Bitki hucre, doku ve organ kulturunde ana
parametreler

1. Besiyeri
2. Eksplant
3. Kultur cevresi

Bu faktorlerle oynayarak buyume ve gelismeyi
etkileyebilliriz.
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1. Besiyerl

Inorganik tuzlar/mineraller

A. Bilesim, ana mikro- ve makroelementler®
B. Miktar ve bicim
C. optimizasyon

Organik bilesenler
A. Karbon kaynag!

B. Buyume duzenleyicileri
C. Vitaminler

D. Heksitoller

E. Digerleri

Dogal kompleksler
Fiziksel tasima maddeleri

Besiyeri hazirlhgi



Esansiyel elementler

Makroelementler- C, H, O, P, K, N, S, Ca, Mg

Mikroelementler Fe, Mn, Zn, Cu, B, CI, Mo

Na, Se ve Si bazi bitkiler icin esas elementtirler.



B. Miktar ve bicim - (White's vs MS),
form (N, Gautheret (NO3) vs MS (NO3; & NH,*)
C. Optimizasyon - pH, stabilite, fizyoloji

I. Nitrogen formu - e.g. NH,+ organogenezi stimule eder ve NO4
embryogenezi, pH ve kdk olusumu etkilenir (NH,* - pH{, NO,-

- pHT)
II. Demir stabilitesi — kelatlar daha stabil

ii. K* absorpsiyonu - Na+ ile inhibe olur ve uyaran Ca?*



Miktar

Table 1. Macronutrient composition of some plant tissue culture media.

Element (Concentrations in millimoles per liter of medium
Medium

N K Ca | Mg | s P Cl | Na| Fe
_White (1943)! .......... 3.2 1.7 1.2 3.0 4.4 0.14 0.9 | 3.0 | 0.013
1 Gautheret! ............ 5.5 2.2 2.1 0.5 0.5 0.9 — — | 0.125

Hildebrandt et al.! (To-

+baced) ....ciiaaaann 4.2 1.7 1.7 0.7 6.4 0.24 0.9 {11.7 | 0.143
. Hildebrandt et al.! (Sun- ‘
flower) .....coemveenn 8.4 3.3 3.4 | 29 3.6 1.0 1.8 | 1.7 | 0.018
Burkholder & Nickell ! .. 8.0 12.0 6.0 [ 2.0 1.0 8.0 10.0 | — | 0.009
Heller! .. .. .. ... 1. 7.10J0.0 051 1.0 1.0 0.9 11]o | 8.0 | 0.004

Nitsch & Nifseh2— ..... 19.8 | 3901 —0-23—-8——316——18 95 | 1.8 | —
Basal Mediumm . . ....... 12,05 I.76] 0.61] 0.29 032 U.092 U.87| 0.1 | 0.053
1xLevel ............ (169) | (68.8)| (24.4)| (7.10)(10.6) | (2.85) | (30.9)|(2.3) (2.94)
Revised . .............. 60.0 20.0 3.0 1.5 1.6 1.25 6.0 | 0.2 | 0.100
~, Medium . ............ (840) |(782) [(121) |(36.8) |(52.3) [(89.0) [(212) |(4.6)[(5.57)

"1 Data from Heller's compilation (1953). 2 Data from Nitsch and Nitsch (1956. Data
in parenthesis are mg/l of medium.

Physiol. Plant., 15, 1962



Miktar

Table 2. Micronutrient compositions of plant tissue culture media.
Element (Concentrations in micromoles per liter of medium)
Medium
B Mn | Zn | 1 Cu Mo | Co | Ni|Tel| Bel Al
White (1943)1..... 25 30 10 4.5 — —_— — _ | =] = | —
Gautheret! . ...... 0.4 4.5 0.2 1.5 0.1 — 0.1 1.0 1.0 0.3 —
Hildebrandt et al.

(Tobacco) ...... 6 20 2.2 | 8 —_ — — —_ | -] =] —
Hildebrandt et al. :

(Sunflower) 50 20 1.0 | 2.2 — — — S
Burkholder &

Nickell T ........ 10 2 4.6 | — 1.6 1.0 — — | = e
Heller® .......... 16 4.5 3.5 | 0.06 | 0.12 — — 10.13) — | — | 0.23
Nitsch & Nitsch 2. . — — —_ —_ — — _ | — | = | —
Basal Meditm fg| ) 2(9 - r9.4 {:‘f,gﬂ} — — —— I N

1 x Level .28 (1. 603 (0 62, ) — — o — | —
Revised . .2.—rl|100 +60—130 cotot—t+ed 010 | — | — | — | —

Medium ........ (1.08)|  (5.50)/(1.92)/(0.64)/(0.0064)(0.096)|(0.008)| — | — | — | —

1 Data from Heller’'s compilation (1953).

2 Data from Nitsch and Nitsch (1956).

Concentration in mg/l is illustrated in parenthesis.

Physiol. Plant.

15:473=-497 (1962).




II. Organik Bilesenler

A. Karbon kaynagi - Sukroz, veya glukoz + fruktoz -
20 to 60 g/L

Galactoz ve riboz -

Fotoautotrofik hicreler - 1-2% CO, (100 uE m2 St vs 25
nE m? S,



Il. Organik Bilesikler

B.Buyume duzenleyicileri - oksin (Hucre uzamasi ve
geniglemesi) ve sitokinin (htcre bolunmesi).

1. Oksinler — IAA, (Dogal oksinler) IBA (indol turevi) - 0.1
vel0.0 mg/L (etkin konsantrasyonlar)

ve 2,4-D, Dikamba, Pikloram (fenolic oksinler ,

herbisidler) ve NAA (naftalene asetik asit) - 0.001 to 10.0
mg/L,

Nisbi aktivite - 2,4-D>NAA>IBA>IAA,



GROWTH ACTIVE SUBSTANCES IN CULTURE
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Indolyl-3-acetic acid (IAA)
(0.1 - 10.0 mg/L)
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Indolyl-3-butyric acid (IBA),
(0.1 - 10.0 mg/L)
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Indolyl-3-acetylaspartate *
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2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)

(0.001- 10)
Cl
. OCH, N,
I OCH,—COOH c
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Dicamba Pichloram

(0.001L - 10.0)

[ \I/_\_‘N)' CH =CH—COOH
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Indolyl-3-acrylic acid (IAcrA)
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@T CH,—COOH
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H
4-Cl-indolyl-3-acetic acid (4-CI-IAA)

CH,—C=NOSO;H
l ” S—glucose
\
H
Glucobrassicin
CH,—COOH

1-Naphthaleneacetic acid (NAA)
(0.001 - 10.0)

COOH @\jcﬂz—cooﬂ

Benzo(b)selenienyl-3 acetic acid
(BSAA)

Fic. 1. Some natural and synthetic auxins.



2. Sitokininler - adenine - 0.03 to 30.0 mg/L
a. adenine turevi sitokininler- zeatin, 2iP, kinetin ve
benziladenin.

b. fenilurea turevi cytokinins — thidiazuron, difenilurea

nisbhi aktivite - zeatin>2-iP/fenilurea>BA>kinetin



CH,OH
NH — NCH,
/ |
P
H
trans-Zeatin
CH,OH
NH CH,
N"

dihydro-Zeatin

L]
_on
NH

-
H
Kinetin

6-furfurylaminopurine

BA
6-benzylaminopurine
or benzyladenine

:CH,
NH — " CH,
7 TN

-

2-iP
Né-(2-isopentyl)adenine

Zeatin riboside

0.03 to 30.0 mg/L

=

LY

PBA

6-(benzylamino)-9-(2-tetrahydropyranyl )}-9H-purine

Fi¢. 2. Some natural and synthetic cytokinins.



O

1,3-diphenylurea

O

2 C1-4PU or PPU
N-(2-chloro-4-pyridyl)-N'-phenylurea

Cl
N/ \ M—ICOM—I@
\— —
Cl

2,6 CI-4PU

N-(2,6-dichloro-4-pyridyl)-N'-phenylurea

i\ /_mcom{\> Fenilurea

S

Thidiazuron (TDZ)
N-phenyl-N'-1,2,3-thiadiazol-5-ylurea




3. Gibberellinler - 0.01 to 1.0 mg/L, GA,, gibberellinler,_,

C. Vitaminler —

1. Thiamine-HCI - 0.1 to 1.0 mg/L
2. Digerleri- nikotinik asid, pridoksin-HCI

D. Amino asidler/amidler - 100 mg/L
Tirosin — govde olusumu
Glutamin/asparagin/prolin — tahil embiryogenesi
Serin — kok kulturleri



E. Heksitoller - 10 to 100 mg/L
myo-inositol -
Sorbitol/mannitol - osmotic stabilizer
F. Digerleri
Purinler/pirimidinler - 50 mg/L
Organik asidler (antioksidantlar) - 50 mg/L

Tamponlar (pH)
Adsorbantlar (PVP, charcoal) - .03 to 1.0%

Ill. Natural Kompleksler (100 to 20000 mg/L)
Hindistancevizi endospermi
Protein hidrolizatlari

Meyve ekstreleri
V. Fiziksel Destek Maddeleri

A. Jell maddeleri - (2to 12 g/L) — agar
B.Structural destek - Filtre kagidi vb.,



« Agar : Ortamin sertlestirilmesi icin kullanilir
toz halindedir. Dogu Asya deniz
alglerinden elde edilen polisakkarittir.

« Ortam asitligi(PH):5,5-6 arasinda degisir.

« Su olarak delyonize, destile steril su
kullanilir.



Besiyeri hazirhgi

A. deionize distile su

B. pH-pH5.0-6.0



D. Sterilizasyon
1. Isi1 sterilizasyonu - 121 C, 15 Ibs/in2, 15 - 20 dak
Considerations:

2. Filtre sterilizasyonu - 0.22 or 0.45 um mesh
membranlar, antibiotics

Radiosterilizasyon - gamma irradiationu
Gaz sterilizasyonu - ethylene oksid

> W



2. Eksplant hazirhgi

Eksplant -

|. Mikroplardan arindirma
A. Yuzey sterilizasyonu -

B. Icsel dekontaminasyon -
Il. Asepsis: (0.3 um HEPA filters)



Bitkilerde sterilizasyon i¢in kullanilan maddeler

Konsantrasyon Zaman
Madde Fitotoksisite (dak)
Na hipoklorit
0.25-1% [llimli 5-20
Ca hipokhlorit 9-10% [imli 5-20
H,O, 3-10% Yuksek 5-20
Alkol

(etanol veya
iIsopropanol) 70% Yuksek <30 san.



2. Eksplant hazirhgs

Eksplant — Kulture alinacak kisim

|. Mikroplardan arindirma
A. Yuzey sterilizasyonu

B. Igsel sterilizasyon -
Il. Laminar Flow - (0.3 um HEPA filtreler)



3. Kultur cevresi
. Is1—
A. -22-28°C
B. Gunluk
C. Mevsimsel

1. Isik
A. Kalite -
B. Siddet - 1000 lux veya 20 uE ms~
C. Fotoperiod - 16 saat/gunduz

[1l. Nem

V. Atmosferik gazlar



Doku Kulturu

« Kuguk hucre,doku veya organ parcalarini veya organlari
bitkilerden ayiran ve aseptik kosullar altinda sentetik
beslenme ortamlarinda (besiyeri) kulture alan bir uretme

teknigidir.




Doku Kulturu

Genel Fidan Uretimi

Generatif retim Vejetatif tretim

Heterovejetatif lretim Autovejetatif dretim
(Asi)

Makrovejetatif tretim

Mikrovejetatif Gretim (Celik)

(Doku kaltard, invitro)



Doku kdltard ile dretme cesitleri

Kallus kulturu

Hucre (suspansiyon) kulturd
Embriyo kulturu

Protoplast kulturtu(Zarsiz hucre):

Organ kulturu( Tomurcuk, yaprak, kok
ucu, anter, vb):



En cok kullanilan besiyerleri

* Murashige ve Skoog (MS)

* Llyod ve McCrown WPM
(Woody Plant Medium)



Doku Kulturu

« MS ve WPM Ortamlarinin Hazirlanmasinda Kullanilan Stok
Eriyikler

Besin Maddeleri Miktari (mg/l) Besin Maddeleri Miktari (mg/l)
MAKRO STOK MAKRO STOK |
NH,NO, 16500 NH,NO, 4000
KNO, 19000 Ca (NOj),.4H,0 5560
CaCl, 3320 KH,PO, 1700
MgSO, 1800 MgSO, 1800
KH,PO, 1700
MAKRO STOK I
MIKRO STOK H,SO, 9900
H;BO, 620
MnSO,.4H,0 2230 MIKRO STOK IlI
ZnS0O,.7H,0 860 H;PO, 620
Kl 83 NaMoO,.2H,0 25
NaMoO,.2H,0 25
CuS0,.5H,0 2.5 MIKRO STOK IV
CoCl,.6H,0 2.5 MnSO,.4H,0 2240
ZnS0O,.7H,0 860

CuS0,.5H,0 25



Doku Kulturu

— MS Vitamin Stok ve NaFeEDTA Igerigi

MS Vitamin Stok

Nicotinic Asit

Pyridoxin HCI

Thiamine HCI

Glycine

Miktari (mg/l)

50

50

10

200

NaFe EDTA Stok

NaFe EDTA

Miktar1 (mg/l)

390



D. Sterilizasyon

1. Isi sterilizasyonu - 121 C, 15 Ibs/in2, 15 - 20 dak

2. Filtre sterilizasyonu - 0.22 or 0.45 um mesh membranlar,

antibiotics

3. Radiosterilizasyon - gamma irradiationu

4. Gaz sterilizasyonu - ethylene oksid



Eksplant hazirhgi

Eksplant -

|. Mikrorganizmalardan arindirma
A. Yuzey sterilizasyonu -

B. Icsel dekontaminasyon -
Il. Asepsis: (0.3 um HEPA filters)



Bitkilerde sterilizasyon i¢in kullanilan maddeler

Konsantrasyon
Madde
Na hipoklorit
0.25-1%
Ca hipokhlorit 9-10%
H,O, 3-10%
Alkol

(etanol veya
iIsopropanol) 70%

Zaman
Fitotoksisite (dak)
limli 5-20
limli 5-20
Yuksek 5-20
Yuksek <30 san.



Doku  kulturunde  sterilizasyon  cok
onemlidir. Steril calisiimazsa bakteri ve
mantar tum emekleri yok edebillir.

* A-Yuzeysel sterilizasyon

* B-Besiyeri sterilizasyonu:



Doku Kulturu

A-Ylzeysel sterilizasyon (Materyal sterilizasyonu)

Klultire alinan materyalin sterilizasyonudur. Materyalin yuzeyinde
mantar sporlari ve bakteriler olabilir. Bunlari dldurmek igin sterilizasyon

yapilir.

Eksplantlar kis sonunda veya erken ilkbaharda alinirsa bu enfeksiyonlar
en az duzeyde olmaktadir. Once kuguk dal parcalari bol su ile yikanir.
Yuzeysel sterilizasyonda %3’luk NaHCIl(Camasir suyu) %70’lik alkol
(etanol) ve saf steril su kullaniimaktadir.

Eksplant: Kultire alinan doku parcalarina denir.



Doku Kulturu

Cesme suyu

%3 Na HCl Yuzeysel sterilizasyon

%70 alkol

steril saf su



* B-Besiyeri sterilizasyonu

Besiyerlerin sterilizasyonu icin otoklav
kullantlir.

Besiyer 121°C, 1,1 atm basin¢ altinda
15-20 dakika tutulur.



3. Kultur cevresi

. Is1—
A.-22-28°C
B. Gunluk
C. Mevsimsel

1. Isik
A. Kalite -
B. Siddet - 1000 lux veya 20 uE ms~
C. Fotoperiod - 16 saat/gunduz

[1l. Nem

V. Atmosferik gazlar



Kltir kosullarr:

* Isik: 500-1000 luks 16 saat
* Genel olarak 25 +1°C optimaldir.

 Nem: Doyma noktasina gelmeyecek kadar
nem olmalidir. Fazla olursa curume, az
olursa kuruma olur.



Laboratuvar organizasyonu:

- On__hazirlik _odasr. Besiyerlerin hazirlandigu,

Kulture alinacak materyalin kabaca temizlenip sterll
edilecek duruma getirildigi, kullanilan kap ve

malzemenin yikanip temizlendigi odadir.



« Kultar _hazirlama_odasi. Kulturun yapilacak
oldugu odadir. Temiz ve hava akiminin olmadigi

bir yer olmasi gerekir. Bu odalar tamamen
bagimsiz, steril odalardir.




« Kultur gelistirme . Cogu bitki kulturleri sabit
sicaklik ve 1s1g1 olan bir ortamda daha 1y
gelismektedir. Termostat yardimiyla sicaklik
ayarlanir. Isilandirma florasan lambalarla
gerceklestirilir.




Doku Kiiltiirii ile Uretmenin Yararlari:

Kisa surede uretim

Vejetasyon suresine bagli degil
Ciceklenmeye bagli degi
Plaigrotop buyume engellenir.
Mutant elde edilebilir

Poliploid elde edilebilir

Gen konservasyonu yapilabilir




Doku Kulturu

» Celikle uretiimesi zor olan turler bu vyolla
uretilebilir

» Az alana ihtiyag vardir

» Gen transferi yapilabilir

* Vejetetif melezleme yapilabilir

 Yasll agaclardan elde edilen materyalin
yeniden genclestirme olanagi vardir.

 Virussuz bitki uretilebilir
» Cesitli zararlilara karsi direncli bitki uretilebilir



Doku Kulturu

Doku Kiiltiirii ile Uretmenin Sakincali
Yanlari:

« Az materyal kullanildigi zaman gen
fakirligine yol acar. Bunu engellemek icin

cok sayida agactan yaralanmak gerekir.

« Pahali bir yontemdir.
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