3. DERS - SURGUN UCU, TOMURCUK, BOGUM VE MERISTEM KULTURLERI
SURGUN UCU KULTURU:

Aktif donemdeki taze siirgilinlerin biiylime konisini igerecek sekilde 1-2 cm uzunlugundaki u¢ kisimlarinin
yapay besin ortamu {izerinde aseptik kosullarda kiiltiire alinarak bitkiye doniistliriildiigii bir in vitro tekniktir.

TOMURCUK VE BOGUM KULTURU:

Aktif ya da dinlenme donemindeki siirgiinlerden izole edilen tepe ya da koltuk alti tomurcuklarin, yalniz
basina ya da iizerinde bulundugu dal parcasi ile birlikte yapay besin ortami iizerinde aseptik kosullarda
kiiltiire alinarak bitkiye doniistiiriildigii bir in vitro tekniktir.

Siirgiin Ucu, Tomurcuk ve Bogum Kiiltiirlerinin Kullanim Alanlar:

1- Mikro Cogaltim: Bu amagla siirgiin ucu ve tomurcuk kiiltlirlerinden yararlanilabilmektedir. Bununla
birlikte embriyo, yaprak, kok, yumru, sogan, kallus, hiicre kiiltiirleri, mikro asilama ve somatik
embriyogenesis de mikro ¢cogaltim amaciyla kullanilabilmektedir.

2- Germplasm Muhafazasi: Genetik materyalin in vitro kosullarda korunmasi kapsaminda siirgiin ucu ve
tomurcuk kiiltiirlerinden yararlanilabilmektedir. Bu amacgla Ornegin somatik embriyogenesis de
kullanilabilmektedir.

4- Gen Aktarimi: Baz tiirlerde bu kiiltiirler gen transferi caligmalarinda kullanilabilmektedir. Bu kiiltiirlerin
esas alindig1 gen aktarimi ¢alismalarinda transformasyon frekansi diigsiik olabilmekte ve kimerik transgenik
bitkiler ortaya g¢ikabilmektedir. Bu nedenle gen transferinde yaygin olarak yaprak diskleri ve somatik
embriyolar kullanilmakladir.

Siirgiin Ucu, Tomurcuk ve Bogum Kiiltiirlerinde Basariy1 Etkileyen Faktorler:

1- Bitkisel materyal:

- Eksplantin biiyiikliigii: Eksplantin boyutu ¢ok kii¢iik oldugunda (6rnegin 1mm), yasama sansi 5-10mm
olana gore azalmaktadir.

- Donér bitkinin durumu: Eksplantin alindigi bitkinin (donor bitki) yasi, iginde bulundugu fizyolojik
durum (aktif ya da dinlenme halinde olusu), eksplantin alindig1 kaynak (apikal ya da aksiller-koltuk alt1
tomurcuklar) kiiltiirlerde de basariy1 etkilemektedir.

- Genotip: Genotiplerin rejenerasyon yetenekleri birbirinden farkli olabilmektedir. Bu durum kiiltiirlerin
basarisini etkilemektedir.

2- Besin ortaminin vapisi:

- Siirgiin ucu, tomurcuk ve bogum kiiltlirlerinde en yaygin kullanilmakta olan temel besin ortami
Murashige ve Skoog ortamidir. Bitki tiir ve ¢esitlerine bagli olarak kimi zaman bu besin ortaminin
makro element diizeyi 2 kuvvetinde kullanilabilmektedir. MS ortami disinda diger temel besin
ortamlarinin esas alindigi ¢aligmalar da bulunmaktadir.

- Temel besin ortamlarina sitokinin ve diisilk dozlarda oksin ilave edilmesi siirgiin olusumunu ve
gelisimini artirmaktadir. Mikro siirglinlerin bogum aralarint uzatarak onlarin uzunluklarinin
artiritlmasi amaci ile de GAjz kullanilabilmektedir.

- Seker kaynagi olarak genellikle %3 oraninda sakkaroz onerilmektedir.

- Ortamlar %0.6-0.7 dozunda agar ile yar1 kati duruma getirilmekte ya da sivi besin ortamlari
kullanilabilmektedir. Yaygin olarak yar1 katilagtirilmis ortamlar esas alinmaktadir.

3- Kiiltiir kosullari:

- Kiiltiir kosullar tiir ve gesitlere bagh olarak degisebilmektedir. Genellikle kiiltiir odalarinda 250C
sicaklik diizeyi, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik uygulamasi ve 4000 liiks degerindeki aydinlatma
kullanilabilmektedir.



Siirgiin ucu, Tomurcuk ve Bogum Kiiltiirlerinin Uygulanisi:

- Siirglin ucu kultiirii i¢in donér bitkinin aktif olarak gelismekte olan taze siirgiinlerinin yaklasik 2
cm’lik ug kismi, tomurcuk kiiltiirii igin aktif ya da dinlenme déneminde bulunan dallardan apikal ya
da aksillar (koltuk alt1) tomurcuklari 2-3 cm uzunlukta bir siirgiin pargasi ile birlikte alinarak
laboratuvara getirilir,

- Sterilizasyon igin once akan musluk suyu altinda yikama, aseptik kosullarda %70’lik etil alkol
igerisine 10-30 saniye daldirma, ardindan sodyum hipoklorit solusyonunda 10-20 dakika bekletme
ve steril saf su ile 5’er dakika 3 kez calkalama yapilir.

Siirgiin Ucu ve Tomurcuk Kiiltiirleri ile Mikro Cogaltimin Asamalari:
Dort asamast bulunmaktadir. Bunlar:

1- Baslangig (ilk kiiltiir) asamasi,

2- Siirgiin ¢ogaltma agamasi (alt kiiltiirler),

3- Koklendirme asamasi ve

4- Dis kosullara aligtirma asamasidir.

1- Baslangic Asamasi:

- Aseptik kosullarda siirgiin ucu kiiltiirii i¢in yaklasik 1 cm uzunlukta siirglin uglari; tomurcuk kiiltiirii
icin tizerinde tomurcuklar1 tagiyan siirgiin parcalar1 (bogum) 1-2 cm uzunlukta kesilerek ya da sadece
tomurcuklar koparilarak daha 6nceden hazirlanmis besin ortamina dikilir.

- Bu asama eksplantlarin kiiltiir kosullarina ilk alindig1 asamadir, 3-4 hafta devam eder. Bu asamada
amag, eksplantlarin kiiltiire alinmas1 ve rejenerasyonun (siirgiin olusumu) saglanmasidir.

- Temel besin ortamina &zellikle sitokininler (0.05-10 uM dozlarinda) ve ¢ogu kez diisiik dozlarda
oksinler (0.05-5 uM dozlarinda) ilave edilir.

- Genel olarak bu agamada siirgiin cogaltimi hedeflenmemektedir.
- Inkiibasyon genellikle 25°C sicaklik ve 16 saat aydinlik kosullarda gergeklestirilir.
- Bu asamanin sonunda elde edilen siirgiinler ¢ogaltma (proliferasyon) ortamlarina transfer edilir.
2- Siirgiin Cogaltma Asamasi:
- Baglangi¢ agsamasindan alinan siirgiinlerin bol miktarda ¢ogaltiminin amaglandigi asamadir.
- In vitro siirgiinler 3-4 hafta araliklarla aseptik kosullarda alt kiiltiirlere alinmaktadr.

- Bu agamada da temel besin ortamlarina 6zellikle sitokininler (0.05-10 pM) ve ¢ogu kez diisiik dozlarda
oksinler (0.05-5 uM) ilave edilir.

- Genel olarak bu agamada siirgiin ¢ogaltimi hedeflenmektedir.
- Inkiibasyon 25°C sicaklik ve 16 saat aydinlik kosullarda gergeklestirilir.
3- Koklendirme Asamasi:
- Yeterli sayida gogaltilan siirgiinlerin in vitro ya da ex vitro kosullarda koklendirildigi asamadir.

- Bu asamada oksinlerin (6rnegin NAA, IBA, IAA) kullanimi kdklenme oranini yiikseltmektedir. Oksinler,
0.1-10 uM dozlarinda,

- Temel besin ortamina katilarak,
- Siirgiinlerin dip kisimlarina hizli ya da yavas daldirma yontemi ile uygulanabilmektedir.

- Koklenme orani, oksin uygulamalarimin yaninda temel besin ortamiin makro element diizeyini 'z ya da %
oranlarinda azaltarak, baslangicta kiiltiirlere 7-10 giin karanlik uygulamasi yaparak, besin ortamina aktif
komiir katarak (6rnegin 2 g/L) artirllabilmektedir.

- Bazi ¢aligmalarda siirgiinler yiiksek oksin i¢eren besin ortamlar {izerinde 1 hafta kiiltiire alinmakta ve daha
sonra hormonsuz ortama transfer edilmektedir.



- Koklenme sonuglar1 1-2 ayda alinmaktadir. inkiibasyon bu asamada da 25°C sicaklik ve 16 saat aydinlik
kosullarda gerceklestirilir.

4- Aklimatizasyon Asamasi:
- Koklenmis siirgiinlerin dis kosullara alistirildigr asamadir.

- In vitro kosullardan alman koklenmis siirgiinler dnce yikanarak agar ve seker kalintilarindan temizlenir ve
torf, perlit, vermikulit, sfagnum yosunu, kum ve/veya bahce topragi karigimlarini igeren viyollere, kiigiik
saksilara ya da jifty potlara dikilir.

- Mist ya da fog sistemine sahip olan ve plastik ortii ile kapli alcak tiinellerin bulundugu seralarda yavas
yavas dis ortamin nem diizeylerine kontrollii olarak alistirilir.

- D1s kosullara alistirma ve serada gelistirme agamalar1 1-3 ay siirer.
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Sekil. Siirgiin ucu kiiltiirii
SOMAKLONAL VARYASYON
- Doku Kkiiltiirlerinde ortaya c¢ikan kalitsal degisikliklerin tiimii “somaklonal varyasyon” olarak

tanimlanmaktadir

- Mikrogogaltim, bir eseysiz (klonal) cogaltim sekli olmakla birlikte kiiltiirlerde beklenmeyen ve
kontrol edilemeyen varyasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir.

- Somaklonal varyasyon, ¢ogaltimi yapilan genotipin, ana eksplant kaynagindan (asil genotipten)
genetik olarak farklilasmasi oldugu i¢in klonal ¢ogaltimin temel ilkesine aykiridir. Bu nedenle
mikrogogaltimda somaklonal varyasyon kesinlikle istenmez.

- Ancak bu varyasyonlar bitki 1slahinda biiyiik 6nem tagimaktadir. Ciinkii 1slah i¢in genetik farkliligin
yaratilmasi 6nemlidir.

- Somaklonal varyasyon iizerine genotip, eksplant kaynagi, kiiltiir tipi, ortam bilesimi, bitki biiyiime
diizenleyicileri, inkiibasyon kosullari, doku tipi ve kiiltiir uzunlugunun etkileri énemlidir.

- Doku kiiltiirlerinde somaklonal varyasyon fenotipik (morfolojik) gozlemler, sitolojik ve molekiiler
analizler ile ortaya cikarilabilmektedir.

- Morfolojik olarak in vitro siirgiinlerde yaprak sekillerinde belirgin anormallikler, renkte degisim,
clicelesme;

- Sitolojik olarak kromozom sayilarinda degisimler somaklonal varyasyona drnek olarak verilebilir.



- Molekiiler teknikler ile 6rnegin alt kiiltiirlerdeki mikro siirgiinlerden alinan DNA 6rneklerinde SSR
analizinin  yapilmasiyla  genotipte somaklonal varyasyonun ortaya c¢ikip ¢ikmadigi
belirlenebilmektedir.

MERISTEM KULTURU:

Viriisten ari bitkisel materyal elde etmek {izere meristemin u¢ kisminin (Imm’den kii¢iik) yapay besin ortami
iizerinde aseptik kosullarda kiiltlire alinarak bitkiye doniistiiriildiigii bir in vitro tekniktir.

Meristem Kiiltiiriinde Basariy1 Etkileyen Faktorler:
1- Bitkisel materyal:

- Eksplantin biiyiikliigii: Meristem kiiltiirii i¢in heniiz gelismemis birkag yaprak taslagi ile birlikte
meristematik kubbeden olugan 1 mm’den kiigiik eksplanlar kullanilmaktadir. Bu eksplantlarin 0.2-0.5 mm
arasinda olmasi viriis eliminasyonunda basariy1 artirmaktadir.

- Donér bitkinin durumu: Eksplantin alindig1 bitkinin (dondr bitki) yasi, iginde bulundugu fizyolojik
durum, eksplantin alindig1 kaynak meristem kiiltlirlerinde de basariy1 etkilemektedir.

- Genotip: Genotiplerin rejenerasyon yetenekleri birbirinden farkli olabilmektedir. Bu durum meristem
kiiltliriiniin basarisin1 etkilemektedir.

2- Besin ortaminin yapisi:

Meristem kiiltiirlerinde en yaygin kullanilmakta olan temel besin ortami Murashige ve Skoog
ortamidir. MS ortami diginda diger temel besin ortamlarimin esas alindigi calismalar da
bulunmaktadir.

- Temel besin ortamlarina sitokinin, diisiik dozlarda oksin ve GAj’lin ilave edilmesi siirgiin
olusumunu ve gelisimini artirmaktadir.

- Seker kaynagi olarak meristem kiiltiirlerinde de genellikle %3 oraninda sakkaroz 6nerilmektedir.

- Ortamlar %0.6-0.7 dozunda agar ile yar1 katt duruma getirilmekte ya da sivi besin ortamlar
kullanilabilmektedir. Yaygin olarak yar1 katilagtirilmig ortamlar esas alinmaktadir.

3- Kiiltiir kosullar:

- Meristem kiiltlirlerinde de kiiltiir kosullar tiir ve gesitlere bagli olarak degisebilmektedir. Genellikle
kiiltiir odalarinda 25°C sicaklik diizeyi, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik uygulamasi ve 4000 liiks
degerindeki aydinlatma kullanilabilmektedir.

Meristem Kiiltiiriiniin Uygulanisi:
- Dinlenmede olmayan dondr bitkiden siirgiin kisimlar1 alinarak — aboratuara getirilir,

- Sterilizasyon i¢in 6nce akan musluk suyu altinda yikama, aseptik kosullarda %70’lik etil alkol
icerisine 10-30 saniye daldirma, ardindan sodyum hipoklorit solusyonunda 10-20 dakika bekletme
ve steril saf su ile 5’er dakika 3 kez ¢alkalama yapilir,

- Aseptik kosullarda binokiiler stereomikroskop altinda siirglinlerden meristem ucu (Imm’den kiigiik
ve genellikle 0.5 mm’den kiigiik) kesilerek daha 6nceden hazirlanmis besin ortamina dikilir,
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Sekil. Meristem kiiltiirleri i¢in eksplantin alindig1 yer



- Yaklasik 3-4 hafta meristemlerin canliligi ve siirglin gelisimi izlenir ve bu siirenin sonunda elde
edilen siirgiinlerde viriis testleri yapilir,

- Viriisten ari bitki tiretimi i¢in in vitro kosullarda mikro ¢ogaltim agsamasina gegilir.

- Viriis ile bulasik bitkilerden viriisii elimine etmek iizere sadece meristem kiiltiiriiniin uygulanmasi
yeterli olmayabilir. Bu durumda meristem kiiltlirii ile birlikte termoterapi (sicaklik uygulamasi)
islemi yapilir. Bu islemde sicaklik;

1- Donor bitkilere,
2-Meristemlerin kiiltiire alinmasindan 6nce tomurcuklarin bulundugu siirgiinlere,
3- Kiiltiire alinan meristemlere uygulanabilir.

- Genellikle 30-38°C sicaklikta 4-6 hafta termoterapi uygulanmis bitki kisimlarindan meristem kiiltiirlerinin
yapilmasi ile viriisten ari bitki elde etmede basarili sonuglar alinmaktadir.

- Baz1 aragtiricilar kemoterapi (kimyasal madde kullanimi) teknikleri ile birlikte meristem kiiltiiriini
kullanarak viriisten ari bitki elde etmislerdir.

- Bu amagla viriisiin replikasyonunu engelleyen ya da viriis hareketini 6nleyen antiviral bilesikler kiiltiir
ortamina ilave edilmektedir. Bu antiviral ajanlardan en yaygin kullanilan1 Ribavirin’dir. Bu maddenin
yiikksek dozlarinda virlis eliminasyonu artmaktadir, ancak 20-50 mg/I’nin iizerindeki dozlar1 biiyiimeyi
azaltmakta ve bitki dokusu i¢in fitotoksik etki gostermektedir.

- Krayoterapi (soguk uygulamasi) ile birlikte meristem kiiltiiriiniin uygulanmas1 da viriisten ari bitki
iiretiminde arastirilan bir konudur. Ornegin 50C’de 4-7.5 ay birakilan krizantem bitkisinden alman
meristemlerin kullanilmasi ile viriis eliminasyonunda basarili sonuglar alinmistir.



