MERISTEM KULTURU



Bitkinin kok, govde, yaprak gibi organlarinda farkhh dokular bulunur.
Dokular ayni gorevi yapmak uzere oOzellesmis hucre topluluklaridir.
Bitkilerde buyume iki temel olayin sonucunda gerceklesir. Bu temel
olaylar, bolunur doku tarafindan yeni hucrelerin olusturulmasi, olusan
hucrelerin buyumesi ve gelismesidir. Yuksek yapili bitkilerde bulunan
dokular ustlendikleri gorevlere gore meristem, temel, iletim ve ortu doku
olmak uzere dort gruba ayrilir:

1. Meristem Doku

Meristem doku, bitkilerin buyume bolgelerinde bulunur ve surekli
bolunebilme yetenegine sahip hicrelerden olusur. Meristem hucrelerinin
bolunmesiyle meydana gelen yeni hicreler farklilasarak cesitli dokulari,
dokular da organlari meydana getirir. Boylece bitki bayar ve gelisir.
Meristem hucreleri bol sitoplazmali, buyuk c¢ekirdekli, ince c¢eperli,
hucreler arasi bosluklari olmayan kofulsuz ya da kuguk kofullu htcrelerdir.
Bu hucrelerin en onemli Ozellikleri canli olduklari strece mitozla yeni
hucreler meydana getirebilmeleridir Meristem doku bulundugu yere ve
kokenine gore siniflandirilir.



Meristemler bulunduklari yere goére uc¢ (apikal) ve vyanal (lateral)
meristem olmak Uzere iki grupta incelenir . Kok ve govdenin buyime
noktalarinda bulunan u¢ meristem, bitkinin boyuna buyumesini; kok ve
govdenin yapisinda bulunan yanal meristem ise bitkinin enine buyumesi ve
kalinlagsmasini saglar. Bitkilerde meristem dokunun surekli bolunebilme
ozelligine sahip olmasi, buyumenin sinirsiz olmasini saglar. Meristemler
kokenlerine gore primer (birincil) ve sekonder(ikincil) meristem olmak
uzere ikiye ayrilir. Primer meristem embriyonik donemden beri bolinme
yeteneklerini kaybetmemis olan hucrelerden olusmustur. Primer meristem
kok ve govdenin ug¢ kisimlarinda bulunur. Sekonder meristem, bolunme
yetenegini kaybetmis parankima hucrelerinin sonradan bolunme yeteneqi
kazanmasi ile meydana gelir. Kambiyum ve mantar kambiyumu sekonder
meristeme ornektir. Kambiyum, odunsu ve bazi otsu bitkilerin kok ve
govdelerinde iletim demetlerinin olugsmasini boylece enine buyumeyi
saglayan dokudur. Mantar kambiyumu odunsu bitkilerde mantar tabaka
icinde yer alir. Elverissiz cevre kosullarina ve i¢c degismelere karsi kok ve
govdeyi orterek koruyan mantar doku, sonradan bolunme 0Ozelligi kazanan
hucrelerden olusur. Bitki kalinlastikgca mantar tabakanin en disindaki hucre
siralari gerilime dayanamaz ve parcalanir. Mantar kambiyumu aktif bir
sekilde bolunerek bu tabakayi devamli yeniler.
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Meristem kulturu

Meristem kulttru teknigi, bitkilerin primer meristematik dokularinin
izole edilerek steril kosullarda ve yapay besin ortamlari Uzerinde
yetistirme ve bu yolla yeni bitkiler bitkiler elde etme esasina esasina
dayanan dayanan bir vejetatif mikrogogaltim yontemidir

Meristem ve surgun ucu kulturlerinin uygulama alanlari
¢ Virussuz materyal elde etmek
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Meristem ucu kilturinde basariyi etkileyen faktorler

a) Bitki materyali
Eksplantin bayuklugu
Donor bitkinin fizyolojik durumu
Eksplantin alindigi mevsim

Cesit

b) Kultur ortami
Mineral tuzlar
Sekerler
Agar
Buyume duzenleyiciler

c) Kultar sartlari



Eksplantin buyuklugu

Buyuk eksplantlar daha yuksek canlilik ve rejenerasyon kapasitesine
sahip olmasina karsin, kucuk eksplantlar virlUs eliminasyonunda daha
avantajlidir.

Donor bitkinin fizyolojik durumu
Meristem ucu eksplantlari bitkide vegetatif buyimenin aktif oldugu bir
donemde alinirda kulturde basari orani artmaktadir.

Eksplantin alindigi mevsim
Kullanilan bitki turune gore, eksplantin alindigi mevsim basariyi
etkilemektedir.

Cesit

Bitki doku kulturlerinde, iki genotip ayni kultir kosullari altinda her zaman
benzer sekilde cevap vermemektedir. In vitro kultarde, farkli genotipler
arasindaki bu onemli farkhligi fizyolojik ve epigenetik faktorler de

etkilemektedir



Mineral tuzlar

Eksplantlar genc¢ fidanlardan alindigi zaman MS ortami uygundur, ancak
olgun agaclardan alinan eksplantlar igin bu ortam toksiktir ve bu eksplantlar
icin dusuk tuz oranina sahip ortamlar daha elveriglidir.

Sekerler

Karbon kaynagi, meristem ucu kulturu icin kullanilan kultur ortaminin
onemli bir unsurudur. Genel olarak tum besin ortamlari karbon kaynagi
olarak %1-3 oraninda sakkaroz igerir.

Agar

Cogunlukla eksplantlar yari-kati ortamda kultire alinmakta ve Kkulthr
ortamini katillastirmak igcin agar kullaniimaktadir.

Buyume duzenleyicileri

Cogu bitki tarlerinde bluytmeyi ve meristemin gelisimini destekleyen dusutk
bir sitokinin duzeyi genellikle uygun olmaktadir. Oksinler kulturu baslatmak
icin mutlaka gerekli olmamasina karsin, dusuk konsantrasyonlarda ilave
edilmesi faydali bulunmustur. Giberellinler, surgun gelisimini ve coklu
surgun olusumunu tesvik etmesi nedeniyle kultur ortamina ilave edilebilir.
Kultur sartlari

Isik, sicaklik, fotoperiyot gibi cevre sartlari in vitro’ da farklilagsmayi
etkilemektedir. Optimal kosullar her genotip i¢in ayri ayri belirlenmelidir.



Meristem ucu kulturt uygulamalarinda yuzey sterilizasyonu % 90’lik etil
alkole(10-30sn) batirma,%00,5-10 sodyum hipoklorit solusyonunda 15 dk
bekletme ve steril distile su ile birkac kez calkalanir. Blylime odasinin
sicakhgi 24-26°C’ye, aydinlatma ise 4000 luks’e ayarlanir.

Meristem ucu kulturu metodunun uygulanmasi

Eksplantin alinacagi uygun bir donor segcilir. Bitkiden en az bir bogum (nod)
iceren sap parcalari kesilir. Donor bitkiye uygun sterilizasyon yontemi
belirlenir. Bitki materyali binokuler stereomikroskop tablasina yerlegtirilir.
Tomurcugun apikal meristemini gormek igin oncelikle yapraklar temizlenir
sonra geng yaprak taslaklari ile apikal kubbe kesilir. Ayrilan eksplant kultur
ortamina yerlestirilir ve ortamin su kaybini onlemek icin kultur kaplari
parafilm ile kaplanir.

Kaplar kultur odasina yerlestirilir ve genellikle 25°C’de 4000 lUks 1sikta 12-
16 saat fotoperiyotta birakilir. Eger eksplant canlihigini devam ettirirse 7-14
gun icerisinde eksplantta bir uzama ve bitkicik gelisimi gorulur. Gelisen
bitkicikler cogaltim icin bogumlarinin ayrilabilecegi buyukluge ulasincaya
kadar in vitro’ da gelismeye birakilir. In vitro’da gelisen bitkicikler steril
kosullar altinda kultur kaplarindan cikarilir ve bogumlarina ayrilir. Her bir
parca, aksiller tomurcugun buyumesini saglayacak taze ortama aktarilr.
Boylece orijinal bitki virusten ari olarak ¢cogaltilabilir
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Fig. 29. By meristem tip culture a virus free plant is produced.












Meristem ucu kulturu calismalarinda dikkat edilecek noktalar
Donor dokular gen¢ kisimlardan ve bitkinin aktif olarak buyuyen
bolgelerinden alinmali.

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

Meristem bolgesi etil alkol ile silinmis binokuler stereomikroskobu altinda
yatay hava akigli kabinde calisarak meristem bolgesi izole edilmelidir.

Cok kucuk eksplantin kulttre alinmasi halinde gelisme sansi disuktar.

Bu nedenle meristemin yaprak taslaklari ile birlikte kultire alinmasi
basariyi arttirmaktadir.

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

Kararma durumu halinde meristem derhal taze ortama aktariimasi ile

onlenebilir.



