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Doku Kulturd ile gogaltim
Tanimi ve Genel Ozellikleri

Doku kulturu ile gogaltma asamalari
Doku Kulturu Yontemleri

APOMIKTIK TOHUM KULLANARAK COGALTMA
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= COGALTMA

Doku Kulturu ile Cogaltim

Tanimi ve Genel Ozellikleri

Doku kultara: Bitkilerin  degisik , arganlarindan c¢ok kucguk
parcaciklar steril kosullarda alinarak yeni bitkiler elde etmek icin
yapilan cogaltmadir.

Mikro ¢ogaltim, bitkiletin in vitro kogsullarda cogaltilmasidir.
Doku kultura ile:gogaltma, bahce bitkileri yetistiriciliginde
bircok yarar saglar bu yararlari soyle siralamak mumkundur.
Zor koklenen bitkilerin gogaltiimasi

Cogaltma katsayisinin yuksekligi

Bitki karantinasinda kolaylik

Virussuz bitki eldesi
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Doku Kulturt ile Cogaltim

Tanimi ve Genel Ozellikleri

In vitro'nun diger vegatatif Uretim' yontemlerinden avantajlarin
soyle siralayabiliriz:

1. Hastaliktan ari bitki kazanma ve bunlarin varligini surdurme

2. Cok sayida, homojen ve kisa surede bitki Uretimi

3. Diger yontemlerle uretimi zor olan bitkilerin uretimi

4. Az sayida anacla ¢cok sayida uretim

5.Y1l boyu uretim

6. Gen Kaynaklarinin korunmasi
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Doku Kulturu ile Cogaltim

Tanimi ve Genel Ozellikleri

Doku kualturu dezavantajlarinigsoyle siralayabiliriz:
1.Laboratuvar kurulusu ve laboratuar malzemelerinin pahaliligi

2. Yuksek bilgi birikimine olan gereksinimi,

3- Yogun emek gerektirmesi,

4- Ozellikle besin ortamlarinin buyimeyi diizenleyici madde
bilesimi ve 'konsantrasyonuna bagl olarak zaman icerisinde
genetik yapida ortaya c¢ikabilecek degisimler
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Doku Kulturu ile Cogaltim

Tanimi ve Genel Ozellikleri

Besin ortami farkli arastiricilarin onerdikleri recetelere ve daha
once yapilmig arastirmalarin sonuglarina gore makro ve mikro
besin elementlerini, vitaminleri, amino asitleri, sitokinin,
gibberellik asit, oksin gibi*buylmeyi duzenleyici maddeleri, enerji
kaynagl olarak sekeri-igermelidir. Genellikle pH’si 5.5-5.8’e
ayarlanan besincortamini yari kati hale getirmek igin agar gibi
katilastirici ‘'maddeler de ilave edilmelidir. Clunkla eksplantlarin
oksijene intiyaci oldugu i¢in bir kisminin besin ortaminin Uzerinde
kalmasi, yani tamamen besin ortamina batmamasi
gerekmektedir. Bununla birlikte 0zel destek duzeneklerine sahip
kaplar kullanildiginda ya da calkalayicilar Uzerinde inkubasyon
kosullari saglandiginda eksplantlar sivi besin ortamlarinda da
kulture alinabilmektedir.
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Doku (In vitro) KiltarG ile Cogaltim

Tanimi ve Genel Ozellikleri

Besin ortami
Hazirlanan besin ortami mikroorganizmalardan arindiriimak

uzere otoklavda 1 atmosfer.'basin¢ altinda 121°C sicaklikta
ornegin 20 dakika sireyle sterilize edilmelidir.

Basarili bir in vitro~uretimi i¢cin U¢ bolumden olusan bir
laboratuvar zoruniudur.

1.0n Hazirlik Odast:

2. Yikama Odasit..

3. Kultar Odasi: Bu odada sicaklik ve 1sik kontrol edilebilir
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Doku Kulturu ile Cogaltim

Tanimi ve Genel Ozellikleri

Bolumleri .

On Hazirlik Odasi: %100 steril ¢galismayi saglamak icin gerekli
olan steril dolap adi verilen calisma masasinin bulundugu odadir.
Yikama Odasi: Burada “besin ortaminin hazirlanmasi, cam
laboratuvar malzemelerinin ve besin ortaminin sterilizasyonu ve
cam egya temizligi yapilir..
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COGALTMA

Doku Kulturu ile Cogaltim

Tanimi ve Genel Ozellikleri

Bolumleri .

Kultur Odasi: Bu odada sicakhk ve 1sik kontrol edilebilir
durumdadir. Tupler icindeki ‘besin ortamina konulmus ornekler
gelismelerini burada surdurur. Tum invitro teknigi steril kosullar
altinda yuruttlmelidir.” Bunun igin de uretim amaciyla alinan
ornegin alinmadan once veya sonra sterilize edilme zorunlulugu
vardir.  Ancak sterilizasyon sirasinda bitki  hucrelerinin
olmemesine 6zen gosterilmelidir. Ozellikle o6rneklerin  kesim
yerleri sterilizasyon maddesine c¢ok hassas oldugundan
sterilizasyondan sonra tekrar kesim yapilmalidir.
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Doku Kulturu ile Cogaltim

Doku kulturu ile gogaltma asamalari
1. Baslangig (llk kiiltiir) Asamasi

2. Surgun Cogaltma Asamasi

3. Koklendirme asamasi

4. Dis kosutlara alistirma
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COGALTMA

Doku Kulturu ile Cogaltim

Doku kultaru ile gogaltma agsamalari

1.Baslangic (ilk kiiltiir) Asamasi

Bu asamanin amaci eksplantlarickontaminasyon olmadan aseptik
kaltr kosullarina basariyla’ almak ve in vitro kosullarda
eksplantlardan ilk surgun olusumunu saglamaktir. Mikro
cogaltimda eksplant' kaynagi olarak en fazla kullanilan bitki
Kisimlari surgun ucu, tomurcuk, yan tomurcuk ile birlikte
bogumlar, sogan, yumru gibi organ parcalari, koklerdir. Buna
gore kulturun adi surgun ucu kulturt, tomurcuk kultura, bogum
kultara, kok kultaru gibi isimler almaktadir.

Bu asamada eksplantlar adina dogru, hastalik ve zararllar ile
bulasik olmayan, yapacagimiz kulture gore uygun gelisme
asamasindaki bitkilerden (ana kaynak) alinmalidir.
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VEGETATIF (ESEYSIZ)
COGALTMA

Doku Kulturu ile Cogaltim

Doku kulturu ile cogaltma agsamalari

1.Baslangic (ilk kiiltiir) Asamasi

Kultire alinmadan oOnce dissal. | enfeksiyon kaynaklarinin
(mikroorganizmalar)  eksplantlardan  uzaklastiriimasi icin
dezenfeksiyon islemi yapilmaktadir. Dezenfeksiyon once suda
yikama ve daha sonra alkol, bakir sulfat, sodyum hipoklorit gibi
kimyasal maddeler kullanilarak yapilabilmektedir.
Mikroorganizmalar sogan, yumru gibi dayanikli organlarin
alevden gecirilmesi ile de uzaklastirilabilmektedir.

Her zaman karsilagiimamakla birlikte eksplantta i¢sel enfeksiyon
sorunu ile karsilasgilirsa uygun sistemik fungusitler, antibiyotikler,
PPM (Plant Preservative Mixture) gibi maddeler de besin
ortamina katilarak kullanilabilmektedir.

Eksplantlar yapay besin ortami Uzerinde kultire alinmaktadir.
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Doku Kulturu ile Cogaltim

Doku kulturu ile cogaltma asamalari

2.Surgun Cogaltma Asamasi

Bu asamanin amaci 3-4 hafta arayla mikro surgtnlerin alt kalture
alinmasi yoluyla koklendirme’ icin gerekli olan sayida surgun
cogaltimini saglamaktir

Bu asamada da-!genellikle baslangic asamasindaki besin
ortamina benzer bilesimde bir ortam hazirlanmaktadir. Hem
baslangic ve hem de c¢ogaltma asamalarinda buyumeyi
dlzenleyici maddelerden sitokininin orani oksin oranindan daha
yuksektir. Bazen oksin hi¢ kullanilmamaktadir. Boylece kok
gelisimi yavaslatilir. Bu amacla benzil adenin (0.5-1 mg/l) en
fazla kullanilan sitokinindir

KPP108 Sus Bitkileri Yetistiriciligi |



3360 VEGETATIF (ESEYSIiZ)
R COGALTMA

Doku Kulturu ile Cogaltim

Doku kultaru ile gogaltma asamalari

3. Koklendirme asamasi

Bu asamada mikro surgunlerde: (mikro celik) kok olusumu
saglanmaktadir.

-Koklenme in vitro kosullarda“ya da ex vitro (serada mist, fog ya
da nemlendirilmig kapall sistemler) kosullarda
saglanabilmektedir:

In vitro koéklenme icin besin ortamina oksin ilave edilmektedir.
Ayrica besin ortaminin makro elementlerinin konsantrasyonu %2
oraninda azaltiimaktadir. Ex vitro koklenme i¢in mikro surgunlerin
dip kismina oksin uygulamasi yapiimaktadir.

Mikro surgunlerin koklendirilmesi icin indol bdutirik asit (IBA),
naftalenasetik asit (NAA), indolasetik asit (IAA) en fazla
kullanilan oksinlerdir.
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Doku Kulturu ile Cogaltim

Doku kulturu ile cogaltma agsamalari

4. Dis kosullara aligtirma

Bu asama bitkiciklerin in vitro kosullardan alinarak dis (ex vitro)
kosullara tasindigi ve boylece  besinin hazir verildigi ortam
(heterotrofik) kosullardan kendi tarafindan besin sentezlendigi
(ototrofik) ortama alindigrasamadir.

Bu asamada bitkiler aktif gelisme durumunda olmalidir. EQer aktif
gelisim baslamazsa dis kosullara uyum saglayamazlar.

Bitkicikler in vitro kosullarda kapali kaplar icerisinde yaklasik
%100 nemli bir ortamda gelistikleri icin dis kosullara c¢ikarildiginda
birdenbire dusuk neme maruz birakilmamalidir. Bitkicikler once
seralarda yuksek nem altinda tutulmali ve hava nemine yavas
yavas alistinimahdir.
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Doku Kulturu ile Cogaltim

Doku kultaru Yontemleri
Embriyo Kulturu
Meristem Kulturu

Anter Kalturu

Kallus Kulturu

Protoplast Kulturu
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Doku Kulturu ile Cogaltim

Doku kulturu Yontemileri

Embriyo Kulturu

Embriyonun yumurtalik icindeki\gelismesinin belirli bir devresinde
1zole edilerek, ozel bir gida.ortaminda cimlendirip, gelistiriimesine
embriyo kulturd denir.“Embriyonun gereksinim duydugu besin
maddeleri, embriyonun olgunluk derecesine gore degismektedir.
Yapilan calismalarda c¢ok kucuk kuresel embriyolar belirli
oranlarda oksin, sitokinin ve fazla miktarda sekere ihtiyac duyar.
Olgun embriyolar ise yalnizca mineral tuz igeren basit ortamlarda
geligebilir
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Doku Kulturu ile Cogaltim

Doku kulturu Yontemleri

Embriyo Kulturu

Kultire alinacak embriyonun ) sterilizasyonu baslica iki yolla
gerceklestirilir. Birinci yolda-meyve uygun bir madde ile sterilize
edildikten sonra kesilerek acilir ve tohum steril bir aletle
cikarilabilir. Bundan sona embriyo izole edilerek kualtur ortamina
yerlestirilir. Ikinci yolda ise meyveden cikarilan tohum sterilize
edildikten sonra embriyo izole edilip kultre alinir.
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Doku Kulturu ile Cogaltim

Doku kulturu Yontemileri

Meristem Kulturu

Meristem surekli olarak bolinebilme yetenegine sahip hucrelerin
olusturdugu dokulardir. Bu dokular sayesinde, bitkiler yeni hucre
ve organlar kazanarak ‘bayur. Meristem Kkudlturunin esasl,
meristemin birkag yaprak- taslagi ile beraber binokuler mikroskop
altinda izole edilerek, uygun bir gida ortamina yerlestirilerek
gelistiriimesidir

Anter Kulturu Anter kaltara haploid bitki elde etmek amaciyla
kullanilir. Bitki 1slahi yonunden onem tasiyan anter kdltara, bir
bitkiden izole edilen anterlerin uygun bir gida ortamina
yerlestirilerek, olgun olmayan polen tanelerinden bitkilerin
geligtiriimesi teknigidir
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Doku Kulturu ile Cogaltim

Doku kulturu Yontemleri

Kallus Kulturu

Kallus kulturitnde ana bitkiden-“alinan parca, yapay besin
ortaminda kallus dokusu olusturur. Bu kallus dokusu genel olarak
parankima hucrelerinden- meydana gelir. Bu yontemde basari,
bitkinin meydana .getirdigi kallus dokusunun kok veya sirgune
donusum yetenegine bagldir. Kallus kudltdrine, bitkinin
bolunebilme oOzelligine sahip hacrelerin  bulundugu  bitki
Kisimlarindan baslanabilir.
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Doku Kultaru ile Cogaltim

Doku kulturu Yontemileri

Protoplast Kulturu

Bu kulturinun temelini, hicre\zarinin yirtilarak protoplastin izole
edilmesi ve steril besin- ortaminda gelistiriimesi olusturur.
Protoplastlarin  kultire ~ alinmasi sonucunda uygun sartlarda
protoplaslardan ‘meydana gelen kalluslar, farklilasarak strgin ve
kok olusturabilmektedi
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Doku Kulturu ile Cogaltim

Doku kulturu Yontemileri

Bahge Ditkileri yetistiriciliginde ~kullanilma yararlarini  soyle
belirtebiliriz. Embriyo kulturu ile tlrler arasi melezlemelerde basari
saglayabilmekte, anter _ kultarleri ile haploid bitkiler elde
edilebilmekte, kallus-\'vé hucre kulturuyle mutasyon islahi
calismalari kolaylastiriimakta, protoplast kulturu ile cinsler arasi
melezlemeler, somatik melezlemeler gercgeklestirimekte ve yeni
tarler gelistiriimekte, gen transferleri soz konusu olabilmektedir.

KPP108 Sus Bitkileri Yetistiriciligi |



Doku
Kulturu ile
Cogaltim

VEGETATIF (ESEYSIZ)

COGALTMA

Meristem, Stirgiin ucu Q\L Orkide, Acelya,
W\ \Y) Karanfil, Krizantem
Koltukalti tomureuk Bromeliadlar, Orkide,
AN Dracena
@m&w,‘tmbriyo Atatiirk Cicegi, Orkide
Yaprak parcalari Begonya, Crassulali
Yaprak sap1 Begonya, Afrika

Meneksesi
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COGALTMA

Cicek sap1 W Carkafelek,
et Begonya,
AN Orkide
Rl‘z&*ﬁ)pargalarl Egreltiler
Sogan pullan, Sogan tablasi Zambak, Lale
Yumru dokusu Tavsan Kulagi
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AF_’OMiKTiK TOHUM KULLANARAK COGALTMA

Apomiksis, dollenme olmadan .diploid hucrelerden embriyo
meydana gelmesidir.. Bu. ‘'embriyolarin kullanilarak bitki
cogaltilirsa bu ¢cogaltmaya-apomiksis c¢ogaltma denir. Apomiktik
tohumda denilebilmektedir.

Sus bitkileri coegaltiminda kullanilan bir yontem degildir. Bu
yontem sinirl sayida bitkide kullanilir. Ornegin turuncgillerdeki
nusellar embriyolar, apomiksis olarak meydana gelen dislerle
sarimsagin ¢ogaltiimasi.
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