Hastaliksiz Bitki Uretimi
ile Mikrogogaltim

Do¢. Dr. Yildiz Aka Kagar



Mikrogogaltim

Bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi
olusturabilme potansiyeline sahip bitki
kisimlarindan (embriyo, govde, siirgtin, kok,
kallus, tek hiicre ya da polen tanesi vb.)
yapay besin ortamlarinda ve aseptik kosullar
altinda yeni bitkilerin elde edilmesine
mikrogogaltim denir.
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e Bitkilerin in vitro Uretimi, kullanilan
eksplantin  ozelligine gore (embriyo,
meristem, anter, hiicre veya protoplast
kiltidrd vb.) adlandirilir.

* Mikrogogaltimin  basarisi, eksplantlarin
alindigi ana¢ bitkinin genotipi, saglik
durumu, ve yetisme kosullari (beslenme,
Isik, sicaklik, vb.) ile dogrudan iliskilidir.






Mikrogogaltimin avantajlar

a) Hastalik ve zararlilardan arindirilmis
bitkisel materyal elde edilmesi

b) Kitlesel Gretimde ;

Uretilen bitkilerde fenotipik ve genotipik
benzerlik (homojenite)

> Diger yontemlerden daha kisa kiltir siresi

o Zor uUretilen tirlerin daha kolay Gretimi

o Segilen belirli/Ustin genotiplerin hizl Gretimi
o Uretimde daha az anag kullanilmasi

c) Somaklonal varyasyondan dolayr vyeni
cesitlerin/genotiplerin elde edilmesi



Mikrogogaltim asamalar:

» Hazirlik asamasi

» Kiltir baslangi¢ asamasi

» Slrglin ¢ogaltim asamasi

e Surgin gelisimi ve koklendirme
asamasi

» Dis ortama alistirma asamasidir.




Afrika Meneksesi Bitkisinde Mikrocogaltim

Yaprak dokusundan adventif Surgunlerin gelistiriimesi
stirgun olusumu
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Koklendirme (ex vitro) Topraga ve dis kosullara aktarma
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HASTALIKSIZ BITKI URETIMI

« In wvitro vyetistirilen bitkiler fungal,
bakteriyal ve viral hastaliklar ile bulasik
olabilir, zararh bocekler ve nematodlardan
zarar gorebilirler.

» Vegetatif ¢ogaltmada en 6nemli konu temiz
bir baslangig materyalinin kullanimidir.

» Temiz materyallerin elde edilmesi amaciyla
bitki  doku  kdiltird  tekniklerinden
yararlaniimaktadir.



Doku kdltird teknikleri

 Hastaliklara dayanikliligi arttirmak
» Dayanikli bitki genotiplerini korumak

e Bitki  hastaliklarina  karsi  somaklonal
dayaniklilik olusturmak

* Dayanikli bireyleri segmek veya
dayanikliiga  cevap  veren  genlerin
aktariimasini kolaylastirmak ve

 Bitkileri hastaliklardan arindirmak icin
kullaniimaktadir.



Bitki doku kiiltirlerinde kontaminsyon

- Etkisiz ylizeysel sterilizasyonun neden
oldugu akut kontaminasyon

» Eksplant icinde gizli olan
mikroorganizmalarin veya alt Kkiltdr
sirasinda yerlesen mikroorganizmalarin
neden oldugu kontaminasyon

» Uzun bir steril kiltir doéneminden
sonra dogal olarak meydana gelen
kronik kontaminasyon



Meristem kiltdrd

» Meristem  kiltird teknigi, bitkilerin
primer meristematik dokularinin izole
edilerek steril kosullarda ve yapay besin
ortamlari Uzerinde yetistirme ve bu yolla
yeni bitkiler elde etme esasina dayanan
bir vejetatif mikrogogaltim yontemidir.
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FIG. 8.3, Meristem-tip culture. (A) Apical meristem showing section o be excised. (B) Excised meristem tp cultured
on agar medium. (C) Plantlet regencrated from excised menstem tip. (D) Plantlet transferred to sierile soll. (E) Virus-

free plant growing in soil,



Meristem ve siirgin ucu kiltirlerinin
uygulama alanlart

 Virissiz materyal elde
etmek

» Mikrogogaltim
» Germplazm muhafazasi
» Genetik transformasyonlar

* Bitki materyallerinin
uluslar arasi degisimi

e Bakteri ve mantarlardan
ari bitkilerin Gretilmesi
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Eksplantin biiyiikliga

» Buyuk eksplantlar daha yiksek
canlilik ve rejenerasyon kapasitesine
sahip  olmasina  karsin,  kuglk
eksplantlar virlis eliminasyonunda
daha avantajhdir.




Donér bitkinin fizyolojik durumu

» Meristem ucu eksplantlari bitkide
vegetatif blylimenin aktif oldugu bir
donemde alinirda kiltlirde basari
orani artmaktadir.




Eksplantin alindigi mevsim

» Kullanilan bitki
furune  gore,
eksplantin
alindigi mevsim
bagariyi
etkilemektedir.




Cesit

 Bitki doku Kkilturlerinde, iki genotip ayni
kiltir kosullari altinda her zaman benzer
sekilde cevap vermemektedir.

« In wvitro kiltirde, farkli genotipler
arasindaki bu énemli farklihgr fizyolojik ve
epigenetik faktorler de etkilemektedir.



Mineral tuzlar

» Eksplantlar gen¢ fidanlardan alindig
zaman MS ortami uygundur, ancak olgun
agaglardan alinan eksplantlar igin bu ortam
toksiktir ve bu eksplantlar igin disuk tuz
oranina sahip ortamlar daha elveriglidir.



Sekerler

» Karbon kaynagi, meristem ucu kdiltird igin
kullanilan  kiltir ortaminin  onemli bir
unsurudur.

» Genel olarak tim besin ortamlari karbon
kaynagi olarak %1-3 oraninda sakkaroz
icerir.



Agar

» Cogunlukla eksplantlar yari-kati ortamda
kiiltire alinmakta ve kiltir ortaminda
ortami katilastirmak icin agar
kullaniimaktadir.




Biiylime diizenleyicileri

» Gogu bitki tiurlerinde blyimeyi ve
meristemin gelisimini destekleyen dustk bir
sitokinin dizeyi genellikle uygun olmaktadir.

e Oksinler kiltirtd baslatmak icin mutlaka
erekli olmamasina karsin, disik
onsantrasyonlarda ilave edilmesi faydal
bulunmustur.

e Gicerellinler, siirglin gelisimini ve ¢oklu
sirgin olusumunu tesvik etmesi nedeniyle
kilfdr ortamina ilave edilebilir.



Kidltdr sartlar

» Isik, sicaklik, fotoperiyot gibi c¢evre
sartlart  /n vitro da farklilasmay!
etkilemektedir.

« Optimal kosullar her genotip igin ayri ayri
belirlenmelidir.




Meristem ucu kiiltiri uygulamalarinda
kullanilan besin ortamlari

» En yaygin kullanilan besin ortami MS
(Murashige ve Skoog) ortamidir.

» Ortamda biyilme dizenleyicilerinin
¢esit ve konsantrasyonlari tirlere
gore degismektedir.



Meristem ucu kiltiri uygulamalarinda
ylizey sterilizasyonu

* 7% 90'lik etil alkole (10-30 sn) batirma,

A 0,5-10 sodyum hipoklorit
sollisyonunda 15 dk bekletme ve

» steril distile su ile birkac kez calkalama



Kiltidr odasi kosullari

* Genellikle biiylime odasinin sicakhgr
24-26 OC'ye, aydinlatma ise 4000
liks'e ayarlanir.




Meristem ucu kiltird metodunun
uygulanmasi

Eksplantin alinacagr uygun bir dondr segilir. Bitkiden
en az bir bogum (nod) igeren sap pargalari kesilir.

Donér bitkiye uygun sterilizasyon yontemi belirlenir.
Kesilen sap parg¢alarina uygulanir.

Bitki materyali binokiler stereomikroskop tablasina
yerlestirilir. Tomurcugun apikal meristemini gérmek
igin oncelikle yapraklar temizlenir sonra geng yaprak
taslaklari ile apikal kubbe kesilir.

Ayrilan eksplant kiltir ortamina yerlestirilir ve
ortamin su kaybini onlemek igin kiltur kaplari
parafilm ile kaplanir.



 Kaplar kiltir odasina yerlestirilir ve genellikle
25 °Cde 4000 liks 1gstkta 12-16 saat

fotoperiyotta birakilir.

» Eger eksplant canliligini devam ettirirse 7-14
gln igerisinde eksplantta bir uzama ve bitkicik
gelisimi gorilir.




» Geligsen bitkicikler gogaltim igin bogumlarinin
ayrilabilecegi bdyiklige ulasincaya kadar /n
vitro da gelismeye birakilir.

» In vitroda gelisen bitkicikler steril kosullar
altinda kiltdr kaplarindan  ¢ikarilir  ve
bogumlarina ayrilir.

» Her bir parga, aksiller tomurcugun biyimesini
saglayacak taze ortama aktarilir.

» Boylece orijinal bitki virtisten ari olarak
cogaltilabilir.



Meristem ucu kiltird ¢alismalarinda
dikkat edilecek noktalar

» Donor dokular gen¢ kisimlardan ve
bitkinin aktif olarak blylyen
bolgelerinden alinmal:.

» Donor bitkilerin damlama sulama ile
sulanmasi  enfeksiyon  problemlerini
azaltmada yardimci olur.

e Meristem bdlgesi etil alkol ile silinmis

binokiler  sfereomikroskobu altinda
yatay hava akisli kabinde c¢alisarak
meristem balgesi izole edilmelidir.



» Cok kuglk eksplantin kiltire alinmasi
halinde gelisme sansi distktr.

* Bu nedenle meristemin yaprak taslaklari
ile birlikte kiltire alinmasi basariyi
arttirmaktadir.

» Kesmenin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan
fenolik oksidasyon toksik etki yapabilir.

o Kararma durumu halinde meristem derhal
taze ortama aktarilmasi ile onlenebilir.



Mersitem ucu Kkiiltirdnin yararlar:

En yiiksek genetik kararlilik /n vitro klonal gogaltimda elde
edilmektedir.

Meristem ucu kiltirt ile bulasik olan bir doner bitkiden viral,
bakteriyal ve fungal patojenler uzaklastirilabilmektedir.

Meristem ucu, sogukta muhafaza ve kiglik olmasi bakimindan
¢ok uygundur.

Kimera olan bir materyalin aynen ¢ogaltimi igin meristem ucu
kiltird ok uygun bir tekniktir.

Meristem wucu kiltirleri, karantina uygulamalarina gore
uluslararasi tasimada gogunlukla kabul edilen kiiltirlerdendir.
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Meristem ucu kdltird tekniginin
sinirlamalari

o Viristen arindirmada eksplant boyutu ile
kontaminasyon derecesi arasinda negatif bir
iliski vardir.

» Viristen  arindirilmis bitkilerin  elde
edilmesinde stok bitkinin fizyolojik durumu
etkili olmaktadir.

» Meristem kilturinin virds eliminasyonunda
etkili bir yontem olarak tanimlanmasina
karsin meristemlerin her zaman viristen
arindirilmis olmadigr da unutulmamalidir.



Viridsten ari bitkilerin lretilmesinde
kullanilan yontemler

» Meristem ucu kiltird
» Sicaklik uygulamasi (termoterapi)

 Meristem kdltird ile birlikte sicaklik
uygulamasi

» Kimyasal madde kullanimi (kemoterapi)
 Soguk uygulamasi (krayoterapi)
» Mikroasilama

» Viridsten ari bitkilerin kallus ve
protoplasttan elde edilmesi

» Virusten ari diger eksplantlarin
kullaniimasi



Sicaklik uygulamasi (termoterapi)

Sicak uygulamasi aktif olarak biylyen vegetatif
materyal Uzerinde etkili olmaktadir.

Sicaklik uygulamasi ile ¢ogu virisler ve bazi sistemik
bakteriyal hastaliklar elimine olmaktadir.

Sicaklik uygulamasinda blylme igin gerekli optimum
sicakligin uzerinde bir sicaklik segmek gereklidir.

Sicaklik uygulamasinda bitki kisimlari (gelikler veBa

s%g’anlar', yumrular) sicak suda ya da sicak havada (5
52 °C) belirli siirelerde (10-30 dk) birakilmaktadir.



Meristem kiltird ile birlikte sicaklik
uygulamasi

» Sicaklik uygulamasi, ¢ogunlukla sadece
meristem kultird ile uzaklastirilmas: zor
olan  virlslerin  eliminasyonu icin
kullaniimaktadir.



Sicaklik uygulamsi 3 farkl sekilde
yapiimaktadir;

 Bulasik olan bitkiler once artan sicakliklara
maruz birakilir sonra meristem uclar
kiltire alinir.

» Meristemlerin kiltire alinmasindan once /n
vitro sirginlere yiiksek sicaklik uygulamasi

yapilir.

o Kiiltire alinan meristemlere sicaklik
uygulamasi yapilir.



Kimyasal madde kullanimi

* Yaygin olarak ribavirin (virazole-1.p-D-
ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-
carboxamide) kullaniimaktadir.
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Soguk uygulama (krayoterapi)

» Yiksek sicaklik uygulamalari ile
meristem kilturdnin kombinasyonuna
benzer sekilde meristem ucu kiltiri
ile birlikte disuk sicaklik
uygulamalarinin da viris eliminasyonu
konusunda basarili olmaktadir.



Mikroasilama
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Virdsten ari anaglarin (¢ogir) lzerine meristemlerin
astlanmasi teknigidir.

Virisle bulasik olmayan tohumlar kok stoklar: olarak
kullanilmaktadir.

Ya virisle bulagik ana bitkiden direkt olarak aseptik
on islemler ile ayrilan meristem ucu ya da mersitem
ucunun in vitro Kkultirdnden sonuglanan kictk bir
slirgiin ucu virtsten ari anaca astlanmaktadir.

Bu ftir mikroasilama meristem ucu kiltirinidn
basarisiz oldugu ftfirlerde viristen ari stoklari
tiretmek icin kullaniilmaktadir.



Viridsten ari bitkilerin kallus ve
protoplasttan elde edilmesi

» Adventif  fomurcuk veya  somatik
embriyogenesis  yoluyla  nusellustan
kaynaklanan  kallustan rejenere olan
bitkicikler ylksek derecede viristen
aridir.



Viriisten ari diger eksplantlar

* Virtsle bulasik olan bitkilerin yapraklar

patojenin penetrasyon yapamadigi yerlerde
koyu yesil alanlara sahiptir.

» Boyle bolgelerden alinan eksplantlardan
elde edilen rejenerantlarin ¢ogu viristen
ari olmaktadir.



@ak?er'i ve Mantarlardan Ari Bitkilerin
Uretimi

» Meristem kiltird teknigi, donor bitkinin
bakteriyal ve fungal patojenler ile enfekte
oldugu durumlarda da avantaj saglamaktadir.

» Bitkide  terminal  bdlgenin  vaskiler
far'klllafma bslgesinin lst kismi patojenik
partikilleri pek icermez.

» Bu nedenle, eger bulasik olan bir bitkiden,
s0z konusu bu bdlgeden kiigiik bir eksplant
alinip in vitro'da basarili olarak gelistirilirse
patojensiz bitki elde edilmesi mimkin
olmaktadir.



Sunumun YayinlandiQi siteler

» www.bahcebitkileri.org/bitkibiyoteknolojisi



