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* Bitki Doku Kilturi: aseptik kosullarda, yapay bir
besin ortaminda, butin bir bitki, hicre
(meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus
hiicreleri), doku (gesitli bitki ksimlari=eksplant)
veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki
kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel
trdnlerin (metabolitler gibi) Uretilmesidir.
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Bitki doku kdultiridnidn amaglar:;

** Bitkilerin klonal olarak hizli ¢ogaltilmasi

** Geleneksel yontemlerle kolay ¢ogaltilmayan bitkilerin
¢ogaltiimasi

** Patojenlerden arft bitki elde edilmesi

** Islah amach ¢alismalar

** Somaklonal varyasyonlarin olusturulmasi

** Haploid bitkilerin elde edilmesi

** Bitki gen kaynaklarinin muhafazasi

** Biyokimyasal irinlerin (sekonder metabolitlerin) elde
edilmesi



* Bitki doku Kkiltird islemlerinde ve genetik
iyilestirmelerde kullanilan temel sistem bitki
rejenerasyonudur.

* Bitki rejenerasyonu, Kkiltird yapilan hicrelerin
ozellikleri bakimindan u¢ kisimda incelenir;
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1. Organize olmus meristematik hicreleri igeren
somatik dokulardan rejenerasyon; u¢ ve vyan
mersitemlerden bitkiler ¢ogaltilir. Buna meristem
kiltird yoluyla klonal ¢ogaltim denir. Elde edilen
hiicreler, famamen donor (verici) bitkiye benzerler.
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Mersitematik olmayan somatik hicrelerden
rejenerasyon; dogrudan bir bitki eksplantinin
kesilmis ylzeylerindeki belirli somatik hiicrelerin bir
kisminin, genellikle bitki biyime dizenleyicilerinin
(6zellikle oksin ve sitokininler) etkisi sonucu
béliinerek ve organize olarak, organlari ve daha sonra
da bitkiyi (direkt organogenesis) veya bir somatik
hicrenin sirekli bélinerek embriyo ve daha sonra da
tam bir bitkiyi olusturmasi (direkt somatik
embriyogenesis) seklinde olabilir. Ayrica her iki
durum, belirli bir kallus, proto-kallus veya hiicre
suspansiyonu olusumu devresinden sonra da ortaya

¢ikabilir (indirekt rejenerasyon).
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3.

Mayoz bdlinme gegirmis gametik hiicrelerden
rejenerasyon; normal kromozom sayisinin yarisini
iceren hicrelerden direkt veya dolayl yollarla
bitki rejenerasyonunda, donor bitkinin kromozom
sayisinin yarisina sahip, genellikle steril olan

haploid bitkiler elde edilebilir.
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Tki Doku Kiiltiirlerinin Tarihi Gelisimi

Tarih
1902
1904
1917
1920
1922
1924
1934
1934
1942
1946
1953

1990

1995

Calismalar

Ilk izole edilmis hiicre kiiltiirii

Olgun embriyolarin kiiltird

Biyoteknoloji teriminin ilk defa kullanimi

Oksinin tanimlanmasi

Kok ve siirglin uglarinin laboratuvarda gogaltimi

Ilk embriyo kurtarma teknigi (misir)

Ilk siirekli kok kiiltiirleri (domates)

Ilk kallus kiiltiirleri

Ilk kallus kiiltiirlerinden sekonder metabolit eldesi
Sirgin uglarindan (apikal meristem) ilk bitki eldesi
DNA 'nin yapisinin belirlenmesi

Sentetik tohum gelistirme ve hizli dondurma yoluyla
germplazm muhafazasi ¢alismalarinin baslamasi

Ilk rekombinant insan gidasi

Arastirmacilar
Haberlandt
Hanning

Karl Ereky
Went ve ark.
Kotte ve Robbins
Dieterich

White
Gautheret
Gautheret

Ball

Watson ve Crick

(Flavr Savr, domates)



i Doku KUITUrIerinin Tari

elisimi

1954

1957

1958
1960

1962

1965

1967
1968
1970
1971
1978
1983
1986

Hicre siispansiyonlarindan ilk bitki eldesi

Ilk sitokininin tanimlanmasi ve organ olusumunda
sitokinin/oksin oraninin 6neminin ortaya konulmasi

Ilk somatik embriyogenesis (havug)

Enzimler kullanilarak ilk canl protoplast izolasyonu

MS besin ortaminin gelistirilmesi

Tek hiicreden bitki rejenerasyonu

IIk haploid bitkinin dretimi (anter polen kiiltiiri)
B5 ortaminin gelistirilmesi

HEPA filtrelerin kullaniimaya baslanmasi
Protoplastlardan ilk bitki rejenerasyonu

Cinsler arasi ilk somatik melezleme

Transgenik ilk bitkinin elde edilmesi (tiitiin)
Transgenik ilk bitkinin tarla testleri (titin)

Muir ve ark.
Skoog ve Miller

Steward ve ark.

Cocking
Murashige ve Skoog

Vasil ve Hilderbrandt

Bourgin ve Nitsch
Gamborg ve ark.
Nagata ve Takabe
Melchers ve ark.

Murai ve ark.
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1) BITKE DOKU

l

KULTURLERININ BITKI y 3) BITKI DOKU
ISLAHINDAKI UYGULAMA 2) BITKL DOKU KULTURUNUN KULTURLERININ
ALANLARI TICARL TEMEL
« Tirler arasi melezlemelerden = A 0 e L aaa AR giﬁj?TIRMALAR
sonra « Hastaliksiz bitki elde UYGULAMALARI
embriyo kiiltird edilmesinde
* Haploid bitki Gretiminde meristem Kiltird
anter (polen) «  Mikrogogaltim
ve yumurtalik (ovil) kiltird - Sentetik tohum lretimi
* Somaklonal varyasyon (somatik embriyolar)
* Invitro seleksiyon « Sekonder metabolit iiretimi
* Invitrodéllenme (kallus-hiicre siispansiyonlari)
 Invitrogermplazm * Kimeralar
muhafazasi
« Somatik hiicre melezlemesi
(protoplast fiizyonu)

« Gen transferi



fTKE DOKU KULTURLERININ BITKI ISLAHINDAKI
UYGULAMA ALANLARI

e Tirler arasi melezlemelerden sonra embriyo
kiltird:
e Zigot olusumundan sonra ortaya ¢tkan uyusmazliklar

/n vivo melezlemelerde embriyo olusumunu veya
olusan embriyolarin yagamalarini engellemektedir.

* Bu embriyolar 6zel besin ortamlarinda doku kdiltiru
ile gelistirilmekte ve yeni melez bitkiler elde
edilebilmektedir.

 Bu teknige embriyo kurtarma teknigi denilmektedir.
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 Haploid bitki dretiminde anter (polen) ve
yumurtalik (ovdl) kiltird:

e Mayoz bélinme gegirmis haploid sayida kromozoma
sahip hicrelerde (polen/mikrospor veya megaspor)
veya bu hiicreleri igeren bitki kisimlarinin (anter
veya yumurtalik) doku kiltird yoluyla elde edilen
hicrelerinde veya rejenerantlarinda yapilan
kromozom katlanmasi sonucu %100 homozigot
bitkiler elde edilebilmektedir. Bu teknige /n vitro
haploidi teknigi denir.




~® Somaklonal varyasyon:

e Uzun sireli kiltirlerde veya kisa siireli
de olsa yiksek bitki  blylme
dizenleyicileri iceren  ortamlarda
bulunan  hicrelerden  olusan  yeni
bitkilerde gen  veya  kromozom
bozukluklari sonucu kalitsal ve fenotipik
varyasyohlar (somaklonak varyasyonlar)
ortaya ¢ikmaktadir.

 Bu varyasyonlar, yeni gesit gelistirme ve
iyilestirmelerde islahgilar tarafindan
kullaniimaktadir.
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e In vitro seleksiyon:

» Tek hiicre seviyesinde; tuz, herbisitler, patojenler
vb. faktérlere karsi dayanikliliga gore yapilan
seleksiyonlar sonucu, bu hicrelerden elde edilen
bitkilerde ilgili faktorlere dayanikli veya toleransl
bitkiler ortaya gikabilir.

» Bu teknige /n vitro seleksiyon denir.
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e In vitro dollenme:

e Bazi durumlarda (6zellikle dis ortama alistirilamayan
bitkilerden tohum almak icin) doku kiiltiirt ile elde
edilen bitkiler laboratuvar sartlarinda
tozlastirilmaktadir.

e Fakat bu uygulama ¢ok sinirl kalmigtir.



e In vitro germplazm muhafazasi:

» Totipotent hicrelerin /n vitro kiltird, kallus veya
suspansiyon hiicreleri seklinde uzun sireli olarak
veya belirli araliklarla yeniden olusturularak
saklanabilir ve ihtiya¢ duyuldugunda bu hiicrelerden
yeni bitkiler olusturulabilir.

e Bu hicreler, meristemler veya minyatir bitkiler
diisiik sicaklikta (4 °C), cok az besin maddesine ve
alana ihtiya¢ duyarak aseptik sartlarda saklanabilir
(1-4 yil).

e Benzer sekilde cok diisiik sicakliklarda (-196 °C), sivi
azot icinde doku ve hiicreler hizli bir sekilde
dondurularaak saklanabilirler.
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e Somatik  hiicre melezlemesi  (protoplast
flizyonu):
* Protoplast flizyonu ve somatik melezleme, pre-
zigotik eseysel uyusmazliklar nedeniyle, klasik
melezleme ile elde edilemeyen hibritlerin elde
edilmesinde  kimyasal ve fiziksel metotlar
kullanilarak uygulanan bir teknikftir.

* Elde edilen somatik melez hiicreden (heterokaryon),
kallus olusumu ve bitki rejenerasyonu yoluyla yeni
bitkilerin elde edilmesi sistemin en 6nemli ve en
gerekli pargasidir.
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e Gen transferi:

e Doku kiltirlerinin bitkileri iyilestirmede en 6nemli
ve yaygin olarak kullanilan uygulamalarindan birisi
de, gen veya genlerin bitkilere aktarilmasidir.

e transiormation »:::;
. O plants using




"BITKTE DOKU KULTURUNUN TICART VE ISLAH
DIST UYGULAMALART

e Hastaliksiz bitki elde edilmesinde meristem
kiltdrd:
e Tim apikal meristem veya buradan alinan kiguk

embriyonik pargalar kiltire alinarak uygulanan
teknige meristem kiltiru denir.

e Cok az miktarlarda bitki buylime dizenleyicileri
ilave edildiginde u¢ ve yan meristemlerden birgok
yeni bitkicikler elde edilebilmektedir.

e Bu metotla elde edilen bitkiler her bakimdan
birbirinin benzeridirler.
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e Mikrogogaltim:

* Organize meristemlerden, heniz olgunlasmamis veya
olgunlasmasini  tamamlamis somatik hiicrelerden
direkt (organogenesis veya somatik embriyogenesis)
veya indirekt (kallus, protoplast vb.) vyollarla
bitkilerin ¢ogaltilmasi ve koklendirilmesi islemine
genel olarak mikrogogaltim denir.

e Daha az siirgiin elde edilmesine ragmen ug ve yan
meristemlerden kitle ¢ogaltim ficari olarak
digerlerinden daha fazla kullanilan bir metottur.
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e Sentetik tohum iretimi (somatik embriyolar):

e Somatik embriyolarin gesitli metotlarla kaplanmasi
sonucu sentetik (yapay) tohumlar elde edilmektedir.

e Sentetik tohumlarin, hibritlerin somatik
¢ogaltiminda, erkisir ve ebeveyn hatlarin
muhafazasinda ve  odunsu  bitkilerin  elit
genotiplerinin elde tutulmasinda kullanimi konusunda
olduk¢a fazla ¢alisma yapilmaktadir.



e

e Sekonder metabolit Gretimi (kallus-hiicre
siispansiyonlari):

e In vitro hicre kiltirleri sekonder metabolit Gretiminde
de onemli bir kaynak olarak gériilmektedir.

e Bitki sekonder metabolitleri, bitki biyime ve
gelismesinde dogrudan kullanilmayan maddelerdir. Isik
mikroskobu ile goérilebilen sekonder metabolitlerin
(tanenler, antosiyaninler, karetenoitler) yaninda UV isigi
ile gorilebilenleri (alkaloitler) de vardir.
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e Kimeralar:

e Kimerik bitkiler; farkh tirlerin protoplastlarinin
karigik kiltiri ve bitki rejenerasyonu, mutasyon
uygulamalari sonucu bitki rejenerasyonu ¢alismalart,
apikal meristemle ilgili yapilan mikro-cerrahi
calismalari ve gen transferi yapilmasi sirasinda, bir
bitkiyi olugturan bditin hicrelerin ilgili gen veya
genleri tasimamasi durumlarinda (6zellikle partikiil
bombardimani metodu ve apikal meristemler
kullanildiginda) elde edilebilmektedir.




f!ITKI DOKU KULTURLERININ TEMEL

ARASTIRMALARDAKI UYGULAMALARI

* Doku kilturd, protoplast izolasyonu ve fiizyonu,
hiicre, doku ve bitki beslenmesi, sitogenetik
calismalar, morfogenesis c¢alismalari ve biyolojik
azot fiksasyonu gibi temel arastirmalarda da
kullanilmaktadir.

* Bu tir arastirmalar genellikle sistem gelistirmede
faydali olmaktadir.



5OKU KULTURUNDE TEMEL TEKNIKLER

Doku kdiltird islemleri bir cok asamadan olusmaktadir.
Bunlar;

* Uygun bir laboratuvar dizeninin kurulmasi,

e Kullanilacak bitki parcalarinin  (eksplant) ve besin
ortamlarinin segimi, hazirlanmasi ve sterilizasyonu,

e Kallus ve hiicre siispansiyonlarinin olusturulmast,

e Kallus veya hicre sispansiyonlarindan veya dogrudan
somatik veya gametik hicrelerden bitki rejenerasyonunun
uyarilmasi (organogenesis, somatik embriyogenesis veya
meristem ¢ogaltimi yoluyla),

e Olugan sirglnlerin ¢ogaltilmasi ve boylarinin uzatilmasi,
somatik embriyolarin olgunlastiriimasi,

» Uzayan siirginlerin koklendirilmesi,

e Koklenen bitkilerin dis ortama alistirilmasi
(aklimatizasyon).
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““Sterilizasyon

* Doku Kiltirinde en énemli konu, steril islemleri

yapabilecek bazi temel alet ve ekipmanlara ve iyi
bir laboratuvara sahip olmaktir.

* Doku kiilturinde en temel konular bitki pargalar
ve  kullanilacak  alet  ekipmanlarin  iyice
temizlenmesi (sterilizasyon), besin ortamlarinin

hazirlanmasi  ve  kiiltire  alinacak  yerin
belirlenmesidir.



Doku kdiltirinde kontaminasyon kaynaklari

l

1) Bakteriler

Agrobacterium
Bacillus
Lactobacillus
Pseudomonas
Staphyllococcus
Enterobacter
Xanthomonas

l

2) Funguslar

l

3) Virusler ve
mikoplazmalar
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Sterilizasyon, sterilize edilecek yer ve materyale
gore 3 kisimda degerlendirlir.

1. ¢aligma alaninin sterilizasyonu

2. Kullanilacak alet, ekipman, kaplarin ve besin
ortamlarinin sterilizasyonu

3. Bitki materyallerinin sterilizasyonu



//mma alaninin sterilizasyonu

 Steril ¢calisma alaninda kullanilacak yiizeyler kullanimdan en
az 10-15 dakika 6nce %10'luk ticari sodyum hipoklorit
soliisyonu (75 NaOCl igeren) veya %70'lik alkolle silinir.
Eger kabin iginde UV lambasi varsa agilir.

* Kullanilacak aletler (bisturi, pens vb.) kullanimdan 6nce etil
veya metil alkol igine batirildaktan sonra alev lambasina
tutularak alevle ylizey sterilizasyonuna tabi tutulur.

» Eksplantlarin kesiminde kullanilan fayanslar, aliminyum
folyo igine sarilarak otoklavda sterilize edilir. Kiiltir kaplar:
(cam kavanozlar) agildiktan sonra bogazlari ve agiz kisimlar:
aleve tutularak sterilize edilir.



~ Besin ortamlarinin, alet ve ekipmanlarin
sterilizasyonu

Besin ortamlari, alet ve ekipmanlar 3 sekilde
sterilize edilirler:

1. Otoklav ve buhar (sicak hava) sterilizasyonu
2. Filtre sterilizasyonu
3. Mikrodalga sterilizasyonu



,/’O"rokla/vve.;ncak hava sterilizasyonu

* Besin ortamlarinin sterilizasyonu, otoklavda 1.05
atm basin¢ta, 121 °C'de 15 dakika tutularak

yapilir.

° Aletler ve bos kaplar otoklav poseti igine
konulduktan ve agizlar: kapatilip, otoklav bandi ile
gapls’rlmldlk‘ran sonra sterilize edilirler. Otoklav

antlari, sterilizasyon sonrasi renk degistirerek
ortamin veya kaplarin sterilize edilip edilmedigini
gosterir.

* Erlenler, pipetler (cam) ve diger kuru materyaller,
agizlar: aliminyum folyo ile kapatilarak sicak hava
firininda ée’rijv) 1-4° saat siireyle 200 °C'de
sterilize edilirler.

* Plastik malzemeler kesinlikle otoklavda veya
etiivde sterilize edilmezler.




mTerili zasyonu

* Sivi ortamlar ve isi ile bozulabilen maddelerin stok
sollisyonlari igin uygulanir.

* Filtre sterilizasyonu igin, iki litre kapasiteli gelikten
yapilmis silindirler, 250 mllik plastik Sartorius
filtreler ve tek kullanimlik seliiloz nitrattan yapilmis
membran filtreler (filtre, enjektor ucuna takilir ve
ortam steril plastik veya cam siseler igine sizilir)
kullanilir.

° Filtre ile sterilize edilen besin ortamlarini
kontaminasyon riskinden korumak igin bu ortamlar
en az 4-b gin dolapta tutulduktan sonra
kullanilmahdir.
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Mikrodalga sterilizasyonu

* Filtre ile sterilizasyonun pahali ve az miktarda
ortam igin uygun olmakta, otoklav ile sterilizasyon
ise uzun zaman almaktadir.

* Bunlara  alternatif  olarak  mikrodalga ile
sterilizasyon hem ucuz hem de daha kisa siirese
sterilizasyonu saglamaktadir.
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~ Bitki materyallerinin yiizey sterilizasyonu

* Dis sartlardan (tarla, sera vb.) alinan eksplantlar
oncelikle musluk suyu altinda en az yarim saat tutulurlar.

* Tohum ve yumru gibi daha kaba pargalar 1-20 saniye alkol
iginde tutulduktan sonra gergek yilizey sterilizasyonu
ortamina konulur.

* Yiizey sterilizasyonu igin en fazla kullanilan maddeler efil
alkol, sodyum veya kalsiyum hipoklorit, civa klordr, glimis
hitrat ve hidrojen peroksittir.

* Ayrica sterilizasyon igin biyositler de kullanilabilir.



~ Kullanilan bitki pargalarina gore farkli ylizey sterilizasyonu sekilleri

B

Tohum

Meyve, bakla

Govde, hipokotil, petiyol

Yaprak

Depo organlari

10 sn saf alkolde
muamele ve steril su ile
durulama

Kisa sireli saf alkol ile
muamele

Yarim saat musluk suyu
altinda tutma

Yarim saat musluk suyu
altinda tutma

Musluk  suyu altinda
ytkama

20-30 dk %10-20'lik ticari sodyum hipoklorit
soliisyonu iginde karigtirilarak tutulduktan sonra
en az 3 defa steril su ile durulama, steril filtre
kagidi lizerinde kurutma.

10-15 dk %10'luk ticari sodyum hipoklorit soliisyonu
icinde karistirilarak tutulduktan sonra en az 3
defa steril su ile durulama.

10-20 dk %15'lik ticari sodyum hipoklorit soliisyonu
icinde karistirilarak tutulduktan sonra en az 3
defa steril su ile durulama.

15 dk %10Q'luk ticari sodyum hipoklorit soliisyonu
iginde karistirilarak veya %0.1-0.25 HgCl2
solisyonunda 2-5 dk galkalandiktan sonra en az 3
defa steril su ile durulama.

20-30 dk %15-20'lik fticari sodyum hipoklorit
soliisyonu iginde karistirilarak tutulduktan sonra
en az 3 defa steril su ile durulama, steril filtre
kagidi lizerinde kurutma.



SIN ORTAMLART

MS ortami (Murashige ve Skoog, 1962): titin igin gelistirilmis yliksek tuz
icerikli bir ortamdir. Ozellikle diisiik yogunluklarda (1/4, 1/2)
yogunluklarda birgok bitki tiiriindeki koklendirme ¢alismalarinda basariyla
kullaniimaktadir.

B5 ortami (Gamborg ve ark, 1968): soya kallus kiiltirleri igin gelistirilmis
hitrat azotu yiksek bir ortamdir.

LS ortami (Linsmaier ve Skoog, 1965): MS ortaminin organik bilesikler
bakimindan farkli bir versiyonudur.

WH ortami (White, 1963): diisiik tuz formilasyonlu ve domates kaklerinin
kiiltird igin gelistirilmis bir ortamdir.

SH ortami (Schenk ve Hilderbrandt, 1972): hem monokotiledon hem de
dikotiledonlar igin uygun bir besin ortamidir.

NN ortami (Nitsch ve Nitsch, 1969): anter kiiltird igin gelistirilmistir.



* Bitki besin ortmalarinda yer alan komponentler
kullanim sikligina gore sirasiyla;
* Su,
* makro elementler,
* mikro elementler,
e vitaminler,
* sekerler (karbon kaynagqt),
e yari katilagtiricilar (jel yapicilar; agar, agaroz vb.),
o bitki bliylme dizenleyicileri,
 tamponlar,
e amino asitler ve
e kimyasal olarak tanimlanamayanlardir.
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e Makro elementler; azot, fosfor, sodyum,
magnezyum, kikurt, kalsiyum

* Mikro elementler; demir, manganez, ginko, bor,
bakir, molibden, kobalt, iyot

* Vitaminler; thiamin (B,), nikotinik asit (B3), pridoksin
(By), Myo-inositol ve d-biotin (H)'dir. Diger
vitaminler arasinda d-pantotenik asit (Bs), askorbik
asit (C), a-tokoferol (E), folik asit (M), retinol (A),
riboflavin (B,) ve kolekalsiferol (D3)



» Sekerler; sakkaroz, glikoz, maltoz, rafinoz,
fruktoz

e Jel yapici maddeler; agar, agaroz, Sea-Kem
agaroz, aljinat, Phytagel, silikajel, jelatin ve
hisasta
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Bitki buyume dizenleyicileri

 Bitki hormonlari, bir dokuda ireftilip, biyiime ve
gelismenin olacagi diger dokulara tasinan ve ¢ok
diugik konsantrasyonlarda etkili olan endojen
organik bilesiklerdir.

* En c¢ok kullanilanlar; oksinler, sitokininler,
gibberellinler, absisik asit ve etilendir.



~ Oksinler

* Fotoperyodizm, koklendirme, apikal dominans, yan
surgunlerin gelisiminin engellenmesi ve hiicre
gelisiminde etkilidir.

» Oksinler, doku kiltirlerinde tek baslarina
kullanildiklarinda kallus uyarimini, hiicre
suspansiyonlarinin elde edilmesini ve somatik
embriyo olusumunun uyarimini, sitokinlerle birlikte
yine kallus olusumunu, siirglin re jenerasyonunu ve
somatik embriyo olusumunun uyarimini
saglayabilirler.
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* Oksinlerin buyumeyi arttirici etkileri iki mekanizma
ile agiklanmaktadir.

a) Oksinler hiicre geperine H* iyonu tasinimini
arttirip hicre geperinin esnekligini arttirarak daha
¢ok su alinmasini saglarlar. Boylece hiicre siser ve
buyur.

b) Biylmenin ayni hizda olabilmesi igin gerekli
mRNA'larin sentezini uyarirlar.



~ Sitokinin
* Hiicre balinmesini ve 6zellesmemis geng hiicrelerde
farklilasmay: ilerletir.

» Sitokininler olarak isimlendirilmelerinin nedeni de
sitokinezi (sitoplazma béliinmesi) uyarmasidir.

» Sitokininler klorofilin ve hiicre proteininin
bozulmasini yavaslatip RNA sentezini arttirarak
yaslanmanin geciktirilmesi ya da azaltilmas: seklinde
rol oynamaktadiriar.
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* Doku kiiltirid ortaminda oksin/sitokinin oran
yiiksekse koklenme, sitokinin/oksin orani yiiksekse
siirgin olusumu gordldr.

 Bu iki hormonun orani dengelenince hiicre kitlesi
blyimeyi surdirmekle birlikte farklilasmaz ve
kiime olusturur.

* Farklilasmamis bu hiicre kimesi kallus olarak
isimlendirilir.



In vitro kulturde gelisimin

kontrolu
Sitokinin

= Yaprak parc¢asi

|}U’ Adventif siirgiin
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Gibberellinler

* Giberellinler hem hiicre bélinmesini uyararak hem
de uzamayi saglayarak gévdenin uzamasina neden
olur.

* Tohum gimlenmesinde depo nisastasinin hidrolizini
gergeklestiren a-amilaz enziminin olusumunu
saglayarak, nisastanin embriyo tarafindan
kolaylikla kullanilabilen sekerlere donisiimine
yardimci olur ve ¢imlenmeyi kolaylastirir.



Absisik asit

* Donma, yiiksek tuz igerikleri ve kuraklik gibi uygun
olmayan kosullarda kalan bitkilerde ortaya gikan
degisimleri kontrol eder. Ornegin tuz stresi osmotin
dlemlen yeni bazi proteinlerin sentezlenmesine neden
olur.

* Absisik asit sekerlerin ve aminoasitlerin tasinmasinda,
depo maddelerinin sentezinde ya da her ikisinde etkili
olabilmektedir.

* Tohumdaki depo urinlerinin hidrolizi igin gerekli
enzimlerin sentezini engellemektedir. Ayrica embriyonun
blylmesi i¢in gerekli sartlar saglanincaya kadar fohumun
uyku halinde kalmasi da absisik asit sayesinde
gergeklestirilir.



~ Etilen

* Meyve olgunlasmasi sirasinda etilen sentez hiz
artar. Kuraklik, su baskini, soguk veya mekanik bir
etki olarak riizgar gibi stres kosullari etilen
sentezini arttirir,

* Etilen 6zellikle dikotil bitkilerde yapraklarin iist
kismindaki parankimatik hicrelerin uzamasina ve
yapragin kalinlasmasina neden olurken genellikle
koklerin ve govdelerin uzamasini engeller.

* Bu durumda govde ve kok daha kalin bir hal alir.



* Amino asitler; glisin, arginin, glutamin, prolin,
aspartik asit

e Kimyasal olarak tanimlanamayanlar; Hindistan
cevizi situ, kazamino asit, maya 6zl (yeast
extract)

* Organik asitler; fumarik asit, malik asit, sitrik asit
ve sodyum piruvat

» Antibiyotikler; Karbenisilin, sefotaksim,
eritromisin, genetisin, higromisin, kanamisin,
streptomisin ve gentamisin
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= Stok solusyonlarin hazirlanmasi ve saklanmasi

e En ¢ok hazirlanan stok soliisyonlar; tuzlar, mikro elementler,
bitki buylme diizenleyicileri, vitaminler ve antibiyotiklerdir.

 Bunlari hazirladiktan sonra ambalaj lzerine kullanilan madde,
formiili, konsantrasyonu ve hazirlama tarihi mutlaka
yazilmahdir. Bitki blylime dizenleyicilerinin stok soliisyonlari
1 mL sivida 0.1-50 mg etkili madde bulunacak sekilde
yapilabilir.

* Dondurucuya konulan stok soliisyonlarin kaplari 4 oraninda

doldurulmali, kullanimdan en az yarim saat 6nce ¢ikartilip, oda
sicakliginda, iginde su bulunan bir kapta tutularak ¢ozildiikten
sonra ortama ilave edilmelidir.



e

Kiltir Sartlar

* Sicaklik ===  Kiiltiir odalarinda kullanim amacina
gore 18, 22 ve 25 °C'ye ayarlanir.

* Isik ===)  beyaz serin floresan lambalariyla
saglanir.
» Nem === /D0-70 arasinda bir degere

ayarlanir.
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~ Laboratuvarda Gilivenlik

* Laboratuvarda; kapali ayakkabilar giyilmeli,
pipetler agizla ¢ekilmemeli, tehlikeli kimyasallar
mutlaka aspiratorli kabin iginde tartilmali, besin
ortamlarinin kaplari ve malzeme kaplari okunabilir
sekilde etiketlenmeli, etiket tarihi mutlaka
yazilmalidir.



Sunumun Yayinlandigi Siteler:

* www.bahcebitkileri.org/bitkibiyoteknolojisi



