BiTKi DOKU KULTURLERINDE STERIL (ASEPTiK) KOSULLARIN SAGLANMASI

1) Caliyma mekaninin havasinin ve yiizeylerinin mikroorganizmalardan arimdirilmasi:

- Doku kiiltiirlerinde eksplantlar laminar flow (steril kabin) icerisinde kiiltiire alinmaktadir. Yani ¢aligma
mekani farkli biiyiikliiklerde ve tiplerde olan bu cihazlardir.

Kabine takili olan HEPA filtre, havadaki 0.3p ve daha biiyiik mikroorganizmalar1 cihaz g¢alistig
stirece tutmaktadir.

HEPA filtrelerin mikroorganizmalardan arindirdigi hava kabin igerisine yani eksplantlarin kiiltiire
alindigi mekana verilmektedir. Bu sayede c¢alisma mekaninin havasit yaklasik 15 dakikada
mikroorganizmalardan tamamen arinmaktadir.

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

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

Ayrica kiltiir kabr ve benzerleri kabine alinmadan Once Tizerlerine %70’1ik etil alkol
puskiirtiilmelidir.

2) Eksplantlarin Kkiiltiire alinmasi1 sirasinda kullanilan 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 calisgan bir alev makinasinda, alev
olusturulabilen tasiabilir 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 gegcirilir ve tasiyict bir destek {izerine 6zellikle ug kisimlar1 herhangi
bir yere dokunmayacak sekilde sogumasi icin birakilir.

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

3) Besin ortamlarimin mikroorganizmalardan arindirilmasi:

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

Besin ortamlarinin otoklavda tutulma siireleri hacimleri ile iliskilidir. Sterilizasyon islemi
bagladiktan sonra Ornegin 20-50 ml hacimdeki besin ortami igin 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 kaplari, kagit, cam plakalar, saf su vb. maddelerin mikroorganizmalardan arindirilmasi:

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

Tek kullanmimlik steril plastik kaplar hazir aliabilir.

Eger ¢ok kez kullanilabilir 6zellikteki kaplar bu is i¢in kullanilacak ise bunlarin otoklavda 1210C’de
yiiksek basing altinda (1.05 kg/cm2) 1-1.5 saat tutularak ya da yaklasik 2000C’deki firinlarda 2-4
saat bekletilerek mikroorganizmalarindan arindirilmas1 gerekmektedir.

Kabin igerisinde eksplantlarin dikime hazirlanmasi igin iizerine alinacagi kagit, cam vb. plakalarin
da yukarida belirtilen yontemlerden biri ile mikroorganizmalarindan arindirilmasi gerekmektedir.



Cesitle amaglar i¢in aseptik kosullarda kullanilacak steril saf suyun sterilizasyonu otoklavda
(1210C, 1.05 kg/cm2) 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 calkalanmaktadir.

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 uzaklastirilmasi 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 uzaklastirilmasi 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.

SURGUN UCU, TOMURCUK, BOGUM KULTURLERININ UYGULANISI

Stirglin ucu kiiltlirli i¢in dondr bitkinin aktif olarak gelismekte olan taze siirgiinlerinin yaklasik 2
cm’lik ug¢ kismi, tomurcuk kiiltiirii i¢in 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 i¢in 6nce 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 ¢alkalama yapilir.

Siirgiin Ucu ve Tomurcuk Kiiltiirleri ile Mikro Cogaltimin Asamalari:

Dort asamast bulunmaktadir. Bunlar:

1- Baglangig (ilk kiiltiir) asamasi,

2- Siirgilin ¢ogaltma agamasi (alt kiiltiirler),

3- Koklendirme agamasi ve

4- Dis kosullara aligtirma asamasidir.

1- Baslangic Asamasi:



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

- Bu asama eksplantlarin kiiltiir kosullarina ilk alindigir asamadir, 3-4 hafta devam eder. Bu asamada
amag, eksplantlarin kiiltiire alinmasi 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 aydilik kosullarda gerceklestirilir.
- Buasamanin sonunda elde edilen siirgiinler ¢ogaltma (proliferasyon) ortamlarina transfer edilir.
2- Siirgiin Cogaltma Asamasi:
- Baslangic agsamasindan alinan siirgilinlerin bol miktarda ¢ogaltiminin amaglandigi asamadir.
- In vitro siirgiinler 3-4 hafta araliklarla aseptik kosullarda alt kiiltiirlere alinmaktadir.

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

- Genel olarak bu agamada siirgilin ¢ogaltim1 hedeflenmektedir.
- Inkiibasyon 25°C sicaklik ve 16 saat aydinlik kosullarda gerceklestirilir.
3- Koklendirme Asamasi:
- Yeterli sayida ¢ogaltilan siirgiinlerin in vitro ya da ex vitro kosullarda koklendirildigi asamadir.

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

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

- Koklenme orani, oksin uygulamalariin yaninda temel besin ortaminin makro element diizeyini % ya da 4
oranlarinda azaltarak, baslangicta kiiltlirlere 7-10 giin karanlik uygulamasi yaparak, besin ortamina aktif
komiir katarak (6rnegin 2 g/L) artirilabilmektedir.

- Bazi ¢aligmalarda siirgiinler yiiksek oksin i¢eren besin ortamlari {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 bahge toprag:i karigimlarini igeren viyollere, kiiglik
saksilara ya da jiffy potlara dikilir.

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

- D1s kosullara alistirma ve serada gelistirme asamalar1 1-3 ay siirer.



