir. Bu nedenle yapilacak rutin laboratuvar temizligi ve aseptik sartlar kiltar
kayiplarini en aza indirecektir.

Laboratuvarda; sera, gorintileme islemlerinin yapilacagi bir béliim, ofis, 6n temizleme odasi, besin ortami
hazirlama odasi, steril transfer odasi, inklibasyon ve kiiltir odasi olmalidir. Serada kontrolll sicaklik, nem
ve 11k sistemi bulunmalidir. Serada bitiin ekim ve dikimler saksilara yapildigindan saksilarda kullanilan
toprak, torf, kompost gibi materyaller kullanim sonrasinda ortamdan uzaklastiriimalidir.

Genellikle laboratuvarlarda kullanilan cam malzemeler bitki doku kiltiiri laboratuvarinda da kullaniimak-
tadir. Genis agizh erlenler, farkli boyutlarda deney tiipleri, petri kaplari, kapakli saklama siseleri doku kdl-
tlrt yapiminda siklikla kullanilan cam malzemelerdir. Besin ortami hazirhiginda veya stok ortamlarin de-
polanmasi igin farkl hacimlerde dereceli 6lcu silindirleri, pipetler, beherler ve biiylik hacimlerde erlenler
kullaniimaktadir. Cam malzemeler sterilizasyon agisindan borosilikat camdan yapilmis ve otoklavlanabilir
olmaldir.

Bitki doku kiiltiirii laboratuvarinda bulunmasi gereken arag gereg ve ekipmanlar: Beher, erlen, dereceli
silindir, cam kavanozlar, cam siseler, cesitli dlclilerde ayarlanabilen mikro pipetler, pastor pipetleri, farkli
hacimlerde petri kaplari, pipet ve pipet pompalari, pipet yikayici, farkli hacimlerde deney tiipleri, fide
dikim kaplari, bisturi, pens ve spatil (Gorsel 1.6), bek alevi, analitik terazi, aspirator, basingli hava kaynagi
(kompresor), buhar banyosu (100 °C’ye kadar ayarlanabilen), derin donduruculu buzdolabi, etiv, 1siticili
manyetik karistirici, laminar hava akish ¢alisma kabini (HEPA filtreli), mikrodalga firin, stereo mikroskoplar,
otoklav, pH metre, saf su cihazi, yatay calkalayici, santrifij, vakum pompasi, gérintiileme araglari (fotograf
makinesi vb.).

7

a b c

Gorsel 1.6: Bisturi (a), pens (b), spatiil (c)




DOKU KULTURUNDE KULLANILAN CiHAZ,
ALET VE EKIPMANLAR

2 UYGULAYALIM
e OGRENELIM

Bu galismanin amaci doku kiiltiirinde kullanilan cihaz, alet ve ekipmanlarin tanitimini
yapmaktir. Bu dogrultuda sizden asagidaki islem basamaklarini uygulayarak doku kiilti-
rinde kullanilan cihaz, alet ve ekipmanlarin taniimini yapmaniz beklenmektedir.

¢ Yaptiginiz uygulamada is saghgi ve giivenligi kurallarina uyunuz.

e Cihaz kullanim talimatlarina uyunuz.

BITKI DOKU KULTORU

e Doku kilttri laboratuvar ortami e Cam malzemeler (petri kutusu, deney tiipl vb.)

e Metal malzemeler (pens, bisturi vb.) e Cihazlar (bliyime kabini, otoklav vb.)

1. Doku kiiltiirii laboratuvarinda bulunan béliimlerin tanitimini yapiniz.

e Boltimlerin ne amagla kullanildigini agiklayiniz.

2. Doku kiiltiirii laboratuvarinda bulunan cihazlarin tanitimini yapiniz.

N
(O]



1. OGRENME BiRiMi

UYGULAMAVYA iLiSKiN DEGERLENDIRME

Uygulamaniz asagida verilen 6lgitlere gore 100 puan Uzerinden degerlendirilecektir.

DERECELER

(20) (15) (5)

1. Doku kiiltiirii laboratuvarinda bulunan
béliimlerin tanitimini yapti.

2. Doku kiiltiirii laboratuvarinda bulunan
cihazlarin tanitimini yapti.

3. Doku kultiirii laboratuvarinda bulunan
aletlerin tanitimini yapti.

4. Doku kiiltiirii laboratuvarinda bulunan
ekipmanlarin tanitimini yapti.

5. Doku kiilttirii laboratuvarinda bulunan
alet ve ekipmanlari kontrollerini yaparak
yerine yerlestirdi.

TOPLAM PUAN

Degerlendirme formundan en az 50 puan aldiysaniz bu uygulama icin basari diizeyiniz yeterli demektir.
Eksik oldugunuz 6grenmeleri tekrar etmeniz 6nerilmektedir.

Not aliniz.




C1.3. BESIN ORTAMLARI )

Bitki hiicre, doku ve organlari dogal olarak kendine uygun besin maddelerini iceren ortamlarda gelisir
(Gorsel 1.7). Bu amagla gesitli arastirmacilar tarafindan hazirlanmis ve onlarin adlari ile anilan birgok be-
sin ortami bulunmaktadir. inorganik maddeler, organik maddeler, bitki biiyiime diizenleyicileri ve dogal
kompleksler besin ortaminin temel iceriklerindendir. Ancak doku kiltiirti uygulamalarinda kullanilan besin
ortami bilesimi bitki tiirlerine ve bitkiden alinan eksplanta gére bazi farkhliklar gésterebilir. Bu nedenle
besin ortami amaca ve kdltlre alinan bitki materyaline uygun segilmeli veya buna gore degistirilmelidir.

——

Gorsel 1.7: Besin ortami

Doku kiltiiriinde kullanilan bazi besin ortamlari:

MS Ortami: Tutln bitkisinin doku kiltdrleri igin gelistirilmis olup ylksek tuz icerigine sahip besin
ortamidir. Farkli konsantrasyonlarda birgok bitki tiiriindeki koklendirme galismalarinda kullaniimak-
tadir.

B5 Ortami: Soya bitkisi kallus kiiltiirleri igin gelistirilmis nitrat azotu yiiksek bir besin ortamidir.

LS Ortami: MS ortaminin organik bilesikler tarafindan gelistirilmis fakli bir seklidir.

WH Ortami: Domates koklerinin kiltird icin gelistirilmis dusik tuz igerigine sahip besin ortamidir.
SH Ortami: Hem monokotiledon hem de dikotiledonlar igcin uygun bir besin ortamidir.

NN Ortami: Anter kiltiri icin gelistirilen besin ortamidir.

BITKi DOKU KULTURU
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Bir besin ortamini olusturan maddeler su, inorganik bilesikler, organik bilesikler ve dogal bilesikler olmak
lizere baslica 4 grupta toplanabilir.

Su: Besin ortaminin yaklasik %97’sini olusturur. Besin ortami hazirlarken saf su kullaniimalidir.

inorganik Bilesikler: Aktif olarak gelisen bitki dokulari bazi elementlere ve mineral tuzlara ihtiya¢ duyar.
Bitki materyaline ve kiiltir amacina gore degismekle birlikte en fazla istenilen elementler karbon, oksijen
ve hidrojendir. Azot genellikle nitrat ve amonyum seklinde, fosfor fosfat ve kikiirt stilfat olarak kullanilirken
potasyum ana katyon olarak besin ortaminda yer alir. Demir ise demir tartarat, selat (NaFe EDTA), demir
kloriir veya demir siilfat gibi inorganik demir bilesikleri seklinde ilave edilebilir. Ayrica kalsiyum, magnez-
yum, sodyum ve klor da az miktarlarda besin ortamina eklenmektedir. Tablo 1.1’de ¢esitli besin ortamla-
rinda bulunan makro inorganik bilegikler verilmistir.

Tablo 1.1: Gesitli Besin Ortamlarinda Bulunan Makro inorganik Bilesikler (mg/1)

REINERT VE | MURASHIGE
WHITE VE SKOOG
(1956) (1962)

GAMBORG VE | SCHENK VE
ARKADASLARI | HILLDEBRANDT
(1968) (1972)

HELLER
(1953)

WHITE

BILESIKLER
(1963)

MgSO4.7HzO

KCl

CaCIz.ZHZO

Ca(NO;)z.4H20

NaH2P04.H20

NHzH2PO,




Organik Bilesikler: Besin ortamlarinda farkli organik bilesikler kullaniimakta olup karbonhidratlar, vitamin-
ler, buylime diizenleyiciler, amino asitler ve diger azotlu bilesikler bu grupta yer alir.

Enerji kaynagi olarak %2-3 oraninda ilave edilen sakkaroz en fazla kullanilan karbonhidrattir. Bazi durum-
larda fruktoz ve glikoz da kullanilabilmektedir.

Bitkiler normal sartlarda bliyime ve gelismeleri igin ihtiya¢c duyduklari vitaminleri kendileri sentezler. An-
cak kiltlr sartlarinda bazi vitaminler sinirl kalmaktadir. Bu nedenle bunlarin besin ortamina eklenmesi
gerekmektedir.

Blyume dizenleyiciler ¢ok disik konsantrasyonlarda kullaniimasina ragmen kdilturiin biytime ve gelis-
mesinde etkili olan bilesiklerdir. Bitki cogaltmada kullanilan en énemli biiyime hormonlari oksin ve sito-
kininlerdir. Oksinler yan sirglinlerin gelisiminin engellenmesi ve hiicre gelisiminde etkilidir. Sitokininler
ise bitkide hiicre bollinmesini ve 6zellesmemis geng hiicrelerde farklilasmayi saglar. Taze bitki pargaciklar
besin ortaminda oksin ve sitokinin oldugunda koék ve govde olusumunu hizlandirir. Besin ortaminda iki
hormonun orta diizeyde olmasi ile adventif gévde gelismesi meydana gelir. Sitokinin fazla olmasi yan sir-
gunlerin gelismesi i¢in ve oksinin fazla olmasi ise kdk olusumu igin gereklidir.

Tablo 1.2’de bazi besin ortamlarinda bulanan organik bilesikler verilmistir.

Tablo 1.2: Bazi Besin Ortamlarinda Bulanan Organik Bilegikler (mg/l)

o HELLER REINERT VE WHITE SCHENK VE HILLDEBRANDT
BILESIKLER
(1953) (1956) (1972)

-
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Dogal Bilesikler: Kullanilan kimyasal maddelerden olumlu sonug alinamadigi durumlarda besin ortamlari-
na degisik dogal bilesiklerin ilave edilmesi fayda saglamaktadir. Besin ortamlarinda en ¢ok kullanilan dogal
bilegikler:

¢ Hindistan cevizi ve misirin endospermleri

* Muz, portakal ve domatesin meyve pulp veya sulari
* Kazein, laktalbumin gibi hidrolize proteinler

e Malt ve bira mayasi

¢ Balik yagi gibi hayvansal Uriinler

Fumarik asit, malik asit, sitrik asit ve sodyum piriivat da besin ortamlarinda kullanilan organik asitlerdir.
Ayrica agar, agoroz, aljinat, silikajel, jelatin ve nisasta ise besin ortamlarinda yari katilastirici olarak kullanil-
maktadir. Diger yandan bazi antibiyotikler de besin ortamlarina ilave edilebilmektedir. Ancak ¢ok hassas ve
kolayca bozulabilen maddeler olduklarindan otoklavlama isleminden sonra besin ortamina eklenmelidir.

1.3.1. Besin Ortaminin Hazirlanmasi

Besin ortaminin kati veya sivi olmasi kiiltiirdeki basariyi etkilemektedir. Ornegin bazi orkide tirleri sivi
ortamda olumlu sonug verirken kuskonmaz kati ortamda iyi gelismektedir. Ayrica ayni kiltiiriin baslangig
doéneminde istedigi besin ortami ile siirglin veya kok olusma devrelerinde istedigi ortam tipleri farkh olabil-
mektedir. Bazi bitkilerde kallus kalturiinde siirgiin olusabilmesi igin kati besin ortamina ihtiyag varken ayni
kaltiran daha sonra sivi ortama transfer edilmesi gerekebilir (Gorsel 1.8).

Gorsel 1.8: Sivi besin ortami

Kati besin ortamlarinda koklerin zayif gelismesi, agarin kurumasi, kiltiiriin transferinde zorluklar olabil-
mektedir. Bu nedenle genellikle meristem kdltirleri igin sivi ortam daha uygundur. Diger yandan sivi besin
ortami kullanildiginda kaltlrin oksijensiz kalmasi s6z konusu olabilmektedir. Bu nedenle yapilan kiiltir ¢a-
lismalarinin amacina uygun besin ortamlarinin segilmesi calismanin basarisi agisindan oldukga 6nemlidir.




Kati besin ortaminda kullanilan agarin konsantrasyonu ve kalitesi de oldukca 6nemlidir. Ornegin agarin
fazla konsantrasyonu sert bir ortam olusmasina neden olmakta ve bu durum bitki dokularinin gelismesini
engellemektedir. Genellikle kati ortam igin litreye 6-8 gram agar yeterlidir. Ayrica besi ortaminin pH degeri
o6nemli bir faktor olup genellikle 5,5-5,8 arasinda olmasi birgok bitki kaltlrd icin uygundur. Hazirlanan be-
sin ortaminin asidik veya bazik olmasina gore otoklaviama isleminden 6nce ortama bir miktar NaOH veya
HCl asit ilave edilerek pH degeri ayarlanmalidir.

Kullanilacak besin ortaminda bulunan inorganik bilesiklerin birim hacimdeki miktarlari fazla ise maddelerin
her biri hassas terazide tartilarak ortam hazirlanabilir. Ancak sik¢a kaltir yapilan ve kullanilan bitki mater-
yaline gore degisik besin ortamlarinin kullanildigi durumlarda stok sollisyonlarin hazirlanarak buzdolabin-
da muhafaza edilmesi gerekir.

1 Litre MS Besin Ortaminin Hazirlanmasi: 2 litrelik bir kaba 500 ml distile su alinir, tizerine 30 g sakkaroz
ilave edilip sakkaroz eriyinceye kadar ¢ozelti karistirilir. Cozeltiye myo-inositol (100 mg), tiamin-HCI (0,1 mg),
pridoksin-HCI (0,5 mg), glisin (2 mg), nikotinik asit (0,5 mg) ilave edilir. Daha sonra ¢6zeltiye Tablo 1.3'te
verilen A, B ve G stok sollisyonlarinin her birinden 20 ml, C, D, E, F stok solisyonlarinin her birinden de 5 ml
eklenir. Uygun konsantrasyonda oksin ya da sitokinin ilave edilerek ¢ézelti 900 ml’ye tamamlanir ve pH de-
geri 5,8’e ayarlanir. Elde edilen ¢ozelti dereceli silindire aktarilarak distile su ile hacmi 1 litreye tamamlanir.
Hazirlanan besin ortami tlp, petri kabi gibi kiltiiriin yapilacagi kaplara dagitilip otoklavda 120 °C’'de 15 dakika
bekletilerek sterilize edilir. Isi nedeniyle bozulabilecek maddeler otoklavdan sonra eklenmelidir. Eger kat
besin ortami hazirlanacaksa ¢ozelti 2 litrelik erlene aktarilarak igine 6-8 g agar ilave edilir ve su banyosunda
100 °C’de eritilir. Hazirlanan besin ortami ihtiya¢ duyuldukg¢a daha 6nce sterilize edilmis kiltur kaplarina
steril kabin igcinde aktariimalidir.

Tablo 1.3: Stok Soliisyonlarla MS Besin Ortaminin Hazirlanmasi (George, 1993)

SOLUSYON KODU SOLUSYONUN BiLESENLERI MIKTAR (g/1)

Stok sollisyon A NHzNOs 82,5

Na,EDTA2H,0 1,865
Fe504.7H20

Stok soliisyon G

Stok soliisyon C

Stok sollisyon D

Stok sollisyon E

MnS04.H,0
MgS04.7H,0 74,0
CuS04.5H;0 0,005
ZnS04.7H,0 1,725

Stok soliisyon F
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3 UYGULAYALIM BESiN ORTAMLARI HAZIRLAMA
e OGRENELIM

Bu calismanin amaci doku kiltiiriinde kullanilacak besin ortamlarini hazirlamaktir. Bu
dogrultuda sizden asagidaki islem basamaklarini uygulayarak doku kiltiriinde kullanila-
cak besin ortamini hazirlamaniz beklenmektedir.

e Yaptiginiz uygulamada is saghgi ve giivenligi kurallarina uyunuz.

e Cihaz kullanim talimatlarina uyunuz.

e Stok sollisyonlar e Agar ¢ Su banyosu

* pH metre e Distile su ¢ Otoklav

e Cam malzemeler (petri kutusu, deney tupl vb.)

1. Analiz 6ncesi hazirliklari yapiniz.

e Calisma ortaminizi ve kullanacaginiz arag gereci hazirlayiniz.




6. Uygun konsantrasyonda oksin ya da sitokinin ilave ederek ¢6zeltiyi 900 ml'ye tamamlayiniz.
e Amaciniza gore oksin ya da sitokinin ekleyiniz.

7. Cozeltinin pH degerini 5,8’e ayarlayarak elde ettiginiz ¢ozeltiyi dereceli silindire aktarip distile su
ile hacmi 1 litreye tamamlayiniz.

e Otoklavlama isleminden dnce besin ortamina bir miktar NaOH veya HCl asit ilave ederek pH dege-
rini ayarlayiniz.

8. Hazirlanan besin ortamini tiip, petri kabi gibi kiiltiiriin yapilacagi kaplara dagitip otoklavda 120 °C’de
15 dakika bekleterek sterilize ediniz.

¢ Isi nedeniyle bozulabilecek maddeleri otoklavdan sonra eklemeyi unutmayiniz.

9. Eger kati besin ortami hazirlanacaksa ¢6zeltiyi 2 litrelik erlene aktarip icine 8 g agar ilave ederek
su banyosunda 100 °C’de eritiniz.

UYGULAMAVYA iLiSKiN DEGERLENDIRME

Uygulamaniz asagida verilen 6lcltlere gére 100 puan Uzerinden degerlendirilecektir.

DERECELER

(20) (15) (10) (5)

1. Besin ortami igin gerekli organik bilesikle-

ri distile su icerisinde ¢ozilindiirdii.

2. Cozelti igerisine stok solilisyonlar gerekli
miktarlarda ekledi.

3. Besin ortaminin pH degerini ayarladi.

4. Hazirlanan besin ortamini tiip, petri kabi
gibi kiilturiin yapilacagi kaplara dagitip otok-
lavda sterilize etti.

5. Besin ortamina kati besi yeri icin gerekli
miktarda agar ekleyerek su banyosunda
eritti.

TOPLAM PUAN

Degerlendirme formundan en az 70 puan aldiysaniz bu uygulama icin basari dizeyiniz yeterli demektir.
Eksik oldugunuz 6grenmeleri tekrar etmeniz 6nerilmektedir.

\33’
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<1.4. BiTKi DOKU KULTURLERI iCiN KULLANILAN BiTKi KISIMLARI )

Bitki doku kaltlrl calismasinda kiltird yapilacak bitki pargasinin (eksplant) fizyolojik yasi, alindigi mevsim,
eksplantin blyuklGgu, ana bitkinin kalitesi ve fizyolojik durumu 6nemlidir. Ana bitkinin saghkh ve aktif
biiylime baslangicinda olmasi gerekmektedir. Ornegin uyku (dormant) veya yari dormant dénemdeki bit-
kilerden alinan eksplantlardan yapilan kilturlerde iyi sonuglar elde edilemez. Kiltiir calismasinin basari
diizeyi ana bitki ve o bitkiden alinacak bitki pargasinin yerine gore degisir. Bu nedenle kiiltiirde kullanilacak
bitki parcasinin alinacagi yer her bitkide farklilik gdsterir. Ornegin karanfilde siirgiin ucu, marulda kotiledon
yapraklari, bazi orkide tirlerinde ise yaprak uclari Gretim icin en iyi bitki kisimlaridir (Gérsel 1.9).

\'\_\\ {‘& '-

Gorsel 1.9: Eksplant segimi

Ana bitkiden alinan bitki parcasinin fizyolojik yasi ve hiicre yapilarindaki degisiklikler de kiiltirin gelisme-
sinde farkliliklara sebep olmaktadir. Bazi bitkilerin geng yapraklari ile yapilan kilturlerde yalniz kok, yash
yapraklardan ise sadece sirgiin olusmaktadir. Buna karsin orta yastaki yapraklardan ise hem kok hem de
siirgin olusabilmektedir.

Explantin rejeneratif karakteri (izerinde alindigi mevsimin etkisi biyiktiir. Ornegin Japon zambag bitkisin-
de sogan yapraklariyla ilkbahar ve sonbaharda yapilan kiltiirlerde basarili sonug alinmis oysa kis ve yaz
kiltiirlerinde gogalmanin ¢ok zor oldugu saptanmistir. Yine patates bitkisi ile yapilan kilttrlerde aralik ve
nisan aylarinda yapilan kiltirlerde basarili sonug alinirken subat, mart veya mayis, kasim aylarinda yapilan
kiltar calismalari sonuglari istenen diizeyde olmamistr.

Alinacak bitki parcasinin blytkligii de kiiltirdeki basariyi etkilemektedir. Ornegin meristem kiiltiiriinde
cok kugik bir explant baslangici olustugundan meristem kaltiirt ile hizli Giretim zordur. Diger yandan izole
edilen explantin boyutlari arttiginda mikroorganizma bulasma olasiligi da artmaktadir.




Dogada bulunan bitkisel kaynaklar tiiketim amaclarina gore kultiire alinmig ve giiniimuz-
de kullanilan gesitler gelistirilmistir. Bitki tiirlerindeki genetik gesitliligin ilk kez ortaya
ciktigl, yogun olarak bulundugu ve diinyaya yayildigi yerlere bitki gen merkezi denir. Bitki
gen merkezlerinin diinyadaki cografik dagilisi konusundaki ilk bilimsel ¢alismalari tnli
Rus Bitki Genetikgisi Nikolay Ivanovich Vavilov (1887-1943) yapmistir. Vavilov’a gore diin-
yada yedi bitki gen merkezi vardir. Bunlar; Dogu Asya-Cin, Gliney Asya-Hindistan, Orta
Asya, Yakin Dogu, Akdeniz, Etiyopya, Orta Amerika ve Giney Amerika’dir. Bu yedi bitki
gen merkezinden iki tanesi Glkemizdedir. Tirkiye, Akdeniz ve Yakin Dogu Gen Merkezleri
Uzerinde yer almaktadir.

Ulkemizde yaklasik 10 bin bitki tiirii bulunmakta ve bunlardan 1890 adedi ise endemik
(yoreye ozgu, belli bir bolgede yetisen) 6zellik gostermektedir. Toros Daglari, Amanos
Daglari, Kaz Daglari, Kuzey Gegit Bolgesi, Dogu Anadolu’nun kuzey ve glineyi ile Tuz Golu
civari endemik bitki tirtintin en fazla yer aldigi yorelerimizdir.

Ulkemizde kiiltir bitkilerinde gen kaynagi belirleme ve toplama calismalari Mirza Gokgol
tarafindan baslatilmistir. Arastirmaci; bugday, cavdar ve patates gibi tirler Gzerinde galis-
mis ve ¢ok sayida herbaryum drnegi toplamistir. Gokgul’'tin topladigi 6rneklerin biytik bir
kismi izmir Menemen’de bulunan Bitki Gen Kaynaklari Arastirma Enstitiisii biinyesindeki
Ulusal Gen Bankasi herbaryumunda yer almaktadir. Goérsel 1.10" da herbaryum ornegi
verilmistir.

BITKI DOKU KULTORU
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DOKU KULTURUNDE KULLANILACAK BITKi

4 UYGULAYALIM
KISIMLARINI HAZIRLAMA

e OGRENELIM

Bu calismanin amaci doku kaltiiriinde kullanilacak bitki kisimlarini hazirlamaktir. Bu dog-
rultuda sizden asagidaki islem basamaklarini uygulayarak doku kiltiriinde kullanilacak
i&l S E bitki kisimlarini hazirlamaniz beklenmektedir.

e Yaptiginiz uygulamada is saghgi ve giivenligi kurallarina uyunuz.

e Cihaz kullanim talimatlarina uyunuz.

e Kullanilacak bitki materyali e Bisturi e Saklama kabi

e Cam malzemeler (petri kutusu, beher vb.) e Eldiven e Saf su

1. Calisma oncesi hazirhiklari yapiniz.
e Calisma ortaminizi ve kullanacaginiz arag gereci hazirlayiniz.
o Arag gerecin temiz olmasina dikkat ediniz.

2. Calisacaginiz bitkiyi seginiz.
e Bitkinin yasl ve yetistirme ortami gibi durumlarin basariyi etkiledigini unutmayiniz.
e Eger dis kosullardan bitki secerseniz sectiginiz bitki kismini toz, kir pargaciklarindan arindirmak igin




UYGULAMAVYA iLiSKiN DEGERLENDIRME

Uygulamaniz asagida verilen 6lglitlere gére 100 puan lzerinden degerlendirilecektir.

DERECELER

OLCUTLER iyi m Gelistirilebilir
(20) (15) (5)

1. Calisma 6ncesi gerekli hazirhiklari yapti.

2. Ana bitkiyi ve ana bitkiden kullanacagi
bitki kismini segti.

3. Segilen eksplanti ana bitkiden ayirdi.

4. Ayrilan eksplantta kullanacagi doku kismi-
ni temizledi.

5. Eksplanttan doku kiiltiiriinde kullanacagi
boliimleri ayirdi.

TOPLAM PUAN

Degerlendirme formundan en az 70 puan aldiysaniz bu uygulama igin basari dizeyiniz yeterli demektir.
Eksik oldugunuz 6grenmeleri tekrar etmeniz 6nerilmektedir.

Not aliniz.

BITKi DOKU KULTURU



—
=
=—
as
=—
-]
el
=
=
el
-
=
£
—

( 1.5. YUZEY STERiLiZASYONU )

Doku kilturt cahismalarinda arazi veya sera kosullarinda yetistirilen bitkilerden doku kiltiriinde kullanil-
mak icin alinan bitki pargalari steril degildir. Bundan dolayi 6ncelikle bu materyalin sterilizasyonu yapilma-
lidir. Eksplantin sterilizasyonunda sterilize edilmis malzemeler kullaniimalidir. Sterilizasyon islemi sliresince
steril kabin icerisinde calisiimalidir. Steril saf su ile durulanan bitkiler yine steril olan kurutma kagidinda
bekletildikten sonra besin ortamina aktarilmaldir.

Explant bitkiden izole edilmeden 6nce bitki ylizeyinin steril hale getirilmesi gerekir. Bunun igin ¢alisilan
bitki materyaline gore en iyi sterilant madde konsantrasyonu ve uygulama siresi belirlenir. Kiltlr ¢alisma-
larinda kalsiyum ve sodyum hipoklorit (NaOCIl) soltisyonlari, hidrojen peroksit, gimis nitrat, etil alkol, civa
klorir sterilizasyon igin kullanilabilecek baslica sterilant maddelerdendir. Sterilizasyonun tam saglanabil-
mesi icin ana bitkiden izole edilen bitki pargasi %70’lik etanole 30 saniye daldirilip ¢ikarilmali, daha sonra
kullanilacak sterilant sollsyon icinde uygun sire bekletilmelidir. Sterilant sollisyonda tutulan bitki pargalari
sollisyon iginden alinarak g kez steril saf su ile calkalanmaldir (Gorsel 1.11). Boylece bitki parcalarindan
sterilant madde uzaklastirilmis olur.

Gorsel 1.11: Saf su ile durulama

Bitki doku kaltiriinde en yaygin kontaminasyon kaynagi bakterilerdir (agrobacterium, basillus, lactobasil-
lus vb.). Mikroorganizmalar genellikle bitki materyali ile gelir ve ylizey sterilizasyonu iyi yapilmadiginda ya-
yilir. Besin ortaminda beyaz, krem, pembe veya sari renkte cogunlukla seffaf koloniler olustururlar. Fungus-
lar da bitki materyali ile gelebilir ve beyaz, gri, mavi renkte, lifli gériiniimde besin ortaminin tzerini kaplar.
Virisler cogunlukla tespit edilemez. in vitro kosullarda bitki doku kiiltiiriinde en dnemli konu sterilizasyon
islemi olup tiim laboratuvar icin gecerlidir. Sterilizasyon islemi ti¢ ana kissimda ele alinir:

1. Bitki materyalinin sterilizasyonu
2. Calisma ortaminin sterilizasyonu
3. Kullanilacak arag gereg ve besin ortaminin sterilizasyonu




Materyal Sterilizasyonu: Kiltire alinan bitki materyalinin sterilizasyonudur. Bitki materyalinin ylzeyinde
olabilecek mantar sporlari ve bakterileri yok etmek icin sterilizasyon yapilir (Gorsel 1.12). Eksplantlar kis
sonunda veya erken ilkbaharda alindiginda bu enfeksiyonlar en az diizeyde olmaktadir. Doku kdiltirinde
en uygun eksplant kaynagi dnceden sterilize edilmis tohumlardan elde edilen aseptik fidelerdir. Bu se-
kildeki fidelerde sterilizasyona gerek yoktur. Ancak tarla, bahce vb. dis ortamlardan alinan eksplantlarin
(tohum, yumru, yaprak, gévde, siirgiin ucu, celik vb.) dncelikle musluk suyunda en az yarim saat tutulmasi
gerekir. Ayrica tohum ve yumru gibi kaba eksplantlar 1-20 saniye alkol icinde de bekletildikten sonra uygun
ylzey sterilizasyon ortamina konulmaldir.

BITKi DOKU KULTURU

Gorsel 1.12: Eksplantin sterilizasyonu

Yiizey sterilizasyonu igin en ¢ok kullanilan maddeler: Etil alkol, sodyum hipoklorit (camasir suyu), kalsi-
yum hipoklorit, civa klorur, glimUs nitrat ve hidrojen peroksittir (Tablo 1.4).

Tablo 1.4: Doku Kiiltiiriinde Kullanilan Bitki Pargasina Gore Materyal Sterilizasyon Sekilleri

20-30 dakika %10-20’lik NaOClI solusyonu iginde karis-
10 sn. saf alkolle muamele ve . . .
Tohum . . tirilarak tutulduktan sonra en az {i¢ defa steril saf su ile
steril saf su ile durulama o L
durulama ve steril filtre kagidi Gzerinde kurutma

10-15 dakika %10’luk NaOCl soltsyonu iginde karis-

Meyve, bakla Kisa streli saf alkolle muamele |tirilarak tutulduktan sonra en az (¢ defa steril su ile
durulama
10-20 dakika %15’lik NaOCl soltsyonu iginde karis-
. . . . Yarim saat musluk suyu altinda . o
Govde, hipokotil, petiyol fut tirilarak tutulduktan sonra en az (¢ defa steril su ile
utma
durulama
15 dakika %10’luk NaOCl sollisyonu iginde karistirilarak
Yarim saat musluk suyu altinda . .
Yaprak rut veya %0,1-0,25 HgCl, solliisyonunda 2-5 dakika galka-
utma

landiktan sonra en az ¢ defa steril su ile durulama
20-30 dakika %15-20’lik NaOCl soliisyonu iginde ka-

Depo organlari Musluk suyunda yikama ristirilarak tutulduktan sonra en az li¢ defa steril su ile

durulama ve steril filtre kagidi tizerinde kurutma
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Calisma Ortaminin Sterilizasyonu: Steril kabin ici, kullanimdan en az 10-15 dakika 6nce %10’luk ticari sod-
yum hipoklorit soliisyonu veya %70’lik alkolle silinir. Kabin icinde UV lambasi varsa acilir ancak kabin iginde
higbir is yapilmaz, bitki materyali bulundurulmaz. Calismada kullanilacak bisturi, pens vb. aletler kullanim
oncesinde alkole (etil veya metil alkol) batirildiktan sonra aleve tutularak steril hale getirilir.

Eksplantlarin kesim isleminde, aliminyum folyoya sarilarak otoklav edilmis fayanslar kullanilabilir. Bu du-
rumda fayanslar, kabin icinde ve fayansin yilizeyine dokunulmadan agilmalidir. Eksplantlar sterilize edilen
aletlerle bu fayanslar lizerinde kesilerek kultire alinmalidir. Kultir kaplari acildiktan sonra aleve tutulma-
lidir. Geriye kalan pargalar tekrar aliminyum folyoya sarilarak ortamdan uzaklastirilir ve otoklavdan sonra
fayanslar yikanarak tekrar kullantilir.

Kullanilacak Ara¢ Gereg ve Besin Ortaminin Sterilizasyonu: Kullanilacak arag gereg ve besin ortamlarinin
sterilizasyonunda; otoklav ve sicak hava sterilizasyonu, filtre sterilizasyonu, mikrodalga sterilizasyonu yon-
temleri kullantlir.

Bitki parcalarinin kiltire alinmasinda kullanilacak olan bisturi, pens, cam malzemeler ve diger kuru mater-
yaller agizlari aliminyum folyoyla kapatilarak ya da uygun metal konteynerler icine konularak etiivde 200 °C’de
1-4 saat tutulup sterilize edilir. Bu malzemeler steril kabin icerisinde agilarak kullanilmalidir. Plastik malze-
meler otoklav veya etlivde sterilize edilmez. Besin ortamlari genel olarak 121 °C’de 15 dakika otoklavda
tutularak sterilize edilir (Gorsel 1.13).

Gorsel 1.13: Otoklav

300 ml'den fazla besin ortami igeren siselerin kapaklari gevsek tutulmalidir. Otoklav sonrasi kapaklar sikil-
malidir. Glikoz gibi bazi besin maddelerini igeren kaplarin sterilizasyonunda sicaklik kademeli artirilmahdir.
Boyle durumlarda besin ortamlarinin 30 dakika 116 °C’de tutulmasi iyi sonuglar vermektedir. Biitlin ortam-
lar otoklav edildikten sonra 1-2 saat disarida bekletiimeli ve soguduktan sonra yogunlagsmayi dnlemek igin
kullanilincaya kadar karanlik dolaplarda saklanmalidir. Tim ekipmanlar otoklavda veya sicak hava firininda
(etivde) sterilize edilebilir. Alet ve bos kaplar ise otoklav posetler igine konulup agizlari kapatilarak otoklav
bandi ile yapistirilip sterilize edilir.




Farkli hacimlerdeki besin ortamlarinin sterilizasyon siireleri Tablo 1.5'te verilmistir.

Tablo 1.5: Farkli Hacimlerdeki Besin Ortamlarinin Otoklavda Minimum Sterilizasyon Sureleri

ORTALAMA HACIiM OTOKLAVIN 121 °C’YE ULASMA MiNiMUM STERILIiZASYON
(ml) SURESI (dk.) SURESI (dk.)

20-25 24

BITKI DOKU KULTORU

Hormonlar, vitaminler gibi cabuk bozulabilen maddeleriiceren ortamlar, duruma gore en kisa stirede kulla- J
nilmahdir. Kolayca bozulabilen maddeleri icermeyen besin ortamlari 3-4 ay icerisinde kullanilabilir.

o

Genellikle sivi besin ortamlari ve 1si ile bozulabilen maddelerin stok sollsyonlari igin filtre sterilizasyonu
kullantlir. Tek kullanimlik selliloz nitrattan yapilmis membran filtreler kullanilabilir. Filtre ile sterilize edil-
mis besin ortamlarini kontaminasyondan korumak icin besin ortamlari 4-5 giin dolapta tutulduktan sonra
kullanilmalidir.

Otoklavla sterilizasyon uzun zaman almakta ve malzemelere zarar verebilmektedir. Filtre sterilizasyonu
ise cok miktardaki besin ortamlari igin uygun degildir ve pahalidir. Buna karsin %3 sakkaroz iceren 100 ml
besin ortami 5 dakikada, 250 ml besin ortami 10 dakikada ve 1 litre besin ortami ise 15 dakikada mikro-
dalga firin ile sterilize edilebilmektedir. 50 ml agar iceren besin ortamlari da yine 15 dakika gibi kisa stirede
sterilize edilebilmektedir.




YUZEY STERILiZASYONUNU YAPMA

5 UYGULAYALIM
e OGRENELIM

sizden asagidaki islem basamaklarini uygulayarak doku kiiltiirinde (yaprak) ylzey steri-

Bu calismanin amaci doku kiltiriinde yizey sterilizasyonunu yapmaktir. Bu dogrultuda
]T'-I lizasyonunu yapmaniz beklenmektedir.

N

e Yaptiginiz uygulamada is saghgi ve givenligi kurallarina uyunuz.

e Cihaz kullanim talimatlarina uyunuz.

1. OGRENME BiRiMmi

® %0,1-0,25 HgCls sollisyonu veya %10’luk NaOCl soliisyonu e Beher

e Saf su * Baget

1. Calisma oncesi hazirhiklari yapiniz.
e Calisma ortaminizi ve kullanacaginiz arag gereci hazirlayiniz.

e Arag gerecin steril olmasina dikkat ediniz.

N
N

, NN E/



UYGULAMAVYA iLiSKiN DEGERLENDIRME

Uygulamaniz asagida verilen 6lgitlere gore 100 puan Uzerinden degerlendirilecektir.

DERECELER

OLCUTLER iyi m Gelistirilebilir
(20) (15) (5)

1. Calisma oncesi hazirliklarini yapti.

2. Yapraklari steril kaplara dikkatlice yerles-
tirdi.

3. Yapraklari musluk suyu altinda yarim saat

tuttu.

4. Soliisyon iginde yapraklari sterilize etti.
5. Steril saf suyla yapraklari yikadi.

TOPLAM PUAN

Degerlendirme formundan en az 70 puan aldiysaniz bu uygulama igin basari dizeyiniz yeterli demektir.
Eksik oldugunuz 6grenmeleri tekrar etmeniz 6nerilmektedir.

Not aliniz.

BITKi DOKU KULTURU
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(1.6. DOKULARI KULTURE ALMA )

Doku kilturt calismasi birbirini izleyen li¢ agsamada gerceklesir. Birinci agamanin amaci aseptik kosullari
olusturmak ve eksplantin bliylimesini saglayarak ikinci asamaya hazir duruma getirmektir. Birinci asamada
en 6nemli sorun ortamin enfekte olmasi ve kiltlr kayiplaridir. Bunu énlemek icin ortama bazi antibiyo-
tikler, fungusitler ve antioksidantlar ilave edilebilir. Birinci asama sonunda kdltiire alinan eksplantlar bir
veya daha fazla adventif gévde siirgiinii olusturmali, birka¢ tane somatik embriyo gelismeye baslamali ve
dnemli miktarda kallus olusmalidir. ikinci asamada seri halde alt kiiltiir yapiimalidir. Yani ana kallustan yeni
bitki parcaciklari elde edilmelidir. Bu devrede bitkiler besin maddesi yoniinden oldukca hassastir. Bliyiime
ortamina az miktarda kémiir tozu koymak yararli olacaktir. Uglincli asamada ise bitkilerin kiiltiir ortamina
transfer islemi baslar. Burada 6nemli olan topraga tasinacak bitkilerde kékin bulunmasi ve bitkinin yasa-
mini siirdiirebilmesidir. Uciincii asamada isik intensitesi 3-10 kat artirilarak kéklenme saglanabilir. Ayrica
ortama az miktarda oksin eklenerek kdklendirme hizlandirilir. Topraga tasinan veya saksiya alinan bitkiler
belli bir siire steril seralarda optimum sicaklik, nem ve isiklandirma altinda bekletilmelidir.

1.6.1. Cevresel Faktorler

Doku kultirinde 1sik ve sicaklik en 6nemli ¢evre faktorleridir. Bitki doku kiltirinde kullanilan isigin yo-
gunlugu, aydinlanma siresi ve kalitesi 6nemlidir. Ortam sicakhginin bitkinin dogal biyiime ortamindaki
optimum sicaklikta olmasi gerekir. Bu nedenle kiiltlrlerin istenen sekilde gelismesi icin sicaklik ve 15181
ayarlanabilen inkiibasyon odalarina veya inkiibatorlere ihtiyag vardir (Gorsel 1.14).

Gorsel 1.14: iklim odasi

Kiltur kaplari igcinde genellikle %100’e varabilen ylksek bir nem saglanmaktadir. Bu nedenle ¢ogunlukla
kiltirun gelistigi cevrede nemin ayarlanmasina ihtiyag yoktur. Fakat cok kurak bolgelerde hazirlanan kaltir
ortaminin cabuk kurumasi ya da nemli ortamlarda kif mantarlari gelismesi s6z konusu olabilmektedir. Bu
gibi kosullarda nemin ayarlanmasi gerekir.




Explantin ihtiyag duydugu karbonhidrat, kltir ortaminda bulundugu igin kiltiiriin son devresine kadar fo-
tosentez yapmasi gerekmez. Dolayislyla i1s18a ihtiyaci yoktur. Ancak kultlrde strglin olusmasi, kok olusmasi
veya aseksiiel embriyogenesis gibi olaylar icin 151k gereklidir. Ozellikle bitkinin gelismesi sirasinda biiyiime
ve hiicre farklilagsmasiyla 6zel seklini almasini diizenlemek igin isiga ihtiyag vardir.

Istk Yogunlugu: Isik yogunlugu; kullanilan bitki tirtine, bitkiden izole edilen bitki pargasinin cinsine ve be-
sin ortamina bagli olarak degisir. Genel olarak bitki doku kiltirlerinde 300-10000 liiks arasinda degisen isik
yogunluguna gereksinim vardir. Ornegin yer elmasi yumrularindan alinan kesitlerle olusturulan kiltirler
5000 luks 1stk yogunluguna ve 12 saatlik aydinlanma siresine ihtiyac duyar. Diger yandan kuskonmaz ile
yapilan kiltirde ise baslangicta 1000 liiks 151k yogunlugu yeterlidir. Ancak ayni kiiltliriin son devresinde
3000-10000 luks arasinda stk yogunlugu gereklidir.

Gunlik Aydinlanma Siiresi: GlUnluk aydinlanma stresi; bitki doku kilturlerinde kullanilan bitki tirine,
1s18in kalitesine ve kiiltiiriin amacina gore degismektedir. Ornegin yer elmasi yumru kiiltiiriinde kdklenme
icin 12 saatlik bir aydinlanma siiresi yeterlidir. Buna karsin kuskonmazin siirgiin ucu kiltiriinde kok ve sur-
glin olusmasi icin 1000 liks 151k yogunlugu ile glinde 6 saatlik aydinlanma gereklidir. Genellikle birgok bitki
kiltdrd icin 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyot uygulanir.

Isik Kalitesi: Ortamda yeterince besin maddesi bulundugunda bile bitki pargaciklari biyimuyorsa bunun
en 6nemli nedeni isigin istenilen nitelikte olmamasidir. Isigin kalitesi kiiltirde organ ve organ sistemlerinin
gelisimi Uzerine etkilidir. Isiklandirmada genellikle floresan lamba kullanilir. Ortalama 16 saat ve 100 liks
intensiteli lambalar yeterlidir. Ancak kdk olusumunun son safhasinda i1s1gin 3000-10000 liikse c¢ikarilmasi
gerekir.

Sicaklik istegi: Genellikle kiiltiirler icin kullanilan sicaklik 25 °C’dir. Ancak bir bitki normal sartlarda gelis-
mesini sirdirirken ginliik ve mevsimlik sicaklik degisikliklerine maruz kalir. Bu nedenle kiltirin gelistigi
ortamda periyodik olarak degisen sicaklik etkilerini incelemek gerekir. Ornegin cengel sakizi kék kiiltiiriin-
de glindliz 21-27 °C, gece ise 16-22 °C arasinda degisen sicakliklar uygulandiginda fazla miktarda adventif
sirglnler olusurken devamli olarak 25 °C sicaklik uygulandiginda ayni basari elde edilememektedir.

1.6.2. Bitki Doku Kiiltiriniin Genel Teknigi

Bitki doku kalturiinin uygulanmasi farkli bitki
materyalleri icin kiiclik degisiklikler gosterse de
hemen hemen aynidir. Doku kiiltlirii materyalin
alinmasi ve besin ortami igine atilmasini kapsar.
Petri kaplari veya tipler icerisinde bulunan be-
sin ortamina dezenfekte edilmis materyal yer-
lestirilir (Gorsel 1.15). Ortamlara vyerlestirilen
bitkiler sabit sicaklik ve 1sik kosullarina sahip ik-
lim dolaplarinda bliylime, gelisme ve ¢ogalmaya
birakilir.

Gorsel 1.15: Tiipe alinmis ekplant

BITKi DOKU KULTURU
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Bir eksplanttan yeniden tam bir bitki elde edilmesi icin temel adimlar sunlardir:

Eksplantin Secimi ve Sterilizasyonu: Uygun eksplant segilir ve daha sonra ana bitkiden kesilir. izole edilen
eksplant, dezenfektanlar kullanilarak sterilize edilir.

Besin Ortaminin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu: Kiltirin amaglarina ve kiltiirlenecek eksplantin tiiriine
uygun bir besin ortami hazirlanir. Hazirlanan besin ortami sterilize edilmis kaplara aktarilir ve otoklavda
sterilize edilir.

Aktarma (Asilama): Sterilizasyon islemi gergeklestirilen eksplant aseptik kosullar altinda kaltur kaplari ige-
risinde bulunan farkli 6zelliklere sahip besin ortamina aktarilir. Kiiltir odasinda kdltlrler inktbe edilir.

Kulugka: Bitki materyalinin doku kiltirinde gelisebilmesi icin en 6nemli cevresel faktorler sicaklik ve 1sik-
tir. Kaltar kaplarinin kapal olmasi nedeniyle genellikle bitkilerin ihtiya¢ duydugu nem saglanmaktadir. Bitki
turline gore degismekle birlikte cogunlukla 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik uygundur. Ayni sekilde
24 °C’lik sicakhk ve 2000-3000 liiks 151k yogunlugu yeterli olmaktadir. Aktarma isleminden sonra basarili
kiltirleme icin uygun isik, sicaklik ve nem kosullarinin saglandigi kiltir odalarinda sicakhk kullanim ama-
cina gore 18,22 ve 25 °C olmalidir. Nem ise %50-70 arasinda olmali ve isik beyaz serin floresan lambalariyla
saglanmalidir.

Alt Kiltiirleme: Kiltirlenmis hicreler, bitkicikler elde etmek igin yeni bir besin ortamina aktarilir.
Koklendirme Asamasi: Besi ortaminin biylmeyi dizenleyici madde icerigi degistirilerek siirglinler kok-

lendirme ortaminda kiiltiire alinir (Gorsel 1.16). Kullanilan materyale gére besi ortami kuvveti de belirli
oranlarda azaltilabilir.

( f

Gorsel 1.16: Koklendirme yapilmig eksplant

Bitkilerin Transferi: Elde edilen bitkicikler sertlestirme isleminden yani ¢evreye alistirildiktan sonra seraya
veya saksilara aktarilir. Kullanilan ydnteme gore gelistirilen veya cogaltilan bitkiler amag Gretim ise kdklen-
dikten sonra sera kosullarina torf+perlit iceren saksi veya viyollere aktarilarak dis kosullara alistirilir.




6 UYGULAYALIM DOKULARI KULTURE ALMA iSLEMIiNi YAPMA
o OGRENELIM

Bu ¢alismanin amaci dokulari kiiltiire alma islemini yapmaktir. Bu dogrultuda sizden asa-
F ]Tf

gidaki islem basamaklarini uygulayarak dokulari kiltire almaniz beklenmektedir.

- e Yaptiginiz uygulamada is saghigi ve giivenligi kurallarina uyunuz.

e Cihaz kullanim talimatlarina uyunuz.

BITKI DOKU KULTORU

e MS besin ortami e Agar e Bisturi

e Petri kutusu * Pens e Cam kavanoz

e Otoklav e Calisma kabini * inkiibasyon kabini
® %10’luk NaOCl sollisyonu e %70 etil alkol e Saf su

1. Analiz 6ncesi hazirliklari yapiniz.

e Calisma ortaminizi ve kullanacaginiz arag gereci hazirlayiniz.
o Arag gerecin steril olmasina dikkat ediniz.

o
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7. Aktarma isleminden sonra uygun isik, sicaklik ve nem kosullarinin saglandigi kiiltiir odalarinda
kiiltiirii inkiibasyona birakiniz.

e Sicakligi (18, 22 veya 25 °C) kullanim amacina gére ayarlayiniz.

e Nemin %50-70 arasinda olmasina dikkat ediniz.

e Eksplantin 6zelligine gore isik ayari yapiniz.

UYGULAMAVYA iLiSKiN DEGERLENDIiRME

Uygulamaniz asagida verilen 6lgitlere gére 100 puan Uzerinden degerlendirilecektir.

DERECELER

OLCUTLER iyi Gelistirilebilir
(20) (15) (10) (5)

1. Doku kiiltiirii calismasi igin gerekli aseptik
ortami sagladi.

2. Segilen eksplanti ana bitkiden ayirip yii-
zey sterilizasyonunu yapti.

3. Eksplantin tiiriine uygun besin ortami
hazirladi.

4. Sterilize edilmis eksplanti aseptik kosul-
larda steril besin ortamina aktardi.

5. Kultard, kiltir odasinda inkiibasyona
birakti.

TOPLAM PUAN

Degerlendirme formundan en az 70 puan aldiysaniz bu uygulama igin basari dlzeyiniz yeterli demektir.
Eksik oldugunuz 6grenmeleri tekrar etmeniz 6nerilmektedir.




C1.7. ALT KULTURE ALMA )

Materyalin kiltire alimindan sonra ¢ogaltimda kullanilan bitki tiir ve ¢esidinin cogalabilme 6zelligine bagh
olarak yeni surglinler meydana gelmektedir. Bu sirglinler ayrilarak daha genis kaplar icerisinde alt kilttr-
lere alinir. Kéklendirme asamasina gegcilene kadar alt kiltire devam edilir.

Bitkilerin blylyup gelisebilmeleri icin hlicreler arasi kimyasal iletisime ihtiyaci vardir. Bitkiler bu iletigimi
kendi Grettikleri bitki buyime dizenleyicileri ile saglar. Bitkilerde dogal olarak sentezlenen, blylimeyi ve
fizyolojik olaylari kontrol eden, tretildikleri yerden diger kisimlara tasinarak tasindigi bolgede de etkin
olabilen organik molekiillere bitki biyiime diizenleyicileri (hormon) adi verilmektedir. Bu bilesiklerin bir
kismi dogal olarak meydana geldigi gibi bir kismi da sentetik olarak elde edilmektedir (Gorsel 1.17). Sen-
tetik hormonlar dogal hormonlarla benzer etki gdstermekte hatta bazi durumlarda daha fazla etkiye sahip
olabilmektedir.

Gorsel 1.17: Bitki bilylime diizenleyici ekleme

Bitki biyime duzenleyicilerinin kullanim alanlari:
e Olgunlasmay! hizlandirmak.
o Celikle cogaltmayi saglamak.
e Tohumlarin ¢cimlenme glicina artirmak.
¢ Ciceklenmeyi tegvik etmek veya geciktirmek.
e Soguga dayanikliigl artirmak.
e Meyvelerde tohum olusumunu artirmak.
e Meyve iriligini artirmak.
e Meyve muhafaza siresini uzatmak.
e Bitkilerin hastalik ve zararlilara dayanikliigini artirmak.
e Yabanci ot kontrollini saglamak.
e Hasat dncesi meyve dokilmesine engel olmak.
e Makineli hasadi kolaylastirmak.
e Dormansiyi kirmak.
e Doku kiltiiri calismalarinda kok, stirgin ve yumru olusumunu tesvik etmek.

BITKI DOKU KULTORU




Bitki blylme dizenleyicileri farkli gruplar altinda toplanmistir. Oksinler, giberellinler ve sitokininler biyu-
me tesvik edicilerdir. Absisik asit engelleyici ve etilen ise olgunlastirici olarak gruplandiriimaktadir. Bliylime
ve gelisme doneminde buylmeyi tesvik eden maddeler bitkide hakimken, olgunlasma veya biyiimenin
sonuna dogru absisik asit hakim olmakta ve biylime kontrol altina alinmaktadir.

Oksinler: Bu hormonlar hiicrelerin uzamasini ve boélinmesini arttirarak blylimeyi tesvik etmektedir. Ok-
sinler yapraklar, tepe tomurcuklari ve gigekler gibi meristematik dokularda sentezlenmekte ve tagsinmasi

yukaridan asagiya dogru olmaktadir. Oksinler; indol, naftelen, fenoksi ve benzol grubu olmak tizere doért

grupta incelenmektedir (Sema 1.1).

1. OGRENME BiRiMmi

Sema 1.1: Oksin gruplan

Oksinler doku kiiltiirlerinde tek baslarina kullandiklarinda hiicre sispansiyonlarinin elde edilmesini kallus
ve somatik embriyo olusumunu saglar. Sitokininlerle birlikte kullanildiklarinda kallus olusumunda siirgiin
rejenerasyonunda ve somatik embriyo olusumunda etkilidir. Oksinlerin blylmeyi artirici etkileri iki meka-
nizma ile gerceklesmektedir:

'\ 1. Oksinler, hiicre ¢eperinde H* iyonu tasimini artirarak hiicre ¢ceperinin esnekligini artirir. Boylece hiicre

ceperinden daha ¢ok su alinarak hiicre siser ve biydir.

y
4

2. Blylmenin ayni hizda olabilmesi icin gerekli mRNA’larin sentezini uyarir.

.



Sitokininler: Sitokinin, bitkide aktif hiicre bolinmesine sahip tiim dokularda ylksek miktarda bulunur.
Ozellikle kok meristemlerinde sentezlenip bitkinin yesil aksamlarina tasinir. Doku kiiltlirii ortaminda oksin-
lerin kdk olusumunu tesvik etmesine karsin sitokininler siirglin olusumunu tesvik eder. Sitokininler dogal

olarak sentezlendikleri gibi sentetik yollarla da elde edilmektedir (Sema 1.2).

Sema 1.2: Sitokininler

Doku kiltiiri ortaminda oksin, sitokinin orani yiiksek oldugunda koklenme; sitokinin, oksin orani yiiksek
oldugunda ise sirgiin olusumu gorilur. Besin ortaminda oksin, sitokin orani dengelendiginde hiicre bi-
yumeyi slrdiriar ancak faklilagsmayip kiime olusturur. Farkhlasmamis bu hicre kiimesine kallus adi verilir.

Bltun bitkiler icin kdk ve siirgiin olusmasinin kontroli sitokinin ve oksin dengesine bagli olarak gercgeklesir.
Ancak uygun dokunun alinmamasi veya hormon iceren besin ortaminin kullanma siresi istenen sonuca
etki etmektedir. Ornegin N. glauca bitki gévdesinden alinan parcalarla yapilan organ kiiltiiriinde, 1AA ve
kinetinin degisik konsantrasyonlarinda adventif siirglinler elde edilemezken ayni ortamda sirgiin uglariyla
yapilan kultirlerde stirgiin ve kok olusmustur.

Sitokininlerin bitkilere etkileri su sekildedir:
e Organ olusumunu ve gelisimini tesvik etmek.
e Hiicre bélinmesini saglamak.

e Ozellesmemis gencg hiicrelerde farklilasmayi saglamak.

e Klorofilin ve hiicre proteininin bozulmasini yavaslatip RNA sentezini artirmak.

Giberellinler: Oksin ve sitokininler kadar olmasa da bazi
durumlarda kiltr ortamlarinda giberellinlerin de kulla-
nilmasi gerekmektedir. Giberellinler blyimeyi ve gelis-
meyi tesvik edici hormonlardir. Bitkilerde, tomurcuklar-
da, embriyolarda, kdklerde, geng yapraklarda, giceklerde
ve meyvelerde fazla miktarda giberellin bulunur. Ayrica
giberellinler ¢gimlenme esnasinda amilaz enziminin olu-
sumunu saglayarak tohumda depo nisastanin embriyo
tarafindan kullanilabilen sekerlere déntisiimiine yardim-
ciolur. Cok sayida giberellin bulunmasina ragmen en yay-
gin kullanilani giberellik asit (GA)’tir.
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Absisik Asit (ABA): Bitkilerde gelisimi tesvik edici dogal maddelerin yani sira engelleyici dogal maddeler
de bulunmaktadir. Bu maddelerden en 6nemlisi absisik asittir (ABA). Absisik asit bitkilerin her organinda
bulunur ancak en fazla yesil yapraklardadir. ABA'nin sentetik tretimi pahali oldugundan ve UV 15181 altinda
stabil kalamadigindan pratikte ¢ok yaygin bir kullanim alani yoktur.

ABA, bitkilerde dormansi haldeki tomurcuk ve tohumlarda yiiksek miktarlarda bulunarak dormansinin sir-
mesine neden olur. Bitkilerdeki ABA konsantrasyonu, ¢evre kosullarina bagh olarak degismektedir. Stres
kosullarinda ABA miktari artar ve hizlica bitkinin diger bolgelerine tasinir. Ornegin bitkilerde su stresi, sto-
malarin aninda kapanmasina neden olmakta ve protein sentezini yavaslatmaktadir.

Etilen: Olgunlastirma hormonu olarak da bilinen etilen (C;Hs) gaz halde bulunan tek hormondur. Etilen
bahce bitkileri trtnlerinin tat, renk, doku ve yapisinda oldukga etkilidir. Bitkinin tiim organlarindan sentez-
lenebilir ancak daha ¢ok stres altindaki olgun ve yaslanan dokulardan sentezlenir. Ornegin yapraklar solma
ve dokiilme 6ncesi donemde yiksek miktarda etilen sentezler. Kuraklik, su baskini, soguk veya riizgar gibi
stres kosullarinda bitkiler etilen sentezini arttirir.

Muz, narenciye, armut, domates, kavun, ananas gibi meyve tirlerinin olgunlastiriimasi ve sarartilmasinda
etilen gazi kullanilir. Etilenin meyveyi uyarmasi ile meyve yumusamasi, meyve kokusunu olusturan ugucu
bilesiklerin sentezlenmesi, solunumun hizlanmasi ve nisastanin sekere dontsmesi gibi metabolik olaylar
meydana gelmektedir.

Etilenin bitkilere etkisi su sekildedir:

e Dormansiyi kirmak.

¢ Yaprak ve meyvelerde dékim

¢ Bazi bitkilerde gigeklenmeyi tesvik

e Adventif kok olusumunu uyarmak.

e Monoik bitkilerde disi cicek olusumunu tesvik etmek.

e Absisyonu tesvik ederek mekanik hasadi kolaylastirmak.

e Yapraklarin kalinlagmasini saglamak.




7 UYGULAYALIM ALT KULTURE ALMA
e OGRENELIM

]T Bu galismanin amaci alt kiltlrlerde amaca uygun kultir gelisimi yapmaktir. Bu dogrul-
il

tuda sizden asagidaki islem basamaklarini uygulayarak doku kiltiiriinde alt kiltire alma
islemini yapmaniz beklenmektedir.

N

e Yaptiginiz uygulamada is saghgi ve giivenligi kurallarina uyunuz.

e Cihaz kullanim talimatlarina uyunuz.

BITKI DOKU KULTORU

e Calisma kabini e MS besin ortami e Etil alkol

e Cam malzemeler (petri kutusu) ® Pens e Bek alevi

1. Analiz 6ncesi hazirliklari yapiniz.
e Calisma ortaminizi ve kullanacaginiz arag gereci hazirlayiniz.

e Arag gereci etil alkolden gegirerek steril ediniz.
o Aseptik calisma ortami saglayiniz.




1. OGRENME BiRiMi

UYGULAMAYA iLiSKiN DEGERLENDIRME

Uygulamaniz asagida verilen dlcitlere gére 100 puan Uzerinden degerlendirilecektir.

DERECELER

OLCUTLER iyi Gelistirilebilir
(20) (15) (10) (5)

1. Calisma igin gerekli aseptik kosullari
sagladi.

2. Siirgiin olusan eksplantlari petri kutusun-
dan yeni besin ortamina aktardi.

3. Besin ortamina amacina uygun bitki bi-
yiime diizenleyicisi ekledi.

4. Alt kiiltuirleri, uygun cevre kosullarinda
inkiibasyona birakt.

5. Alt kiiltiirleri, k6klendirme igin yeni besin
ortamina aktardi.

TOPLAM PUAN

Degerlendirme formundan en az 60 puan aldiysaniz bu uygulama icin basari dlzeyiniz yeterli demektir.
Eksik oldugunuz 6grenmeleri tekrar etmeniz 6nerilmektedir.

Not aliniz.




(1.8. BiTKiYi DIS KOSULLARA ALISTIRMA )

Dis kosullara alistirma, kiltiirde elde edilen bitkilerin in vitro kosullardan alinarak dis kosullara tasindigi
asamadir. in vitro kosullarda besin bitkiye hazir verilirken dis kosullarda bitkiler kendi besinini kendi sen-

tezler. Bu nedenle de bitkilerin aktif gelisme durumunda olmasi gerekir.
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Gorsel 1.18: Bitkiyi dis kosullara ahistirma

Bitkiler in vitro kosullarda yaklasik %100 nemli bir ortamda gelistiklerinden 6nce seralarda yiiksek nem
altinda tutulmali daha sonra hava nemine yavas yavas alistirimalidir. Bitkiler dis kosullara c¢ikarildiginda
dastk neme maruz birakilirlarsa uyum saglayamaz. Kéklendirme ortamindaki bitkilerin kiltiir periyodunun
sonuna dogru (son Ug glnd) kiltir kaplarinin kapaklari yarim agilir. Bu sekilde kaplarin igerisindeki nem
orani kabinin nispi nem orani olan %65 seviyesine ¢ekilir. Daha sonra bitkiler, icinde toprak veya torf topra-
g1 bulunan saksilara aktarilir ve saksilara seffaf posetler gegirilir (Gorsel 1.18). Bitkilerin dis ortam nemine
(%37-39) adaptasyonu igin posetlerin Ust kdse kisimlari kesilir. Boylece dis ortama gikarilan bitkinin aniden
su kaybetmesi 6nlenir ve bitkiler yavas yavas dis ortama ahlistiriimis olur. Birgok bitki icin dis kosullara alis-
tirma suresince 16 saat aydinlk 8 saat karanlk periyot uygulamasi yapilir. Dis kosullara alstirilan bitkiler
doku kiltiriiniin amacina uygun olarak bahge ya da tarlaya aktarilir.




1. OGRENME BiRiMmi

8 UYGULAYALIM BiTKiYi DIS KOSULLARA ALISTIRMA
o OGRENELIM

Bu c¢alismanin amaci bitkiyi dis kosullara alistirmaktir. Bu dogrultuda sizden asagidaki
islem basamaklarini uygulayarak doku kiltiiriinde bitkiyi dis kosullara alistirmaniz bek-
lenmektedir.

e Yaptiginiz uygulamada is saghgi ve giivenligi kurallarina uyunuz.

e Cihaz kullanim talimatlarina uyunuz.

o Saksi » Toprak veya torf e Makas

® Pens o Seffaf poset e iklim odasi

1. Analiz 6ncesi hazirliklari yapiniz.

e Calisma ortaminizi ve kullanacaginiz arag gereci hazirlayiniz.
¢ Arag gereci etil alkolden gegirerek steril ediniz.




UYGULAMAVYA iLiSKiN DEGERLENDIRME

Uygulamaniz asagida verilen dl¢itlere gére 100 puan Uzerinden degerlendirilecektir.

DERECELER

OLCUTLER iyi Gelistirilebilir
(20) (15) (10) (5)

1. Analiz 6ncesi hazirhiklari yapti.

BITKi DOKU KULTURU

2. Uygun biiyiikliik ve sayida saksiya toprak,
torf hazirladi.

3. Alt kiilttirleri saksilara aktardi.

4. Bitkilerin nem kaybini engelleyecek 6n-
lemler aldi.

5. Dis kosullara aligtirilan bitkileri bahge,
tarla ortamina aktardi.

TOPLAM PUAN

Degerlendirme formundan en az 70 puan aldiysaniz bu uygulama igin basari dlzeyiniz yeterli demektir.
Eksik oldugunuz 6grenmeleri tekrar etmeniz 6nerilmektedir.

Not aliniz.




po J" OLCME VE DEGERLENDIRME
o
& b
E A Asagidaki cimlelerde bos birakilan yerlere dogru sozciikleri yaziniz.
=
e
"'E" 1. Bitkiden doku kulttrinde kullanilmak amaciyla alinan bitki pargasina ........ccoceeeeeeveveecieeeeecineee
= denir.
e=
=
- 2. Yapay besin ortaminda bir eksplanttan yeni bitki veya doku Gretilmesine ..........ccccoveveeeeeeccciieeenns
denir.
3. Doku kultlrd laboratuvarinda ........c.ceeeeeeveveccieee e , kllltir hazirlama odasi ve inkiibasyon

odasi olmak tizere baslica ti¢ ana bdlim bulunur.

4. Bitkinin hiicre, doku ve organlarinin ait olduklari canli organizma disinda steril yapay ortamlarda
yetistirilmesi veya bulunmasi ........ccoveeeenennnenicnicniene olarak ifade edilir.

5. Kultire alinan eksplantin ylizeyine yapilan sterilizasyona .........cccceeeveveeccieineececeveeenne. denir.

6. Dis kosullara alistirma asamasinda kiltir kaplarinin kapaklari periyodun son .........cccccceeviveeennnne
glnd yarim agllir.

B Asagidaki sorulari okuyarak dogru olan segenegi isaretleyiniz.

7. Asagidakilerden hangisi bitki doku kiiltiiriinde farklilagsmanin tanimidir?

A) Canli hiicrelerin gogalmasi icin kullanilan kilttr ortamidir.

B) Bitkinin bir glinlik zaman diliminde 1s518a maruz kalma siiresidir.

C) Kallus Gretmek icin meristematik duruma geri dénen olgun hticre olayidir.

D) Kallus Gretmek icin meristematik duruma geri dénen olgun hiicre olayidir.

E) Meristematik ozellik gdsteren organize olmamis ve farklilasmamis hicre kutlesidir.

8. Asagidakilerden hangisi bitki doku kiiltiiriiniin yapilis amaglarindan degildir?
A) Hastaliklara karsi dayanikliligin artiriimasi
B) Bitkilerin hizl gogaltilmasi

C) Yeni gesitlerin gelistirilmesi
D) Patojen igeren bitkisel materyal tiretilmesi
E) Cevresel kosullara dayanikli bitki Gretilmesi
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9. Asagidakilerden hangisi bitki doku kiiltiirii laboratuvarinda bulunan cihazlardan degildir?

A) Tohum sayicl
B) Su banyosu

C) Etliv

D) Calisma kabini
E) pH metre

10. Asagidakilerden hangisi besin ortamlarinda kullanilan organik bilesiklerdendir?
A) Azot

B) Su

C) Amino asitler

D) Mineral tuzlar

E) Karbon

11. Asagidakilerden hangisi bir besin ortamini olusturan maddelerden degildir?
A) Su

B) Toprak

C) inorganik bilesikler

D) Organik bilesikler

E) Dogal bilesikler

12. Asagidaki bitki biiyiime diizenleyicilerden hangisi olgunlastirma hormonu olarak kullanilir?
A) Etilen

B) Giberellin

C) Sitokinin

D) Absisik asit

E) Oksin

13. Asagidakilerden hangisi bitki doku kiiltiriinde gevresel faktorler icinde yer almaz?
A) Isik yogunlugu

B) Aydinlanma suresi

C) Sicakhk

D) Nem

E) Besin ortami

C Asagida verilen sorulan yanitlayiniz.

14. in vitro kosullarda bitki doku kiiltiiriinde sterilizasyon isleminin nemini ve yapilisini agiklayiniz.

15. Bir eksplanttan yeniden tam bir bitki elde edilmesi igin uygulanan temel adimlar nelerdir?
Kisaca agiklayiniz.

16. Doku kiltiiri calismalarinda kiltiirler neden alt kiiltiire alinir? Agiklayiniz.

~
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KONULAR

. DOKU KULTURU TEKNIiKLERI
. KALLUS KULTURU

. MERISTEM KULTURU

. EMBRIYO KULTURU

. MiKROCOGALTIM
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NELER OGRENECEKSINiz?

e Doku kiiltiiri teknikleri
e Kallus kiiltiiru

e Meristem kiiltiirii

e Embriyo kiiltiiri

e Mikrogogaltim

TEMEL KAVRAMLAR

kallus kiiltiirii, meristem kulturid, embriyo kiltii-
rii, meristem ucu, sirgiin ucu, apikal, interkalar,
lateral, germplazm, endemik, donor bitki, anag
bitki, adventif tomurcuk, aksiller tomurcuk, fi-
totoksik, fenotip, genotip, klon, perlit, sitoloji,
varyasyon




BITKI DOKU KULTURU TEKNIKLERI

T

HAZIRLIK ZAMANI

1. Sizce doku kiiltirii ile bitki gogaltma yontemi, tarim |

sal uretime ne gibi faydalar saglar? Diisiincelerinizi
nedenleriyle agiklayiniz.

2. Bitkileri cogaltirken nigin farkli yontemler uygulanir?




2. OGRENME BiRimi

Y 4 4 4

2.1. DOKU KULTURU TEKNIKLERI

Doku kdltirtyle yapilan tGretim sonucunda yeni bitki, doku veya bitkisel trtinler elde etmek amaglanmak-
tadir. Bu Uretim yonteminde, bitkinin blylme siireci boyunca gerceklesen gelisim asamalari ve gevresel
etkenler olabildigince kontrol altindadir. Bu nedenle geleneksel liretim yontemlerinden farklilik gosterir.
Boylece daha kisa siirede ve istenilen 6zelliklere uygun bitki Gretimi gerceklestirilmis olur.

Bitki doku kilturleri, var olan gesitlerde genetik varyabilite olusturmak ve yeni gesit gelistirmek igin siklikla
kullanilir. Bunlarin disinda hastaliktan arinmis bitki Gretiminde, yok olma tehlikesi altindaki tiirlerin ko-
runmasi veya ¢ogaltilmasi zor olan tirlerin ¢cogaltilmasinda rutin olarak kullaniimaktadir. Ayrica bitki doku
kiltird; cok sayida bitki Gretiminde zaman, yer ve anag bitki materyalinden tasarruf saglamasi bakimindan
onemlidir.

Bitki doku kiltiirlinde Gretim amacina uygun tekniklerin segilmesi doku kiltiirliniin basarisini etkilemekte-
dir. Kullanilan doku kiiltiirii tekniklerinin her birinin kendine 6zgii bazi dzellikleri vardir. Ornegin tiirler arasi
melezlemelerde embriyo kiltlrd, mutasyon islahinda ise kallus kiltiiri uygulanarak basarili sonuglar alin-
mistir. Yine hastaliklardan arinmis bitki Gretiminde meristem kultlr ve genetik kaynaklarin korunmasinda
mikrogogaltim teknigi siklikla kullaniimaktadir.

Bitki doku kulturiinde sikga kullanilan dért yontem asagida verilmistir (Sema 2.1).
BiTKi DOKU KULTURU TEKNIKLERI

Meristem kiltirii

Kallus kualtiiri

Sema 2.1: Bitki doku kiiltiirii teknikleri

Bitki doku kiltirinln baslangic asamasinda eksplantlar besin ortamina yerlestirilir. Besin ortamina slrgiin
olusumunu saglamak amaciyla 0,05-10 pM (mikromolar) sitokinin ve 0,05-5 uM dozlarinda oksin ilave edi-
lir. Istenilen sayida siirgiin olusumu gergeklestiginde siirgiinler ¢ogaltma ortamina aktarilir. Siirgiin gogalt-
ma asamasinda baslangicta elde edilen siirglinlerden bol miktarda ¢ogaltma amaglanmaktadir. Bu asama-
da in vitro sirglinler 3-4 hafta araliklarla aseptik kosullarda alt kdlturlere alinir. Besin ortamina baslangi¢
asamasinda oldugu gibi ayni miktarlarda sitokinin ve oksin ilave edilerek siirgiin ¢ogaltimi saglanir. Yeterli
sayida surgiin ¢ogaltildiginda sirgilnler in vitro kosullarda kdklendirilir. K6klendirme asamasinda temel
besin ortamina 0,1-10 uM dozlarinda NAA, IBA, IAA gibi oksinler eklenerek sirglinlerin koklenme orani
yukseltilir. Kullanilan materyale gore degismekle birlikte sirglinlerin koklenmesi 1-2 ay strebilmektedir.




DOKU KULTURU TEKNIKLERI

1 UYGULAYALIM
e OGRENELIM

Bu ¢alismanin amaci doku kiiltiriinde kullanilan tekniklerin tanitimini yapmaktr. Bu
dogrultuda sizden asagidaki islem basamaklarini uygulayarak doku kiltiirti ve doku kiil-
turtnde kullanilan tekniklerin tanitimi ile ilgili sunu hazirlamaniz beklenmektedir.

¢ Yaptiginiz uygulamada is saghgi ve giivenligi kurallarina uyunuz.

e Cihaz kullanim talimatlarina uyunuz.

BITKI DOKU KULTORU TEXNIKLERI

e Bilgisayar e Akill tahta, projeksiyon makinesi vb.

e internet e Diger kaynaklar (kitap vb.)

@
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2. DGRENME BiRiMmi

UYGULAMAVYA iLiSKiN DEGERLENDIRME

Uygulamaniz asagida verilen dl¢itlere gére 100 puan Uzerinden degerlendirilecektir.

DERECELER

(20) (15) (5)

1. Sunumla ilgili planlama yapt.

2. Gerekli kaynak aragtirmasini yapt.

3. Konuyla ilgili bilgileri eksiksiz ve dogru
kulland.

4. Sunuda yeterli gorsele ve bilgiye yer
verdi.

5. Sunuyu verilen siirede tamamladi.

TOPLAM PUAN

Degerlendirme formundan en az 50 puan aldiysaniz bu uygulama icin basari diizeyiniz yeterli demektir.
Eksik oldugunuz 6grenmeleri tekrar etmeniz dnerilmektedir.

Not aliniz.




( 2.2. KALLUS KULTURU )

Doku kilturt genel olarak kallus Gretimiyle baslar. Bitkilerde kallus farklilasmamis ince ¢eperli parankima
hicrelerinin bélinmesi sonucunda meydana gelir. Kallus diizenli olmayan hiicrelerin olusturdugu bir yara
dokusudur. Bazi bitki tiirlerinde mekanik yaralamalar sonucu kallus dokusu meydana gelebilir.

Kallus kiltiirii bitkiden alinan eksplantlardan uygun bir besin ortaminda kallus dokusunun olusturulma-
sidir (Gorsel 2.1). Baska bir deyisle izole edilmis hiicre yiginlarinin steril kiltGrudir. Bitkinin bolinebilme
ozelligine sahip hicrelerinin bulundugu bitki kisimlari kallus kiltird olusturmada kullanilir. Bitki tlrlerine
gore degismekle birlikte yaprak, kok, sap, strgiin dahil ¢ok sayida farkli doku kallus kiltiirl igin eksplant
kaynagi olarak kullanilir. Doku kiltiirlerinde yapilan ¢alismalarin gogunda bir kallus safhasindan gegilerek
basariya ulasilir. Kallus dokusu, in vitro sartlar altinda eksplantlar lzerinde yaralanmaya karsi ve bliyiime

BITKI DOKU KULTORU TEXNIKLERI

hormonlarinin besin ortamina katilmasina yanit olarak ¢ogalir.

Gorsel 2.1: Kallus kiiltiirii

Bitkilerin ¢ok farkli organlarindan kallus kiltird yapilabilir ancak bazi dokulari kiiltiire almak oldukea giic-
tur. Genelde govde ve koklerin iletim alanlarinin yakinindaki dokular kallus kiltiirinde daha iyi sonug ver-
mektedir. Ayrica meyve, endosperm, polen veya embriyo da kallus kiiltiir igin baslangic materyali olarak
kullanilabilir.




2. OGRENME BiRiMi

yill

Kallus kaltlrianin basarili bir sekilde baslatiimasi igin bitki materyalinin aseptik olarak hazirlanmasi, besin
ortamina uygun oranda bitki blyime dizenleyicilerin eklenmesi ve uygun kiiltir kosullarinda inkiibasyona
birakilmasi gerekir. Kallus kiltirleri diizenli araliklar ile bliytidiigiinden alt kilttrlere alinmahdir. Bitki biyi-
me dizenleyicilerinin besin ortamina ilavesiyle eksplantin in vitro kallus olusturmasi ve kontroli saglanir.

Kiltire baslamadan 6nce eksplantin alinacag bitki organi (havug kokii, patates yumrusu vb.) sterilize edil-
melidir. Eger kdiltiire alinacak eksplant fideden izole edilecekse ekimden dnce tohum sterilize edilmeli ve
aseptik sartlarda cimlendirilmelidir. Cimlenmeden sonra uygun bir evrede kotiledon, hipokotil veya kok
gibi bir organ fideden izole edilerek besin ortamina yerlestirilir.

Bitki parcalarinda bakteri, mantar vb. gibi ylzey kaynakli mikroorganizmalar bulunabilir. Bu nedenle kdl-
tirlenecek bitki pargalarinin yizey sterilizasyonu yapilmalidir. Bunun igin eksplantlar 6ncelikle akan mus-
luk suyuyla ve ardindan sivi deterjanla yikanir. Daha sonra eksplantlar uygun kimyasal ¢ozeltilerde (%0,1’lik
HgCl ya da %1,6 Cl) 10-15 dakika bekletilir. Bu islemlerden sonra eksplantlar distile suyla birkag¢ kez duru-
lanir.

Ylzey sterilizasyonu tamamlanmis bitki materyali aseptik kosullarda 1-2 mm uzunluklara pargalanir.
Eksplantlarin biyiiklugu kallus dokusunun uyarilmasi i¢in énemli etkendir. Kesilen eksplantlar kat veya

yari kati besin ortamina aseptik olarak aktarilarak kallus kiltird baslatilir (Gorsel 2.2). Kallus kaltirinn iyi
bir sekilde gelismesi icin besin ortamina bitki biyime hormonlari eklenmelidir.

r a4 L

Eksplant Kallus

Besin ortami

N

Gorsel 2.2: Kallus kiltiriiniin baglatiimasi

2.2.1. Kallus Kiiltiirii icin Gerekli Besin Ortami Bilesimi

Bircok bitki trinin ve bu bitki tirlerinden alinan farklh dokularin besin ihtiyaglari degisiklik gosterir. Bu
nedenle makro ve mikro elementlerinin dengeli bir sekilde bulundugu besin ortamlari kullaniimalidir. RW,
LS, MS besin ortamlari kallus kiltiirinde yaygin olarak kullanilan besin ortamlaridir. Ancak iyi bir kallus
olusumu igin besin ortamlarina vitamin, karbon kaynagi, organik biylime faktorleri (amino asitler, Ure ve
peptonlar), bitki hormonlari gibi ¢esitli maddelerin eklenmesi gerekir.




Besin ortaminda karbonhidrat olmadiginda kallus dokulari iyi gelisemez. Genellikle karbon kaynagi olarak
sakkaroz ve glikoz, kallus dokularinin gelisiminde etkilidir. Hicre béliinmesi, kallus olusumunun uyariimasi
ve iyi bir gelisme igin besin ortaminda oksin ve sitokininlerin bulunmasi gerekir. Kinetin ve benziladenin
en cok kullanilan sitokininlerken oksin olarak cogunlukla IAA, NAA ve 2,4-D kullaniimaktadir. Kullaniimasi
gereken oksin ve sitokinin konsantrasyonu kallusun orijinine gére degismektedir. Genellikle 0,01-15,0 mg/I
arasi oksin ve 0,1-10,0 mg/| arasinda kinetin kullanimi kallus kulttra igin yeterli olmaktadir. Bazi bitkilerin
doku kiilturlerinden devamh alt kiltir Gretimi yapildiginda bu kiltirlerin ortam sartlarindaki isteklerinde
degisiklikler olabilmektedir. Ornegin baslangicta kiiltiir ortamina disaridan oksin ilavesi gerekirken bu kiil-
tirden elde edilen alt kiltlirlerde buna ihtiyag duyulmamaktadir.

Kallus kaltiriinde yigin halinde bulunan hicreler, 3-8 hafta icinde ufak parcalara bolinerek transfer edi-
lebilecek irilige ulasir. Bu nedenle istenilen miktarda kallus elde etmek igin yaklasik 4 haftada bir, kallus
parcalanarak taze besin ortamina transfer edilmelidir.

2.2.2. Kallus Kiiltiiriinde ihtiyag Duyulan Kiiltiir Kosullari

Kallus kiilturleriigin genellikle 25 °C sicaklik ve disiik 1sik yogunlugu uygundur. Ancak bazi bitki materyalle-
rinde kallus dokusunun baslamasi ve biylimesi icin 16 saat aydinlik 8 saat karanlik seklinde bir fotoperiyot
gerekli olmaktadir. Genel olarak 2.000-3.000 liiks yapay 1sik yogunlugu yeterlidir. Isik saglamak igin soguk,
beyaz floresan lambalar uygundur. Kiiltlir odasinda genellikle %55-60 bagil nem kallus kiltlrinin gelisme-
si icin yeterlidir. Kallusun gelisme durumu; kallusun taze veya kuru agirligini 6lgerek, hiicre sayisi ve kiltr
hacminin artis miktari saptanarak belirlenmektedir.

Kallus kaltUrinde dis goriinis ve tekstur (hiicresel kompozisyon) bakimindan oldukga farkl durumlar goz-
lenebilmektedir. Bazi kallus dokulari birbirlerine bitisik hiicrelerden olusmus oldukga kompakt bir yapiya
sahiptir. Bazi kalluslar ise birbirlerine ¢ok az temas eden hiicrelerin olusturdugu gevsek bir durum gosterir.

Besin ortami ve 151k gibi cevre faktorlerinin de etkisiyle pek ¢ok kallus pigment icermez. Ancak bazilari
soluk yesil (klorofil), sari (karotenoid veya flavonoidler) ya da mor (antosiyanin) renkli olabilmektedir
(Gorsel 2.3).

Gorsel 2.3: Soluk yesil renkte kallus kiiltiiri

——
-
==
w—
=

——
=
=
==}
=

E—]
-

E—]
=

E—]
==
=
==
(—]
=2

——
==

i —
ea




2. OGRENME BiRimi
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Kallus dokularinin heterojen bir yapiya sahip olmalarinda kdltlrin orijini, yasi ve besin ortaminin yapisi
etkili olmaktadir. Kallus dokusunda bollnebilir hiicreler, kallusun dis tarafinda ya da her tarafina dagilmis
olarak bulunur. Aktif olarak biytyen kallus kilturleri genellikle kiire seklindedir.

Kallus kaltGrinian uzun sire devam ettirilmesi sonucunda poliploidi, kromozom sayilarindaki azalmalar,
kromozomal kirilmalar gibi sitolojik degisimler olabilmektedir. Bu degisiklikler kilttrin yasi ile dogru oran-
tili olarak artmakla birlikte tiirden tiire farkllik géstermektedir. Ornegin havuc kallus kiiltiirlerinde poliplo-
idi birkag ay icinde olusurken aycicegi klltiriinde uzun yillar sitolojik agidan degisim olmamaktadir.

2.2.3. Kallus Kiiltiirii Uygulamasi

Yapraktan Kallus Kiiltiirii Elde Etme: Geng bir bitkiden taze yapraklar alinarak akan musluk suyunda yika-
nir. Daha sonra 10 dakika boyunca %5'lik sivi deterjanda bekletilir. Yiizey sterilizasyonu igin 10 dakika bo-
yunca sodyum hipoklorit soliisyonunda bekletilen eksplantlar daha sonra distile su ile birkag kez durulanir
(Gorsel 2.4).

Gorsel 2.4: Yizey sterilizasyonu

Yiizey sterilizasyonu tamamlanan yapraklar aseptik kosullarda steril bir bisturi ile kiiclik parcalara ayrilarak
her bir parca, icinde besin ortami bulunan petri kaplarina aktarilir (Gorsel 2.5).

Gorsel 2.5: a) Eksplant b) Eksplantin pargalara ayrilmasi c) Eksplantin besin ortamina yerlestirilmesi




Agizlari kapatilan petri kaplari, karanlikta 25 °C sicaklikta inkiibasyona birakilir. Besin ortamina 2,4-D eklen-
mis eksplantlar 3-4 hafta sonra ¢ok sayida kallus olusturur (Gorsel 2.6). Elde edilen kalluslar birkag parcaya
ayrilir ve her bir parga baslangi¢ besin ortamini iceren yeni kaplara alinarak kallus ¢ogaltilr.
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Gorsel 2.6: Kallus olusumu

Cogaltma islemi tamamlananlar siirglin icin uygun ortamlara aktarilarak inkiibasyona birakilir. Stirglin ge-
lisiminden sonra kalluslar kéklendirme igin igeriginde kok gelisimine tesvik edici bitki bliylime diizenleyici-
lerin oldugu besin ortamina transfer edilir ve inkiibasyona birakilir (Gérsel 2.7).

(

Gorsel 2.7: inkiibasyondaki kalluslar

Yeterince koklenme saglandiginda elde edilen bitkiler saksilara aktarilir. Nem kaybini dnlemek icin her biri
naylonla kapatilarak bir stire dig ortama alistirilir. Daha sonra bitkiler bahgede serbest iklim kosullarina
aktarilir (Gorsel 2.8).

Gorsel 2.8: Dig kosullara aktarilan bitki
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Havugtan Kallus Kiltiirii Elde Etme: Taze havug koki alinip akan musluk suyu altinda iyice yikanir. Daha
sonra 10 dakika boyunca %5'lik sivi detarjana daldirilir ve saf su ile yikanir. Yikanan havug kékinin st ve
alt kismi steril bir bisturi yardimiyla kesilerek atilir.

Orta kissimdan 1 mm kalinliginda bir dizi enine dilim kesilir. Kesilen her bir par¢a baska bir steril petri kabina
aktarilir. Her bir dilim havug kesiti 6zlin etrafinda beyazimsi dairesel bir kambiyum halkasi igerir. Havug ko-
kiinden alinan kesitler %70’lik etil alkolde (etanol) 60 sn. tutulur. Etanolden gikarilan kesitler 20-25 dakika
boyunca %0,8'lik sodyum hipoklorit ¢dzeltisi icine daldirilarak ylizey sterilizasyonu yapilir. Eksplant yize-
yinden hipokloriti tamamen uzaklastirmak icin kok birkag kez steril distile su ile iyice yikanir. Alinan kesitler
daha sonra iginde filtre kagidi olan sterilize edilmis bir petri kabina aktarilir. Daha sonra her bir havug dili-
minden kambiyum boyunca yaklasik 4 mm’lik bir alan kesilir. Bu sekilde kesilen her bir kiigik parca floem,
kambiyum ve ksilem kisimlarini igermis olur. Kesilen eksplantlarin boyutu ve kalinhgi tek tip olmalidir. Her
bir islemden sonra daima petri kabinin kapagi degistirilmelidir.

icinde besin ortami bulunan erlenin agiz kisminin yaklasik 20 mm’si alevden gecirilir. Daha sonra erlen
45°lik bir aciyla tutularak agarl besin ortami ylizeyine bir eksplant aktarilir. Kullanilacak besin ortami 0,5 mg/I
2,4-D ile takviye edilmis B5 besin ortami veya MS olabilir. Eksplant aktarilan tipln kapagi hemen kapatilir.
Aktarma isleminde kullanilan pens her kullanimdan énce ve sonra alevden gegirilmelidir. Erlenin lzerine
kiltruan yapildigi tarih, besi yeri ve bitkinin adini iceren bilgiler yazilmis etiket yapistirilir.

Kultar kaplari inokilasyondan (asilamadan) sonra kaltir odasina alinir ve karanlikta 25 °C sicaklikta ink-
basyona birakilir. inkiibasyona birakilan eksplantlar genellikle 4 hafta sonra ¢ok sayida kallus olusturur.
Meydana gelen tum kallus kutlesi steril bir petri kabina aseptik olarak alinir. Bu kallus kiitlesi iki veya ti¢
parcaya bolinir. Elde edilen her bir kallus pargasi ayni besin ortamini iceren yeni bir erlene aktarilir. Uzun
sureli havug dokusu kiltiiri cok sayida kallus Uretir. Boylece istenen sayida kallus dokusu elde edilir (Gorsel 2.9).
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inkiibasyona birakilir.
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Kiiltiir ortami

5 Kallus olusumu

Gorsel 2.9: Havugtan kallus olugturma agsamalari




KALLUS KULTURU
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Bu ¢alismanin amaci kallus kiltlird teknigini uygulamaktir. Bu dogrultuda sizden asagi-
daki islem basamaklarini uygulayarak kallus kiltiiriinii yapmaniz beklenmektedir.

-

‘ e Yaptiginiz uygulamada is saghg ve giivenligi kurallarina uyunuz.

e Cihaz kullanim talimatlarina uyunuz.

e Doku kultlrs laboratuvar ortami e Bisturi, pens vb.

e Cam malzemeler (petri kutusu, erlen vb.) e Sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (%0,8)
o Etil alkol (%70) e Havug koki

e Bliylime kabini, otoklav vb. e Besin ortami

e Distile su e Sivi deterjan (%5)

1. Oncelikle taze havug kokiinii akan musluk suyunda yikayip %5’lik sivi deterjana daldiriniz ve saf
su ile iyice durulayiniz.
e Dokularin 6zelligini kaybetmemesi icin siireye uyunuz.




2. DGRENME BiRiMmi

6. Her bir havug diliminden kambiyum boyunca yaklasik 4 mm’lik bir alan kesiniz.
e Kesilen eksplantlarin boyutunun ve kalinliginin tek tip olmasina 6zen gosteriniz.

e Her bir islemden sonra daima petri kabinin kapagini degistiriniz.

e Her bir pargayi floem, kambiyum ve ksilem kisimlarini icerecek sekilde kesiniz.

7. icinde besin ortami bulunan erlenin agiz kismini alevden gegiriniz. Daha sonra erleni 45°lik bir
aciyla tutarak agarli besin ortami yiizeyine bir eksplant aktariniz.

e Eksplant aktarilan erlenin kapagini hemen kapatiniz.

e Aktarma isleminde kullandiginiz pensi her kullanimdan dnce ve sonra alevden gegiriniz.

e Erlenin Gzerine kiltlre ait bilgilerin yer aldig1 bir etiket yapistiriniz.

8. Kiiltur kaplarini inokiilasyondan sonra karanlikta, 25 °C sicaklikta 4 hafta boyunca inkiibasyona
birakiniz.
e Bitkilerin asiri nem kaybetmemesine 6zen gosteriniz.

9. inkiibasyon sonunda olusan kallus kiitlesini steril bir petri kabina aseptik olarak aliniz. Bu kallus
kitlesini iki veya li¢ pargaya boliiniiz. Elde edilen her bir kallus pargasini ayni besin ortamini igeren

yeni bir erlene aktariniz.

UYGULAMAVYA iLiSKiN DEGERLENDIRME

Uygulamaniz asagida verilen 6lgitlere gore 100 puan Uzerinden degerlendirilecektir.

DERECELER

(20) (15) (10) ©)

1. Kallus kiiltiirii icin eksplanta yiizey sterli-
zasyonu yapti.

2. Eksplanttan 4 mm kalinhiginda kesitler
aldi.

3. Aldigi kesitleri aseptik kosullarda besin
ortamina aktardi.

4. Kiiltiir kaplarini uygun kosullarda inkiibas-
yona birakt.

5. Kallus kiitlesini parcalara ayirip yeni besin
ortamina aktardi.

TOPLAM PUAN

Degerlendirme formundan en az 70 puan aldiysaniz bu uygulama igin basari diizeyiniz yeterli demektir.
Eksik oldugunuz 6grenmeleri tekrar etmeniz 6nerilmektedir.



CZB. MERISTEM KULTURU )

Bitkilerin bliyime konileri veya blylime konileri yanindaki yaprak taslaginin, steril kosullarda yapay besin
ortaminda kiltiire alinarak virlsten arindiriimis bitkilerin elde edildigi teknige meristem kiiltiirii denir.
Hastaliksiz bitkiler elde etmek tzere gelistirilmis ve meristematik hiicreler kullanilarak gerceklestirilen me-
ristem kaltlrd yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Vegetatif olarak tretilen pek ¢ok bitki virtslerle bula-
siktir. Bir bitkinin viris yiki hiicreden hiicreye farklilhk gésterir. Ozellikle apikal siirgiin ve kdk meristemi
hicrelerinin virts icerme olasiligl oldukga dustktir. Bu nedenle meristem kultiirlerinden virlsten arindiril-
mis bitki etmek miimkiin olmaktadir. Ancak bu, meristemlerin her zaman virls icermeyecegi anlamina gel-
mez. Meristem kiltUrinde virls eliminasyonu igin kullanilan eksplantlar meristem ucu, 1 mm’den biyuk
eksplantlar ise siirgiin ucu olarak ifade edilir (Gorsel 2.10).

Gorsel 2.10: Meristem kultiiri igin eksplant

Meristem dokular béliinebilme yetenegine sahip hicrelerin olusturdugu dokulardir. Bu dokular sayesinde
bitkiler yeni hiicre ve organlar olusturarak biyir. Bitkide bulunduklari bolgelere gére meristem dokular
baslica ¢ grupta toplanabilir.

Apikal (Ug): Kok, govde veya bunlarin yan organlarinin uglarinda bulunan ve bu organlarin boyca buyu-
mesini saglayan meristem dokulardir. Apikal koni yaprak taslaklarinin belirdigi kismin {st tarafinda kalan
meristematik kitle olarak kabul edilmektedir. Tam ortadan gegen boyuna kesitte tam konveks goriintsli
bir kubbe gibidir (Gérsel 2.11).

r— Apikal Ug

taslaklan

Gorsel 2.11: Gelismis bir bitkide apikal koni
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interkalar (Ara): Dokular arasinda kalan ve bulundugu organlarin boyca bilyiimesini saglayan meristem
dokulardir.
Lateral (Yanal): Cevreye paralel bélinerek organlarin enine bliyimesini saglayan meristem dokulardir.

Meristem kiltiriinde meristem ucu ile yaprak taslagindan olusan ve 0,1 mm’den daha kii¢lk bir eksplantin

izole edilmesi gerekir ancak bu kadar kigtik bir eksplantin izole edilmesi oldukga zordur. Ayrica bu sekilde
elde edilen kiltirin stirme giict de zayiftir. Bu nedenle 6zellikle vegetatif Giretim yontemleriile Gretimi zor
veya yavas olan bitkilerin hizli Gretimi icin 3-10 mm boyunda siirgiin uglari kullanilmaktadir. Bu yontemle
elma, gilek, erik, Gzim, kestane, seftali, domates, karanfil, giil ve orkide tretimi yapilabilmektedir.

Meristem kaltirlerinde eksplantin alindigi bitkinin yasi, icinde bulundugu fizyolojik durum, eksplantin alin-
dig1 kaynak ve mevsim basariyi etkilemektedir. Blyik eksplantlar daha yiiksek canhlik ve rejenerasyon
ozelligine sahiptir. Eksplantlarin 0,2-0,5 mm arasinda olmasi virs eliminasyonunda basariyi artirmaktadir.
Meristem eksplantlari bitkide vegetatif biylimenin aktif oldugu dénemde alinmalidir. Geng fidanlardan
alinan eksplantlar, olgun bitkilerden alinanlara gore daha fazla basari oranina sahiptir. Birgok bitkide ug
meristemi kadar yan dallarin koltukaltlarindan izole edilen meristemler de iyi sonuglar vermektedir.

2.3.1. Meristem Kiiltiirii igin Gerekli Besin Ortami Bilesimi

Meristem ucu kulturleri igin genellikle MS ortami uygundur. Ancak olgun bitkilerden eksplant alindiginda
daha az tuz oranina sahip besin ortamina ihtiyag vardir. Genellikle besin ortamlari karbon kaynagi olarak
%1-3 oraninda sakkaroz icermektedir. Meristem kiltiirlerinde de %3 oraninda sakkaroz dnerilmektedir.
Kalturler icin gerekli bitki biyume dizenleyicilerin ¢esidi ve konsantrasyonu bitki tirtine ve kiltlrin gelis-
me safhasina gore degismektedir. Cogu bitki tiiriinde disik oranda sitokinin diizeyi bitkinin blylimesini ve
meristemin gelisimini destekler.

Meristem kaltirlerinde ¢ogunlukla eksplantlar yari kati ortamlarda kiltire alinmaktadir. Yari kati ortam-
larda agarin %0,8-1,0 oraninda kullanilmasi yeterlidir. Ancak patates gibi bazi bitki tiirlerinden alinan
eksplantlar, sivi ortamlarda daha iyi gelismektedir. Sivi ortamlar, kiltlir kaplarinda kagit kopriler veya lif
desteklerle kullantlir.

Baslangigta hazirlanan besin ortami; demir-selat bilesimi, karbon kaynagi (glikoz, fruktoz veya sakkaroz),
gerekli vitaminler ve gesitli hormonlari icermelidir. Genel olarak besin ortami pH degerinin 5,5-5,8 olmasi
meristem kultirin gelisiminde etkilidir.




2.3.2. Meristem Kiiltiiriinde ihtiya¢ Duyulan Kiiltiir Kosullari

Meristem kiltirlerinin gogunda kullanilan kiiltir ortami bilesimi, yuzeysel sterilizasyon yéntemi ve kiltir
odasi kosullari benzerdir. Isik, sicaklik ve fotoperiyot gibi cevresel etkenler in vitroda farkhilasmay: etkile-
mektedir. Meristem kiltiriinde genellikle kultir odalarinda 25 °C sicaklik, 16 saat aydinlik 8 saat karan-
lik uygulamasi ve 4.000 liiks degerinde aydinlatma kullanilmasi yeterlidir. Ancak bitki turiine ve kiltlrin
safhasina gére bu sartlar degismektedir. Ornegin bir cilek ¢cesidinde 28 °C optimum sicaklik ve meristem
kiltirin safhasina gore kiltiire almada 4.000, siirgiin ¢cogaltimi icin 6.000 ve kéklendirme igin ise 7.000
liks 151k uygun olmaktadir.

2.3.3. Meristem Kiiltiirii Uygulamasi

Eksplantin alinacagl donor bitkiden en az bir bogum igeren sap kesilir. Eksplantin alindigi bitkiye uygun
sterilizasyon yontemi, kesilen sap pargalarina uygulanir. Bunun igin stirgtin kisimlari, sterilizasyon igin on-
celikle akan musluk suyunda yikanir. Daha sonra %90’lik etil alkole 10-30 saniye batirilir, %0,5-10 sodyum
hipoklorit soliisyonunda 10 dakika bekletilip distile su ile birkag kez ¢alkalanir. Eger doku ylzeylerinde
mumsu tabaka varsa veya ylzey tiylerle kapliysa hipoklorit solisyonuna deterjan ilave edilmelidir.

Meristem ucu gikarilacak bitki materyali stereo mikroskop tablasina yerlestirilir. En az 15x biyitmede to-
murcugun apikal meristemini gormek icin materyalden énce yapraklar temizlenir. Daha sonra geng yaprak
taslaklari ile apikal kubbe kesilir. Ayrilan meristem ucu kiltir ortamina yerlestirilir. Ortamin su kaybini 6n-
lemek i¢in kaplar parafin ile kapatilir. Daha sonra kultir kaplari kiltiir odasina yerlestirilir. Sicaklik 25 °C’ye
aydinlatma ise 4.000 liikse ayarlanir ve kiltir 1sikta 12-16 saat fotoperiyota birakilir.

Eksplant canliigini devam ettirirse 7-14 giin icerisinde eksplantta uzama ve bitki gelisimi olur. Gelisen bit-
kiler cogaltim icin bogumlarinin ayrilabilecegi biiyiiklige ulasincaya kadar in vitroda gelismeye birakilir. in
vitroda gelisen bitkiler, steril kosullar altinda kiiltir kaplarindan gikarilir ve tomurcugun bulundugu her bir
parcaya ayrilir. Bu pargalar tomurcugun blylimesini saglayacak taze ortama aktarilir. Bu sekilde ana bitki
virtsten arindirilmis bir sekilde cogaltilir (Gorsel 2.12).
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Kéklenmis bitki Meristemin gelismesi

Gorsel 2.12: Meristem kiiltiiriin uygulanig agamalari
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2. OGRENME BiRimi

MERISTEM KULTURU

Bu ¢alismanin amaci meristem kultird teknigini uygulamaktir. Bu dogrultuda sizden asa-

gidaki islem basamaklarini uygulayarak meristem kiltiriini yapmaniz beklenmektedir.

e Yaptiginiz uygulamada is saghigi ve giivenligi kurallarina uyunuz.

e Cihaz kullanim talimatlarina uyunuz.

e Doku kiilturii laboratuvar ortami

e Sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (%0,5-10)
e Etil alkol (%90)

e Saksi

e Besin ortami

e Stereo mikroskop

* Sera

e Bisturi, pens vb.

e Cam malzemeler (petri kutusu, deney tiipu vb.)
e Parafin

e Blyiime kabini, otoklav vb.

e Distile su

e Streg film

e Donor bitki




5. Bitki materyalinden izole ettiginiz meristem ucunu 6nceden hazirlanmis baslangig kiiltiir orta-
mina yerlestiriniz.
e Besin ortaminda su kaybini 6nlemek igin kiiltiir kaplarini parafinle ya da streg filmle kapatiniz.

6. Kiiltiir kaplarini kiiltir odasina veya buyiitme kabinine yerlestirip sicakhgi 25 °C’ye ayarlayip
isikta 12-16 saat inkiibasyona birakiniz.
e Kiltlrleri 7-14 glin bu kiltir kosullarinda inkiibasyonda tutarak glinliik kontrol ediniz.

7. Uygun biiyiikliige ulasan bitkileri aseptik kosullar altinda gikarip tomurcugun bulundugu yerden
pargalara ayirarak taze besin ortamina yerlestiriniz.
e Tomurcugun zarar gérmemesine 6zen gosteriniz.

e Kok gelisimi igin uygun oranda bitki bliylime diizenleyiciler kullaniniz.

8. Siirgiin ve kok gelisimi tamamlanan bitkileri dis ortama alistirip sera kosullarina aliniz.

UYGULAMAVYA iLiSKiN DEGERLENDIRME

Uygulamaniz asagida verilen 6lcltlere gére 100 puan Uzerinden degerlendirilecektir.

DERECELER

(20) (15) (10) (5)

1. Meristem kiiltiirii icin eksplanta yiizey
sterlizasyonunu yapti.

2. Mikroskop altinda meristem ucu belirle-
yerek eksplanttan izole etti.

3. Meristem ucunu aseptik kosullarda besin
ortamina aktararak inkiibasyona birakti.

4. Siirgiin ¢ogaltma ve kdklendirme islemle-
rini yapt.

5. Geligen bitkileri uygun sekilde dis kosulla-
ra alistirip sera ortamina aldi.

TOPLAM PUAN

Degerlendirme formundan en az 70 puan aldiysaniz bu uygulama icin basari dizeyiniz yeterli demektir.
Eksik oldugunuz 6grenmeleri tekrar etmeniz 6nerilmektedir.

\

BITKi DOKU KULTORU TEKNIKLERI
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2.4. EMBRiYO KULTURU

Bitkilerin tohumlarindan veya tohum taslaklarindan embriyolarin aseptik kosullarda izole edilerek uygun
besin ortamlarinda kdltlre alinmasiyla yeni bitki elde edilmesi islemine embriyo kiiltiirii denir. Embriyo
kaltiira teknigi ilk olarak 1904 yilinda Hanning (Haning) tarafindan uygulanmistir.

Normal olarak bitki tizerinde embriyo gelisiminin izlenmesi olduk¢a zordur. Ancak bir yumurtaligin kiltire
alinmasiyla zigot evresinden embriyonun olgunlagsmasina kadar gegen siirede meydana gelen degisiklikler
rahatlikla izlenebilmektedir. Embriyo kiltiirli, embriyonun biiyime ve farklilasmasinda besinlerin, bitki
blylme dlzenleyicilerinin, diger kimyasal ve fiziksel faktorlerin etkilerini incelemek icin elverisli bir yon-
temdir. Yine dogal olarak yetistirilemeyen bitkilerin yetistiriimesinde embriyo kiltirinden yararlaniimak-
tadir. Diger yandan tehlikede olan tiirlerin korunmasi, tohum dormansisini kirmak icin de embriyo kultira
kullantlir. Islah ¢alismalarinda klasik metotlara kiyasla embriyo kiltiiri ile daha kisa slirede basarili sonug-
lar alinabilmektedir. Ayrica yasama yetenegine sahip olmayan embriyolarin kurtarilmasi, haploid bitki ge-
listirme ve tohum disinda embriyonun gelisiminin incelenmesi gibi calismalarda kullanilmaktadir. Embriyo
kiltiird ile bir yilda iki generasyon Uretilebilmektedir. Ornegin dag elmasinda topraga ekilen tohumlarin
¢imlenmesi 9 ay iken embriyo kiiltlirinde ¢imlenme 48 saatle baslamakta ve 4 haftada yeterince bliyik
fideler elde edilmektedir.

4 )

Embriyo kiiltiiriiniin kullanim amaclari:

e Temel biyolojik calismalarda

e Cimlenmesi ¢cok zor olan tohumlarin gimlendirilmesinde

e Bitki yetistirme ve islahinda siiresinin kisaltilmasinda

e Yeterince gelisememis embriyolarin kurtarilmasi ve hibrit embriyolarin yasatilmasinda
¢ Haploid bitki Gretilmesinde

e Hastaliksiz bitki Gretiminde

e Tohum canliliklarinin test edilmesinde

e Embriyo gelisiminin deneysel olarak incelenmesinde

e Tohumla Uretimi zor olan bitkilerin Gretiminde

e Endemik bitkilerin cogaltilmasinda




Tohum dormansisi ve tohum sterilitesi nedeniyle tohumlarin gimlenemedigi durumlarda, embriyolarin izo-
le edilerek kiiltire alinmasiyla dormansi ortadan kaldirilabilmektedir (Gérsel 2.13).
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Gorsel 2.13: Tohumdan embriyonun izole edilmesi

Embriyo kaltirt yapmak amaciyla kullanilacak donér bitkiler genellikle serada yetistirilir (Gorsel 2.14) an-
cak tarla kosullarinda yetistirilen bitkiler de embriyo kilttriinde dondr olarak kullanilabilir. Donér bitkilerin
blyume kosullarinin iyilestiriimesi, endosperm gelismesinin daha iyi olmasini ve embriyolarin daha iyi
blylmesini saglar.

Gorsel 2.14: Serada yetigtirilen donor bitkiler
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Embriyo kiiltiriinin esasi; calisilan bitki ve konuya gore degismekle birlikte tohum iginde bulunan ve belirli
bir gelisme devresinde olan embriyolarin aseptik kosullarda tohumdan ¢ikarilmasi ve uygun bir besin orta-
minda aktarilarak yeni bitkilerin gelistirilmesidir. Embriyo kiltlru iki sekilde yapiimaktadir.

Olgun Embriyolarin Kiiltiirii: Gelismesini tamamlamis tohumlardan olgun embriyolarin izole edilerek basit
bir kaltir ortamina aktariimasidir (Gorsel 2.15). Olgun embriyolar 6zellikle tohumun ¢imlenmesini engel-
leyen dormansiyi ortadan kaldirmak amaciyla kiltire alinir. Olgun embriyolarin kiltiri ile embriyonik
blylme incelenerek embriyonun biiyiime dénemleri belirlenir.

Gorsel 2.15: Embriyo kiiltiirinde kullanilacak olgun tohumlar

Olgunlagsmamis Embriyo Kiiltiirii: Olgunlasmamis embriyolarin kiltirl, normal kosullarda gelisimini ta-
mamlayamayan embriyolardan yasama gliclindeki bitkilerin elde edilmesi amaciyla yapilir. Olgunlasmamis
embriyolarin izolasyonu zor oldugundan bu tir kiltirlerin uygulanmasi da oldukga gigtir. Bu nedenle
embriyo kulturiine alternatif olarak tozlasmis yumurtalik (ovary) kiiltiirt ve olgunlasmamis tohum taslagi
(oval) kaltdra kullanilmaktadir (Goérsel 2.16).

( Stigma Geng meyve
Yumurtahk Meyve kabugu
Tohum taslagi
Embriyo
Yumurtalik veya tohum taslagi Eksplant embriyo
eksplanti /

Fidenin gelismesi

Basit bir ortama —_—)
yerlastirilen

embriyo veya tohum

taslagi

Gorsel 2.16: Yumurtalik ve embriyo kiiltira




Embriyo kultlri calismalarinda en 6nemli noktalardan biri embriyonun sterilizasyonudur. Embriyo kiltira
calismasinda embriyonun sterilizasyonu baslica iki yolla yapilir:

1. Once meyve uygun bir maddeyle sterilize edilir. Sonra meyve steril bir aletle kesilerek tohum veya
yumurtalik ¢ikarilir. Daha sonra embriyo izole edilerek kiltlir ortamina aktarilir.

2. Oncelikle tohum meyveden cikarilir. Daha sonra cikartilan tohum sterilize edilir. Bundan sonra ise
embriyo izole edilip kiltiire alinir.

2.4.1. Embriyo Kiiltiirii igin Gerekli Besin Ortami Bilesimi

Embriyo kiltiirt ile kiiltire alinan embriyolarin gelisimlerini destekleyici bir besin ortaminin belirlenmesi
gerekir. Embriyo kiltirlerinin en iyi gelistigi besin ortamlari MS ve B5 olarak bilinmektedir. Ancak elde
edildikleri bitkiye veya gelisim durumuna gére embriyolarin besin ihtiyaclari degismektedir. Ornegin ol-
gunlasmamis embriyolar, olgun embriyolara gore daha kompleks besin ortamlarina ihtiyag duyar. Bu besin
ortamlarinda mineral tuzlar, organik besinler, biiyiime diizenleyiciler, makro ve mikro elementler ile seker
bulunur.

Embriyo kiltiriinde hem ozmotik basinci korumasi hem de enerji kaynagi olmasi bakimindan sakkaroz
yaygin olarak kullanilir. Sakkarozun optimum konsantrasyonu embriyonun gelisim dénemine gore degisir.
Olgun embriyolar besin ortaminda %2 sakkarozda oldukga iyi bliylime gosterirken geng embriyolar daha
yuksek konsantrasyonlara ihtiyag¢ duyar.

Bitki blylime dizenleyicileri; embriyolarin kallus olusturmasi, kok ve siirglin gelisimi icin gerekli olabil-
mektedir. Oksinler disiik konsantrasyonlarda uygulandiginda kok gelisiminde etkilidir. Giberellinlerin, sito-
kininlerin embriyo kiltirinde bitkilerin bliiyiime ve gelismesini tesvik ettigi ve tohumlardaki dormansinin
giderilmesinde etkili oldugu bilinmektedir.

Embriyo kiltirinde genellikle pH degeri 5-6 arasinda degisen ve %0,6-0,8 konsantrasyonda agar kullanimi
ugundur. Yuksek agar konsantrasyonlari embriyonun biyimesini engeller.

2.4.2. Embriyo Kiiltiiriinde ihtiyag Duyulan Kiiltiir Kosullari

Embriyo kiiltiriinde bliyiime odasi sicakligi ve aydinlatma, segilen bitki tiiriine gére degisir ancak embriyo-
lar genellikle 22-28 °C’de kiltiir edilir. izole edilmis embriyolar 7-14 giin siireyle karanlik kosullara ihtiyag
duyar. Bu karanlik donemden sonra isik kosullarinda klorofil olusumu gerceklesir. Embriyolarin oksijen ge-
reksinimi normal havanin oksijen igeriginden daha fazla olabilir. Kullanilan kiltir kaplari gézlem yapilabil-
mesi icin cam olmali ve kaplar otoklavda 115 °C’de 20 dakika sterilize edilmelidir.

Cok kuglik embriyolarin in vitro ortamda gelismesi zorken gelismis embriyolari Gretmek kolaydir. Embriyo-
lar, gelisen tohum taslagindan olgun déneme yakin bir zamanda izole edildiginde basit inorganik ortamda
kolayca gelisir. Ancak olgunlasmamis embriyolarin in vitro kiltirde gelistirilmesi ve bunlardan bitki elde
edilmesi oldukga zordur. Olgunlasmamis embriyolar kiiltiire alindiginda ona uygun olarak biiyime ve gelis-
mesine yardimci olacak bir kiiltiir ortami da belirlenmelidir. Ozellikle erken dénemdeki embriyolarin zarar
gormeden izole edilmesi gelisebilmesi icin cok 6nemlidir.
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2.4.3. Embriyo Kiltiri Uygulamasi
Tohum dormansisinin giderilmesi amaciyla cobanpiskuli bitkisinde yapilan uygulama:

Tohumu Yikama: Plastik bir kafes icine konan ¢obanpuskili meyveleri, akan su altinda yikanir. Tohumlar
meyve etinden ayrilir.

Sterilizasyon: Meyve etinden ayrilan tohumlara %0,5 sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 5 dakika ylzeysel
sterilizasyon yapilir. Bu islemden sonra tohumlar birkag kez steril distile su ile calkalanir. Tohumlar embriyo
ayirma islemine kadar steril distile su icerisinde bekletilir.

Embriyo izolasyonu: Filtre kagid (izerine alinan tohumdan stereo mikroskop altinda embriyo ayirma islemi
yapilir. Embriyo mikropolar agikliga yerlestiginden dncelikle tohumda mikropolar agiklik kismi belirlenir.
Steril bir bisturi ile tohum yarilr. Steril bir sekilde embriyo izole edilerek besin ortaminin yiizeyine transfer
edilir (Gorsel 2.17).

( Siikroz sollisyonunun bir damlasi
icerisindeki tohum taslagi
Tohum taslaklan
Meyve
Mikro pipet

Bisturi

Gorsel 2.17: Embriyolarin inokiilasyonu

Kultirler ilk hafta karanlikta inkiibe edildikten sonra aydinlik ortama alinir. Kiiltiirler 4 hafta boyunca haf-
talik olarak stereo mikroskop altinda gézlemlenir. in vitro embriyonik gelismeyle ilgili veriler kalp sekilli,
geg kalp sekilli safha, topedo, linear olgun dénem ve ¢cimlenme dénemleri olarak kaydedilir. Bunlar disinda
deforme olan kotiledonlar veya kallus olusumu gibi gelisim anormallikleri gésteren embriyolarin orani be-
lirlenir.

Cimlenmeden sonra fide gelisim verileri gozlenerek kaydedilir. Belirli bir gelisim evresine ulasan fideler
toprak karisimli saksilara aktarilir. Saksilara aktarilan fideler alistirma islemi icin 6nce sera icerisinde dis
kosullara ahstirihr. Alistirma isleminden sonra saksilar sera disina alinir. Dis ¢evrede fidelerin canli kalma
oranlari kaydedilir. Her ayin sonunda normal fide oranlari belirlenerek kayit altina alinir.




BiLGi KOSESI

ENDEMIK BiTKi NEDiR?

Endemik kelimesi Yunanca endomos (indigenous) kelimesinden gelir. Yerli, o yere ait de-
mektir. YeryUzinin yalnizca belirli bolgelerinde yayilis gosteren bitki tiirlerine endemik
bitki denir.

insan beslenmesinde kullanilan bugday, nohut, mercimek, incir, kiraz, badem, kayisi gibi
bitkilerin bircogunun kdkeni Anadolu’dur. Bunlarin disinda lale, kardelen, orkide, safran
ve ¢igdem gibi daha birgok bitki tiiri bulunmaktadir. Bitkiler besin maddesi olmasi disin-
da sus bitkisi olarak kullanildigi gibi gesitli bitki tirleri; tip ve eczacilik alanlarinda birgok
hastaligin tedavisinde ayni zamanda ilag yapiminda kullanilmaktadir. Ornegin ¢igdem
bitkisinden kolsisin maddesi elde edilmekte ve Akdeniz atesi, gut, Behget hastalig gibi
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullaniimaktadir (Gérsel 2.18).

Gorsel 2.18: Cigdem
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BITKi DOKU KULTORU TEKNIKLERI



EMBRiIYO KULTURU

Bu galismanin amaci embriyo kiltiiri teknigini uygulamaktir. Bu dogrultuda sizden asa-

gidaki islem basamaklarini uygulayarak embriyo kiltiriini yapmaniz beklenmektedir.

e Yaptiginiz uygulamada is saghgi ve giivenligi kurallarina uyunuz.

e Cihaz kullanim talimatlarina uyunuz.

2. OGRENME BiRimi

e Doku kdltlrl laboratuvar ortami e Bisturi, pens vb.

e Sodyum hipoklorit ¢ozeltisi e Cam malzemeler (petri kutusu, deney tlpu vb.)
e Saksi o Filtre kagidi

¢ Blyume kabini, otoklav vb. ® Besin ortami

e Distile su e Stereo mikroskop

* Sera ® Donor bitki (cobanptiskilt)




6. Besin ortamina yerlestirdiginiz embriyo kiiltiirlerini ilk hafta karanlikta inkiibe edip sonra aydin-
lik ortama aliniz.

e Kulturlerin karanlik ve aydinlik ortamlarda kalma siirelerine uyunuz.

e Kiltlrleri 4 hafta boyunca haftalik olarak stereo mikroskop altinda gézlemleyiniz.

7. Cimlenmeden sonra kdklendirme igslemlerini yapiniz.
e Cimlenme ve koklenme verilerini gézlemleyerek kaydediniz.

8. Belirli bir gelisim evresine ulagan fideleri toprak karisimli saksilara aktarip dis kosullara alistirmak
icin sera icerisinde bekletiniz.

e Fidelerin nemini kaybetmemesine dikkat ediniz.

9. Dis kosullara alistirma isleminden sonra saksilari sera digina aliniz.
e Dis cevrede fidelerin canl kalma oranlari kaydediniz.

UYGULAMAVYA iLiSKiN DEGERLENDIiRME

Uygulamaniz asagida verilen 6l¢itlere gére 100 puan Uzerinden degerlendirilecektir.

DERECELER

(20) (15) (10) (5)

1. Embriyo kiltiirii icin tohumlara ylizey
sterlizasyonunu yapti.

2. Tohumdan embriyo izolasyonunu yapt.
3. Embriyolari aseptik kosullarda besin orta-
mina aktarip inkiibasyona birakt.

4. Cimlenmeden sonra koklendirme islemini
yapti.

5. Saksilara aldigi fideleri serada bekletip dis
kosullara aldi.

TOPLAM PUAN

Degerlendirme formundan en az 70 puan aldiysaniz bu uygulama igin basari dizeyiniz yeterli demektir.
Eksik oldugunuz 6grenmeleri tekrar etmeniz 6nerilmektedir.

\SSJ

BITKi DOKU KULTORU TEKNIKLERI



 2.5. MiKROCOGALTIM )

Yeni bir bitki olusturma potansiyeline sahip embriyo, tohum, govde, siirglin, kok, kallus, polen tanesi gibi
bitki kisimlarindan yapay besin ortaminda, aseptik kosullar altinda yeni bitki elde edilmesine mikrogogal-
tim (klonal ¢ogaltim) denir (Gorsel 2.19). Bu yontemle geleneksel yontemlere gore kisa slirede, daha az
bir alanda, mevsime bagl kalmadan, ¢ok sayida hastaliksiz bitki tiretimi yapilabilmektedir. Mikrogogaltim,
klon anaglarin ve virlisten arindiriimis gesitlerin cok miktarda tGretilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Buna karsin doku kaltird ile bitkilerin cogaltilmasi pahali olmasina ragmen 6zellikle is gliciini azaltan tek-
nikler kullanildiginda kisa stirede ¢ok sayida bitki tretilebilmektedir. Uygun kiltlr kosullari, gerekli besin
ortami ve hormon istekleri saglandiginda tiim bitki tiirlerini mikrogogaltimla tiretmek miimkiindiir. Ozel-
likle ekonomik degeri ylksek olan sis bitkilerinde mikrogogaltim geleneksel ydontemlerden daha iyi sonug
vermektedir.

2. OGRENME BiRimi

Gorsel 2.19: Mikrogogaltim

Mikrogogaltim, bazi doku kultlra teknikleri kullanilarak yapilan bir cogaltim olup kullanilan eksplantin
dzelligine gére adlandirma yapilir. Ornegin kullanilan eksplant embriyo ise embriyo kiiltiirQi, meristem ise
meristem kulturd olarak isimlendirilir.




2.5.1. Mikrogogaltim Asamalari

Mikrogogaltim genel olarak bes asamada gerceklestirilir. Bu asamalarda yapilacak uygulamalar mikrogogal-
timin basarisini etkiler. Eksplantin alindigl anag bitkinin genotipi, saglik durumu ve beslenme, bitki bliylime
dizenleyicilerinin uygulanmasi, 151k, sicakhk gibi yetisme kosullari mikrogogaltimda basariyi etkileyen en
onemli faktorlerdir. Mikrogogaltim asamalari Sema 2.2 ‘de verilmistir.

MiKROCOGALTIM ASAMALARI

BITKI DOKU KULTORU TEXNIKLERI

1 Hazirhk Asamasi
> Kiiltiir Baglangig
Asamasi

Surgiin Cogaltim
Asamasi

in Geligimi ve

Koklendirme Asamasi

- Dis Ortama
Alstirma Asamasi

$ema 2.2: Mikrogogaltim agamalan

2.5.1.1. Hazirhk Asamasi

Hazirlik agamasi anag bitkilerin hijyenik kosullarda yetistirilmesidir. Bu asamada bakteriyel kontaminas-
yonu Onlemek igin anag bitkiler kontrolll sera kosullarinda yetistirilmelidir. Ortamin en yiksek sicakligi 25 °C
ve bagil nemi en disik %70 olmalidir. Saksi topragi steril edilmis ortamda degistirilmeli ve virUsleri yok
etmek icin topraga sicaklik uygulamasi (36-37 °C) yapiimalidir. Kontaminasyon riski nedeniyle bitkilere yag-
murlama gibi Ustten sulama yapilmamalidir. Damlama sulama ya da ortamin nemlendirilmesiyle sulama
yapilmasi daha uygundur.

Anag bitkilerin fizyolojik durumlarini etkileyen en 6nemli faktorler isik, sicakhk ve hormonlardir. Yil bo-
yunca standart eksplant elde etmek icin seradaki fotoperiyot kontrol edilmeli ve kullanilan anaca uygun
kosullar saglanmalidir.

@




Mikrogogaltimda basariyi etkileyen bir baska faktor anag bitkinin vejetatif gelisme evresinde olmasidir.
Bu nedenle anag bitkide stirglin gelisiminin hizli oldugu ve aktif bliyimenin bulundugu dénemler kalttr
icin en uygun zamanlardir. Kiltir baslangic asamasinda eksplant rejenerasyonu; anag bitkilere, eksplantin
alindigi dokulara ya da direk olarak eksplantin kendisine belirli bir miktar hormon uygulanmasi ile kontrol
edilebilir.
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2.5.1.2. Kiiltiir Baglangi¢c Asamasi

Eksplantlarin Secimi: Mikrogogaltimda eksplant olarak bitkiden farkli organlar secilebilmektedir ancak
genellikle tepe (apikal) ve koltukalti (aksiller) tomurcuklar eksplant olarak kullanilmaktadir (Gorsel 2.20).
Surglin ucundan alinan eksplant, yeni bir bitki olusturabilme yetenegini yitirmeyecek kadar kiigiik ancak
virtsten arinmis olacak kadar blyiik olmahdir. Kiigiik slirglin ucu eksplantlar, dislk canlilik oranina ve
baslangicta yavas gelisme 0Ozelligine sahiptir. Terminal gelikler ve bitin haldeki tomurcuklar 0,5-1 mm’lik
stirglin uglarina gore daha ¢ok kontaminasyon riski tasimaktadir.

Gorsel 2.20: Mikrogogaltim igin alinan eksplant

Sterilizasyon: Sterilizasyon, anag bitkinin yetistigi ortama ve eksplantin alindig1 organa gore degisiklik gos-
terse de kullanilacak eksplantlarin aseptik ortama konulmadan 6nce tam olarak sterilize edilmesi gerekir.

@




Kullanilacak eksplantin 6zelligine gore yukarida belirtilen islemlere ek uygulamalar gerekebildigi gibi de-
zenfektan maddenin cinsi, konsantrasyonu ve uygulama siiresi de degisebilmektedir.

BITKI DOKU KULTORU TEXNIKLERI

Baslangi¢ Ortamlari: Genellikle her bitki igin kullanilan besin ortamlari, benzer maddeleri icerir. MS besin
ortami mikrogcogaltimda kullanilan ¢ogu bitki tiird icin hem kiltiir baslangicinda hem de siirgiin cogaltimi
asamasinda kullanilabilmektedir. Ancak MS besin ortamindaki tuzlarin orani bazi bitkiler igin toksik olabil-
mektedir. Bu durumdaki bitkiler icin WPM gibi besin ortamlari kullanilabilir.

Besin ortami bilesimindeki maddelerin konsantrasyonlari, eksplant olarak kullanilacak bitkinin 6zelligine

ve yapilacak kiltiiriin amacina gore degismektedir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Baslangi¢c Ortamlarinda Kullanilan Maddeler (Werbrouck ve Debergh, 1994)

Murashige ve Skoon (MS)

Tuzlar Woody Plant Medium (WPM)
Lepoivre
Vitaminler Thiamin-HCI (0,4 mg/l)
Myo-inositol 100 mg/I
Sakkaroz %2 (a/h)
Agar (%0,6 a/h)

Katilastirma maddesi .
Gelrite (%0,1 a/h)

pH 5,8

Sitokininler: 0-10 mg/I diizeyinde 2-ip, BAP, Kinetin, Zea, TDZ (konsant-
rasyonlar aksiller ya da adventif tomurcuk olusturma istegine baglidir.)
Bitki biyime duzenleyicileri |Oksinler: 0-1 mg/I diizeyinde aksiller tomurcuklar igin IAA, adventif
tomurcuklar icin ise NAA veya IBA.

Gibberellinler: 0-1 mg/I| diizeyinde ve filtrasyon ile steril edilmis GAs
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Cevresel Faktorler: Kaltiir odasinin isik, sicaklik ve nem durumu mikrogogaltimda kullanilan bitki tirinin
istegine gore kontrol altinda tutulmahdir. Birgok bitki tiirl icin kiltiir odasi sicakliginin 18-28 °C arasinda ve
optimum 23 °C olmasi uygundur. Gece sicakligi ise bu sicakliktan 1-2 °C disuk olabilir. Isik kaynagi olarak
cogunlukla beyaz floresan lambalar kullanilir (Gorsel 2.21). Genellikle 16 saat aydinlik, 8 saat karanlk uy-
gulamasi ¢ogu bitki icin uygundur. Kiltir ortaminin bagil nemi %70’ten az olmamalidir.

Gorsel 2.21: Kiiltiir ortaminda beyaz floresan 11k

2.5.1.3. Siirgiin Cogaltim Asamasi

Besin Ortami: Genellikle baslangig icin kullanilan besin ortamlari ¢ogaltim asamasinda da kullaniimaktadir
ancak kiltiriin amacina ve bitkinin ozelligine gore degisiklik yapilabilmektedir. Bitki dokularinda organ
farklilasmasinda sitokinin ve oksinler etkili olmaktadir. Bu nedenle sitokinin / oksin oranlari 6nem tasi-
maktadir. Sitokinin / oksin oraninin yiksek olmasi stirgtin olusumunu olumlu yénde etkiler (Gorsel 2.22).
Diger yandan oksin / sitokinin oraninin yiiksek olmasi ise kok olusumunu artinir. Besin ortaminda oksin ve
sitokinin oranlarinin esit olmasi durumunda ise kallus olusumu hizlanmaktadir. Mikrogogaltim uygulama-
sinda besin ortamlarinda BAP siklikla kullanilan sitokinindir. Genellikle 1-2 mg/| sitokinin birgok bitki igin
yeterlidir. Bu miktardan daha fazla kullaniimasi durumunda adventif siirgiin olusumu artmaktadir. Besin
ortaminda NAA ve IBA en ¢ok kullanilan oksinlerdir. Bu oksinleri siirgin cogaltim asamasinda 0,1-1,0 mg/I
kullanmak yeterlidir. Kallus olusumunu artirdigindan 2,4-D’nin kullanimindan kaginiimalidir.

Gorsel 2.22: Siirgiin olusumu




Kallus Olusumu: Bir bitkinin ¢ok hizli gogaltilmasi onun tek hiicreden yeni bir bitki meydana getirme 6zel-
ligine baghdir. Kultire alinan bitkilerin farklilagsmasi strglin-kok olusumu ile veya somatik embriyogenesis
ile meydana gelir. Kallustan stirglin gogaltilmasi en hizli ydontemdir (Gorsel 2.23) ancak basta hticreler stabil
olmadigindan bitkilerin klonlanmasinda sorunlar ortaya gikabilmektedir. Ayrica dokunun baslangictaki yeni
bitki olusturma kapasitesi zamanla alt kdltirlerde azalmakta hatta yok olmaktadir. Diger yandan kallus
evresini igeren slirglin cogaltimi birgok bitki tird icin uygulanamamaktadir.

Gorsel 2.23: Kallus olusumu

Adventif Tomurcuk Olusumu: Yaprak, koltukalti ya da siirglin tepelerinin disinda herhangi bir yerde olusan
tomurcuklar adventif tomurcuk olarak ifade edilir. Kalluslardan sirglin farklilasmasi da adventif tomur-
cuk olarak degerlendirilir. Ancak bu tomurcuklar kallus evresine gerek kalmadan dogrudan bir organ veya
organ pargasindan da olusabilmektedir. Birgok bitki in vivo sartlarda degisik organlardan adventif siirglin
olusturabilmektedir. Bitkilerin bu 6zelliklerinden yararlanilarak tGretimleri yapilmaktadir.

Kiltur kosullarinda adventif tomurcuk gelisimi artirilabilir. Ayrica vejetatif olarak gogaltilamayan bitkilerde
uygun konsantrasyondaki hormon kombinasyonlari ile yaprak ve gévde geliklerinden adventif tomurcuk
olusumu saglanabilmektedir. Bitkilerin mikrogcogaltiminda organlardan dogrudan adventif slirgin olusumu
kallus yonteminden daha iyi sonug vermektedir.

Aksiller Tomurcuk Olusumu: Aksiller tomurcuklar genellikle yaprak koltukaltlarinda bulunur. Bu tomur-
cuklarin her biri stirgiin olusturma yetenegine sahiptir. Aksiller tomurcuklar bitkilerin gelisme donemlerine
bagh olarak dinlenme halindedir. Uygun konsantrasyonda sitokinin iceren besin ortaminda aksiller dal-
lanmayla siirgiin gogalmasi saglanir. in vitro sartlarda olusan siirgiinler, taze ortamlara aktarilarak aksiller
dallanma ile siirglin gogalmasi siirdlrilebilir. Bu sekilde bir anag bitkiden bir yil igerisinde ¢ok sayida yeni
bitki elde edilir.

Kallus ve adventif tomurcuk olusumuna kiyasla aksiller dallanma ile stirgiin olusumu baslangi¢ta daha ya-
vastir. Ancak her alt kultlrde stirglin sayisi giderek artar ve bir yil icinde ¢ok sayida siirgiin saglanir. Bu
yontem Uretilen bitkilerde genotip degisikliklerin ¢cok az olmasi nedeniyle ticari olarak yaygin bir sekilde
kullantlir.
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2.5.1.4. Siirgiin Gelisimi ve Koklendirme Asamasi

Siirgtin gelisim ortaminda bulunan sitokinin, kdklenmeyi engeller.
Elde edilen slirglinler mevcut siirglin gelistirme ortamindan farkl
hormonal kompozisyon iceren yeni bir besin ortamina aktarilma-
lidir. Bu nedenle belirli bir uzunluga erisen sirglinler kdklendirme
amaciyla koklendirme ortamina alinir (Gorsel 2.24).

Bazi bitkilerde surgiinler standart kdklenme tozlari ya da IBA uy-
gulandiktan sonra topraga dikilerek koklendirilebilmektedir. Bir-
cok bitki tiirinde kdklendirmeyi desteklemek icin besin ortamina
0,1-1 mg/l oraninda NAA ya da IBA kullaniimasi uygundur. Bunun
yani sira yiksek seker konsantrasyonlari da kdklenmeyi ve bitki
kalitesini artirmaktadir. Kéklendirmede kullanilan baska bir yon-

tem de cift tabaka teknigi ile in vitro sartlardaki mevcut kultir

Gizerine sivi besin ortaminin dékilmesidir.
Gorsel 2.24: Koklendirilmis bitki

2.5.1.5. Dis Ortama Alishirma Asamasi

Kaltire alinmis bitkiler; steril kosullarda, gerekli besin maddelerinin bulundugu, disik 151k yogunlugu ve
ylksek nem iceren bir ortamda gelistiriimektedir. Bu sekilde gelistirilen bitkilerin daha disiik nem, daha
yiksek 1sik diizeyine sahip ve ayni zamanda steril olmayan dis ortama aktarilmasi islemi asamali olarak
yapilmalidir. Bu isleme bitkiler in vitro ortamdayken Gstten sogutma ile kiltlr kaplarinin Gzerindeki nemin
azaltilmasiyla baslanir. Besin ortamindan ¢ikarilmadan 6nce bitkiler, serada kiltlr kaplarinin igcinde bir haf-
tadan fazla olmamak Uzere bir siire tutulur. Bitkiler serada kaplarin agzi agik sekilde uzun siire bekletilirse
kontaminasyon riski artar.

in vitroda gelisen bitkilerin dis ortama akta-
rildiktan sonraki birkag gilin icerisinde ylksek
nem iceren bir ortamda tutulmalari bitkilerin
yasamalari igin dnem tasir. Yeni bitkilerin su
kaybini azaltmak igin ticari isletmeler otoma-
tik ciseleme ya da sisleme kullanabilir ancak
ciseleme bitkilerde mantar ve bakterilerin
gelisimine yol acabilir. Bitkilerdeki su kaybini
onlemede kullanilacak baska bir yontem de
nemlendirici kullanimi ve bitkilerin su buhari-

ni tutacak kapali mekanlara yerlestiriimesidir
(Gérsel 2.25). Gorsel 2.25: Kapali mekanda tutulan bitkiler

Dis ortama alistirma sirasinda kullanilan nem kaybini engelleyen bilesikler, fitotoksik etkilere sahip oldu-
gundan birtakim sorunlara yol agabilmektedir. Bu nedenle agarl besin ortami iyice yikanarak tamamen bit-
kilerden uzaklastirilmalidir. in vitroda kéklenmis siirgiinlerin aktarma isleminde yaralamalardan kagcinmak
icin 6zenli olunmalidir. Kokler yeni olusmaya basladigindan sirgtinler ayni gelik gibi dogrudan dikilmelidir.
Kokler olusmamis ise dikim dncesi koklenmeyi destekleyecek toz ya da soliisyona daldirmak kéklendirme-
de etkili olmaktadir.




Bitkilerin dis ortama aktarilmasinda dikkat
edilmesi gereken en o6nemli nokta ylksek
nemdir. Bu nedenle ilk 10-15 glin bitkiler te-
miz bir plastik ile kaplanmalidir. Bundan sonra
asamali olarak plastiklerde kticlik delikler agi-
larak hava sirkllasyonu saglanmalidir. Daha
sonra bitkiler seradaki 6zel alanlara tasinarak
birkag glin golgede tutulmalidir. Ortalama 4-6
hafta sliren bu calismalar sonunda bitkiler,
normal sera kosullarinda yetistirilmeye hazir
duruma gelir (Gorsel 2.26).

Gorsel 2.26: Topraga dikilmis bitkiler

2.5.2. Mikrogogaltim Uygulamasi

Ana bitkiden alinan tek bogumlu gévde veya dal parcasi, dncelikle ylizey sterilizasyonuna tabi tutulur. Bu-
nun igin eksplant dncelikle musluk suyu ile yikanir. Daha sonra %70-95'lik etil alkol igerisinde birkag saniye
tutulur. Bu islemin ardindan igerisinde birka¢ damla deterjan bulunan su igerisinde 10-30 dakika bekletilir.
Son olarak eksplant 3-4 defa steril su ile ¢alkalanarak durulanir. Yiizey sterilizasyonu yapilmis eksplant uy-
gun besin ortaminda kultire alinir. Besin ortamina bitki blylime dizenleyicileri eklenir. Kultlrler yaklasik
23 °C sicaklikta beyaz floresan isik kullanilarak 16 saat aydinlik, 8 saat karanhkta inkliibasyona birakilir. Bir
slire sonra eksplant bir ya da birden fazla sirgliin meydana getirir. Olusan tekli strglnler ayrilarak taze
slrglin ¢ogaltim ortamina aktarilir. Burada 3-6 hafta icerisinde ¢ok sayida yeni surgiin elde edilir. Yeterli
sayida stirglin elde edilince surgtinlerin bir kismi kdklendirme ortamina konulur, diger kismi ile gogaltim
islemi devam ettirilebilir.

Koklendirme ortaminda yeterli kdk sistemi gelistikten sonra bitki saksi topragina aktarilir. Burada ilk 10-15
gilin yiksek nem altinda tutulur. Boylece yeni bitkinin gelismesi saglanir. Gelismesini tamamlayan ve dis

ortama alistirilan bitkiler bahge veya tarla kosullarina dikilir.

Gorsel 2.27’de aksiller dallari kullanarak mikrogcogaltim asamalari verilmistir.

s

Gorsel 2.27: Aksiller dallan kullanarak mikrogogaltim
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5 UYGULAYALIM MiKROCOGALTIM YAPMA
e OGRENELIM

Bu calismanin amaci mikrogogaltim yontemini uygulamaktir. Bu dogrultuda sizden asa-

gidaki islem basamaklarini uygulayarak mikrogogaltimla ¢cok sayida bitki Gretmeniz bek-

lenmektedir.

e Yaptiginiz uygulamada is saghgi ve giivenligi kurallarina uyunuz.

e Cihaz kullanim talimatlarina uyunuz.

2. OGRENME BiRimi

e Doku kdltlrd laboratuvar ortami ve sera e Bisturi, pens vb.

¢ Blyume kabini, otoklav vb. o Cam malzemeler (petri kutusu, deney tupu vb.)
¢ Sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (%0,5-10) o Etil alkol (%70-95)

e Saksi e Besin ortami

e Distile su e Deterjan

[ NSNS A



6. Kiiltir ortaminda olugan tekli siirgiinleri ayirarak taze siirgiin gogaltim ortamina aktariniz.
e Stirglinleri slirglin cogaltim ortamina aseptik kosullarda aktariniz.

7. Siirgiin gogaltim ortaminda yeterli sayida siirgiin elde edilince siirgiinlerin bir kismini kéklendir-
me ortamina aliniz.

e Siirglinleri aseptik kosullarda kdklendirme ortamina aktariniz.

e Kalan siirgtinlerle ¢ogaltim islemini strduriniz.

8. Yeterli kok sistemi gelisen bitkileri saksi topragina aktarip dis kosullara alistiriniz.
e Bitkileri saksilara alirken zarar gormemesine dikkat ediniz.

e Bitkileri ilk 10-15 gilin yliksek nem altinda tutunuz.

9. Dis ortama alistirilan bitkileri bahge veya tarla kosullarina dikiniz.

UYGULAMAVYA iLiSKiN DEGERLENDIRME

Uygulamaniz asagida verilen 6lgitlere gore 100 puan Uzerinden degerlendirilecektir.

DERECELER

(20) (15) (10) )

1. Mikrogogaltima alinacak eksplanta yiizey
sterlizasyonunu yapti.

2. Eksplanti aseptik kosullarda besin orta-
mina aktarip bitki biiyiime diizenleyicileri
ekledi.

3. Kiiltiirleri uygun yetistirme kosullarinda
inkiibasyona birakti.

4. Siirgiin gogaltma ve koklendirme islemle-
rini yapti.

5. Geligen bitkileri uygun sekilde dis kosulla-
ra alistirip bahge ortamina aldi.

TOPLAM PUAN

Degerlendirme formundan en az 70 puan aldiysaniz bu uygulama icin basari dlzeyiniz yeterli demektir.
Eksik oldugunuz 6grenmeleri tekrar etmeniz 6nerilmektedir.

\
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J" I OLCME VE DEGERLENDIRME
‘e

Asagidaki cimlelerde bos birakilan yerlere dogru sozciikleri yaziniz.

el eltd

1. Duzenli olmayan hiicrelerin olusturdugu yara dokusuna .........cccccceeeeeeeeseececeeieeceeee e denir.

2. Hiicre boliinmesi ve kallus olusumunun uyariimasi igin besin ortaminda .........ccccevveveeeevenieeienne
ve sitokinin bulunmalidir.

2. OGRENME BiRiMi

3. Meristem kilttrinde kullanilan 1 mm’den biyiik eksplantlar ..........ccoovveveverieiieveiereresieeeenn ola-
rak ifade edilir.

4. Boliinebilme yetenegine sahip hicrelerin olusturdugu dokulara ........cceevveeveveiieeveneieeieseieeenenes
denir.

5. Embriyo KUItUrande .......ccocoveeeieineceeeneeieeee e hem ozmotik basinci korumasi hem de enerji
kaynagi olmasi bakimindan yaygin olarak kullanilr.

6. Yaprak koltukalti ya da siirglin tepelerinin disinda olusan tomurcukla ........ccocooeiviniiie e
olarak ifade edilir.

B Asagidaki sorulari okuyarak dogru olan segenegi isaretleyiniz.

7. Asagidakilerden hangisi bitki doku kiiltiirii tekniklerinden degildir?
A) Kallus kaltara

B) Kok kultiirt

C) Meristem kulttra

D) Embriyo kulturd

E) Mikrogogaltim

8. Asagidakilerden hangisi meristem kiiltiiriinde ihtiya¢ duyulan kiiltiir kosullarindandir?
A) %10 nem

B) 8 saat aydinlk

C) 16 saat karanhk

D) 1000 liiks aydinlatma

E) 25 °C sicaklik

J




Ve

9. Mikrogogaltimin hazirlik asamasinda ortamin bagil nemi en az yiizde kag olmalidir?

A) 70
B) 60
C) 50
D) 40
E) 30

10. Asagidakilerden hangisi mikrogogaltimin avantajlari arasinda yer almaz?
A) Yeni gesitlerin elde edilmesi

B) Az anag kullanilmasi

C) Mevsimden bagimsiz olmasi

D) Fenotip farkliliklar saglamasi

E) Hastaliksiz bitkiler Gretilmesi

11. Mikrogogaltimda eksplant secimi icin asagidakilerden hangisi dogrudur?
A) Eksplantlar buyiik segilmelidir.

B) Bitkilerin dis pargalari eksplant olarak secilmelidir.

C) Anag bitkinin yasi geng olmalidir.

D) Herhangi bir mevsimde eksplant segilebilir.

E) Sadece aksiller tomurcuk segilmelidir.

C Asagida verilen sorulari yanitlayiniz.

12. Mikrogogaltim asamalarini kisaca agiklayarak yaziniz.

13. Aksiller tomurcuk olusumunun diger tekniklere gore avantajlari nelerdir?
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(( SOzLUK =\
ur )

adventif : 1. Kallustan sirgiin ve kdk ¢ikmasi veya zigottan baska bir kaynaktan embriyo olus-
masi gibi dogal yerinden baska yerde gelisme. 2. Hiicre kiltirlerini bulastiran etken-

ler.
anter : Bitkilerde erkek organin bascigl, gicek tozu keseleri, polenlerin olustugu bolim.
aseptik : Her turlG mikroptan arinmis.
asekstiel : Ureme icin erkek ve disi gamete gerek gdstermeyen, doéllenmeksizin tireyen.
B-C-
\UJBC¢
biyokimyasal : Biyokimya ile ilgili.
gceper : Zar.
D-E-F
\ 4
doku : Bitki ve hayvan organlarini meydana getiren, ayni gorevi yapmak Uzere bir arada
bulunan, ortak yapi ve isleve sahip hiicreler grubunun olusturduklari yapi.
embriyonik : Embriyo ile ilgili.
fitotoksik : Bitkilerin bliyimesini 6nleyen ve toksik etki gésteren madde.
fizyolojik : Organizmanin normal galismasi ile ilgili.
floem : 1. Bitkilerde besin iletilmesi ve depolanmasinda rol oynayan kalburlu hicreler ile
kalburlu boru element-lerinden olusan, destek gorevi géren doku. 2. Soymuk boru-
lari.
fotoperiyot : 1. GUn 1s18ina maruz kalma siresi. 2. Bir organizmanin ideal faaliyeti icin gerekli
ginlik sure.
G-G-H
V D
generatif Gretim : Disi ve erkek esey hiicrelerinin birlesmesi sonucu tohum olusmasi ve yeni bir bireyin
ortaya ¢cikmasi, eseyli tGretim.
genotip : 1. Bir bireyin sahip oldugu genler toplami veya ayni genetik yapiyi paylasan tim
bireyler toplulugu. 2. Bir organizmanin genetik yapisi.
haploid : Homolog kromozom ciftlerinden yalnizca birer tanesine sahip birey veya hiicre.
hibrit : 1. iki farklh tiiriin caprazlanmasi ile elde edilen bitki veya hayvan. 2. Melez.
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hormon

hiicre

VI-I-J

inkiibasyon
inorganik

Kt

kambiyum
klasik

klon
kontaminasyon
konveks

kromozom

ksilem

\JMN )

maruz kalma

materyal
metabolizma

mikroorganizma
mineral madde

: 1. I¢ salgi bezlerinden kana gegen ve organlarin islemesini diizenleyen adrenalin, in-
silin, tiroksin vb. fizyolojik etkisi olan maddelerin genel adi. 2. Bu maddelerin islevini
yerine getirecek 6zellikte yapay madde.

: Organizmanin canlihgini kendi basina stirdiirebilen, bolinlp ¢ogalabilen ve disari-
dan aldig1 maddeleri 6ztimleyebilen en kigik canh birimi.

: Canli doku pargasinin besin ortaminda gelistirilmesi, kulugka.
: Organik olmayan, yapisinda karbon icermeyen, cansiz, anorganik.

: Bitkilerin iletim demetlerinde, bir ya da birkag sira meristematik hiicre tabakasin-
dan olusan, ikincil kalinlagsmayi ve enine buyimeyi saglayan doku.

: 1. Ahgilmis. 2. Uzerinden cok zaman gectigi halde degerini yitirmeyen, tiiriinde &r-
nek olarak gorilen eser.

: Eseysiz Gremeyle bir hiicreden veya organizmadan ¢ogaltilan, genetik olarak birbiri-
nin ayni olan hicre veya canl grubu.

: Bulagma.

: Disbiikey.

: Her organizmada belirli sayida bulunan, hiicre ¢ekirdeginde DNA iplik¢igi iceren,
RNA ve histonlarla birlikte bulunan, kalitsal bilgiyi bir sonraki nesle aktaran yapi.

: 1. Yuksek bitkilerde su ve minerallerin iletilmesinde rol oynayan trake ve trakeitler-
den olusan doku. 2. Odun borulari.

: Fiziksel veya kimyasal bir etmenin degisik yollardan farklh dizeylerde viicuda gir-
mesi.

: Gereg, madde.

: Canli organizmada veya canli hiicrelerde hareketi, enerjiyi saglamak icin olusan,
biyolojik ve kimyasal degisimlerin butin.

: Bakteri, mantar, protozoa ve mikroskobik algleri iceren, mikroskobik canlilar.

: Normal sicaklhkta dogada kati durumda bir takim maddelerle karisik veya birlesik
olarak bulunan veya kimyasal yollarla elde edilen inorganik madde.
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0-0

\ 4
organ : 1. Canli bir viicudun, belirli bir gérev yapan ve sinirlari kesin olarak belirlenmis boéli-
mu, uzuy, orgen. 2. Bir gorevi, bir isi yerine getirmekle yikimli kurulus.
organik : 1. Canli organizmadan elde edilen, yapisinda karbon iceren. 2. Organlardan olusmus
yapi gosteren.
P-S-
JPs?
patojen : Hastalik yapan herhangi bir madde veya mikroorganizma.
perlit : Erimis sodyum, potasyum, aliminyum silikattan ibaret olan cam gibi bir volkanik ka-
yadan patlatilarak pudra haline getirilmis bulunan, hazir siva, hafif levha yapiminda,
izolasyon isinde, yem maddelerinin preslenmesinde kullanilan yardimci bir madde.
polen : 1.Tohumlu bitkilerde tireme organi olan stamenlerde mayoz bolinme ile meydana
gelen erkek Greme hiicreleri; gicek tozu. 2. Mikrospor.
sitoloji : Hucre bilimi.
sollisyon : Cozelti.
somatik : Vicut yapisiyla ilgili.
slispansiyon : 1. Cok kiiglk zerrelere ayrilmis olan kati parcaciklarin bir sivi icerisindeki dagilimi.
2. Suda erimeyen maddeleri iceren preparat.
T-U-U
A\
toksik : 1. Saghga zararli 2. Zehirli. 3.Toksik maddeye bagli olan.
torf : Su birikmesi sonucu havasizliktan giriyen bitki.
V-Y-Z
A\
varyabilite : Degisiklik gosterme niteligi, degiskenlik.
varyasyon : 1. Ortak atalara sahip canllarin gosterdigi farkhlik, degisim. 2. Degisik bigim, varye-
te.
vejetasyon : Herhangi bir yorede, ayirt edici yapisal 6zellikleri nedeniyle ayrica adlandirilabilecek
bitki topluluklari.
vejetatif liretim : Bitki parcalarindan yararlanilarak tretim yapilmasi islemi, eseysiz Gretim.
viyol : Atik malzemeden yapilmis 6zel kap.
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GENEL AG VE GORSEL KAYNAKGASI

Asagidaki kod araciligi ile genel ag kaynakgasi ve gorsel kaynakgaya ulasabilirsiniz.

http://kitap.eba.gov.tr/karekod/Kaynak.php?KOD=2870
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1. OGREN

A Boliimi Cevaplari

1. eksplant

2. bitki doku kulturi

3. 6n hazirhk

4. in vitro

5. materyal sterilizasyonu

6. lic

/

2. OGRENME Bi

A Boliimi Cevaplari

. kallus

. oksin

. stirglin ucu

. meristem doku

. sakkaroz

o U A W N R

. adventif tomurcuk

.\
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