1.DERS

Bitki Doku Kiiltiirleri

Bitki organ, doku, hiicre ve protoplastlarinin (eksplant) steril (aseptik) sartlarda, yapay besin ortamlari
iizerinde, kontrollii kosullarda kiiltiire alinmasidir.

Bitki doku kiiltiirleri in vitro kosullarda yapilmaktadir.
“In vitr0” Latince bir kelime olup tam karsilig1 “cam icerisinde” dir.
Biyolojide “in vitro” kelimesi “laboratuvar ortaminda ya da yapay kosullarda” anlaminda kullanilmaktadir.
- Doku kiiltiirlerinin esas1 biyolojinin ilkelerinden birisi olan “totipatensi” kavramina dayanmaktadir.

- Totipotensi, her canli hiicrenin tam bir organizma olusturma potansiyeline sahip olmasidir. Cilinkii
her hiicre bunun i¢in ihtiyag¢ duyulan genetik bilginin tamamina sahiptir.

- Siirgiin ve koklerin u¢ kisimlarinda biiyiime noktalarindaki meristematik hiicreler ya da zigot gibi
hiicreler diger hiicrelere gore daha totipotenttir.

Doku Kiiltiirlerinin Uygulandigi Alanlar
1- Bitki Islahinda Uygulama Alanlari
Embriyo kiiltiirii
Anter ve oviil kiiltiirii (in vitro haploidi teknigi)
Somaklonal varyasyon
In vitro seleksiyon
In vitro ¢igeklenme, cicek tozu iiretimi, dollenme
In vitro germplazm muhafazasi
Gen transferi
2- Bitki Cogaltiminda
Viriisden ari bitki {iretimi
Mikrogogaltim
Sentetik tohum {iretimi (somatik embriyolar)
3- Diger Uygulama Alanlar:
Sekonder metabolit tiretimi
Kimeralar

Temel aragtirmalar (beslenme, sitogenetik, morfogenesis ¢aligmalari gibi)

BiTKi DOKU KULTURLERINDE STERIL (ASEPTiK) KOSULLARIN SAGLANMASI
1) Calisma mekanminin havasinin ve yiizeylerinin mikroorganizmalardan arindirilmasi:

- Doku Kkiiltiirlerinde eksplantlar laminar flow (steril kabin) igerisinde kiiltiire alinmaktadir. Yani ¢alisma
mekani farkl biiyiikliiklerde ve tiplerde olan bu cihazlardir.

- Kabine takili olan HEPA filtre, havadaki 0.3p ve daha biiyiik mikroorganizmalar cihaz ¢aligtig
stirece tutmaktadir.

- HEPA filtrelerin mikroorganizmalardan arindirdig1 hava kabin igerisine yani eksplantlarin kiiltiire
alindigt mekana verilmektedir. Bu sayede c¢alisma mekaninin havasi yaklagik 15 dakikada
mikroorganizmalardan tamamen arinmaktadir.



Hepa filtreler cihazin ¢alistirllma siiresine bagli olarak islevini yitirdiginden degistirilmek
zorundadir. Aksi takdirde kabinde aseptik kosullar saglanamamaktadir.

Cihazda ¢alismanin yapildig1 yiizeylerin her ¢calismadan 6nce ve ¢aligma sirasinda %70’lik etil alkol
ya da uygun bir sterilizasyon maddesi kullanilarak silinmesi gerekmektedir. Boylece yiizeyde
bulunan mikroorganizmalar ortadan kaldirilmalidir.

Ayrica kiltir kabr ve benzerleri kabine alinmadan Once Tizerlerine %70’1lik etil alkol
pliskiirtiilmelidir.

2) Eksplantlarin Kkiiltiire alinmasi sirasinda kullamlan pens, penset, bistiiri vb. aletlerin
mikroorganizmalardan arindirilmasi:

Pens, bistiiri gibi aletler yakilarak ya da elektrikli 6zel sterilizatorler ile mikroorganizmalarindan
arindirilmaktadir.

Yakma islemi kabin icerisine takili dogal gaz vb. ile c¢alisan bir alev makinasinda, alev
olusturulabilen taginabilir ya da fitilli bir cihaz kullanilarak yapilabilir.

Yakma isleminin etkinliginin artirilmasi i¢in pens, bistiiri vb. 6nce %96-99’luk etil alkol igerisine
daldirilir, daha sonra alevden gecirilir ve tasiyict bir destek {izerine 6zellikle u¢ kisimlar1 herhangi
bir yere dokunmayacak sekilde sogumasi i¢in birakilir.

Alkol yanic1 6zellikte bir madde oldugundan yangin ¢ikmasina karst dikkatli olunmali, kabin i¢inde
alkol alevden uzak tutulmali ve hicbir zaman sicakken pens ve bistiiriler alkol igerisine
daldirtlmamalidir.

3) Besin ortamlarimin mikroorganizmalardan armdirilmasi:

Besin ortamlar1 otoklavda 1210C sicaklikta yiiksek basing altinda (1.05 kg/cm2) belirli bir siire
tutularak ya da por genisligi 0.22p olan filtrelerden gecirilerek steril kaplar igerisine siizme yoluyla
mikroorganizmalarindan arindirilmaktadir.

Besin ortamlarinin otoklavda tutulma siireleri hacimleri ile iligkilidir. Sterilizasyon islemi
bagladiktan sonra oOrnegin 20-50 ml hacimdeki besin ortamu icin 20 dakikalik siire yeterli
olabilmektedir.

Ozellikle 1siya hassas olan maddelerin (biiyiimeyi diizenleyici maddeler gibi) filtre
sterilizasyonundan sonra otoklanmis ve sicakligi yaklasik olarak 35-450C’ye inmis besin ortamina
ilave edilmesi Onerilmektedir.

4) Kiiltiir kaplar, kagit, cam plakalar, saf su vb. maddelerin mikroorganizmalardan arimndirilmasi:

Otoklavlanan besin ortamlar1 steril kabin igerisinde kiiltiir kaplarina dokiilecek ise bu kiiltiir
kaplarinin 6nceden mikroorganizmalarindan arindirilmis olmasi gerekmektedir.

Tek kullanimlik steril plastik kaplar hazir alinabilir.

Eger ¢ok kez kullanilabilir 6zellikteki kaplar bu is igin kullanilacak ise bunlarin otoklavda 1210C’de
yiiksek basing altinda (1.05 kg/cm2) 1-1.5 saat tutularak ya da yaklasik 2000C’deki firmnlarda 2-4
saat bekletilerek mikroorganizmalarindan arindirilmas: gerekmektedir.

Kabin igerisinde eksplantlarin dikime hazirlanmasi i¢in {izerine alinacagi kagit, cam vb. plakalarin
da yukarida belirtilen yontemlerden biri ile mikroorganizmalarindan arindirilmasi gerekmektedir.

Cesitle amaglar icin aseptik kosullarda kullanilacak steril saf suyun sterilizasyonu otoklavda
(1210C, 1.05 kg/cm?2) en az 1 saat tutularak saglanmalidir.

5) Baslangi¢c asamasinda disaridan alinan eksplantlarin mikroorganizmalardan arindirilmasi:

Yiizey sterilizasyonu: Cogu kez sadece ylizey sterilizasyon ile eksplantlar mikroorganizmalarindan
arindirilabilmektedir.

Eksplantlar genellikle sodyum hipoklorit solusyonu kullanilarak mikroorganizmalarindan
arindirilmaktadir.

Bu amagla sodyum hipokloritin %5 aktif madde iceren ticari markalarindan hazirlanacak %10-
20’lik solusyonlar icerisinde eksplantlar 5-30 dakika siireyle ¢alkalanmaktadir.



Uygulama siiresi eksplantin tipine (taze siirglin ucu, yaprak, ¢igek, tomurcuk, kok, tohum, yumru,
sogan vb.), bitki tiir ve ¢esidine gore degismektedir.

Ardindan bu maddenin dokulardan uzaklagtirilmasi i¢in en az 3 kez 5’er dakika siireyle dnceden
steril hale getirilmis saf su ile aseptik kosullarda (steril kabinde) eksplantlar ¢alkalanmalidir.

Eksplantlarin sterilizasyonunda sodyum hipokloritten baska kalsiyum hipoklorit (%9-10; 5-30
dakika), oksijen peroksit (%3-12; 5-15 dakika), glimiis nitrat (%1; 5-30 dakika), civa kloriir (%0.1-1;
2-10 dakika), etil alkol (%70-96; 0.1-5 dakika) gibi maddeler de kullanilabilmektedir.

Uygulamalardan sonra bu kimyasal maddelerin de bitki dokularindan uzaklastirilmast igin
eksplantlar yukarida belirtildigi gibi steril saf su ile calkalanmalidir.

Sterilizasyonu giic olan eksplantlarda yukaridaki yontemlerin  2’si  birbiri  ardindan
uygulanabilmektedir.

Yiizey gerilimini azaltarak dezenfektanlarin eksplanta daha iyi temas etmesini saglamak i¢in Tween
20 ya da 80 gibi maddeler sterilant maddeler igerisine 1-2 damla ilave edilebilmektedir.

I¢sel sterilizasyon:

Kimi zaman eksplantlarin i¢ dokular1 da mikroorganizmalar ile bulasik olabilmektedir.
Eksplantlarin, ylizey sterilizasyonunun ardindan besin ortamina dikilmesinden bir siire sonra
kontaminasyon sorunu ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumda mikroorganizmanin tanimlanmasindan sonra
besin ortamina etkili olabilecek antibiyotik, sistemik fungusit ya da 6zel formiilasyona sahip
karigimlarin (6rnegin, PPM-Plant Preservative Mixture) ilave edilmesi gerekebilmektedir.



