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Ozet: Yiizey sterlizasyonu doku kiiltiirii ¢alismalarinda ilk asamadir. Bu asamadan gectikten sonra bitkilerin ¢oklu iiretimleri miimkiin
olabilmektedir. Mevcut ¢alisma, Alternanthera reineckii Briq.’nin doku kiiltirii ile Gretimi igin yiizey sterilizasyonu g¢aligmalarini
sunmaktadir. On sterilizasyon islemi icin A. reineckii 20 dk boyunca akan ¢esme suyunun altinda bekletilmistir. Yiizey sterilizasyonu igin
ist gévdeden 3-5 cm uzunluklarinda kesilen pargalar farkli siire (15 ve 30 dk) ve konsantrasyonlarda (%10-30) hidrojen peroksit (H202)
ile muamele edilmistir. Bogum eksplantlari izole edilerek bitki biiyiime diizenleyici icermeyen Murashige ve Skoog (1962) besin ortamina
aktarilmistir.  Kiiltiir ortamlarda ilk kontaminasyonlar 6. glinde gozlenmeye baslamustir. Kiiltiir ortamlarinda daha ¢ok bakteriyel
kontaminasyonlar gézlenmistir. Yiiksek H2O2 maruziyetinde eksplantlarin rejenerasyon kapasiteleri olduk¢a diismiistiir. Bazi eksplantlarda
beyazlasma ve sararmalar tespit edilmistir. Hidrojen peroksit ile muamele edilen eksplantlarda bulasik oranlari %20-100 arasinda
degismistir. Steril ve canli eksplant degerleri kullanilan H20 ile farklilik gostermistir. En yiiksek steril ve saglam eksplantlar (%60) %25°lik
H20: ile 15 dk uygulanan eksplantlarda, ardindan ise (%355) %15°lik H202 ile 30 dk uygulanan eksplantlarda tespit edilmistir. Buradan elde
edilen steril ve canli eksplantlar bitki biiyiime diizenleyici icermeyen ortamlarinda aktarilmig ve ¢ogaltim calismalar1 i¢in stoklar
olusturulmustur. Bu ¢alisma, A. reineckii’nin in vitro iiretimi i¢in gerekli sterilizasyon islemleri i¢in aragtirmacilara yardimei olabilir.
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Optimization of surface sterilization of Alternanthera reineckii for tissue culture
studies

Abstract: Surface sterilization is the first stage in tissue culture studies. After this stage, multiple productions of plants can possible. The
present study presents surface sterilization studies for the production of Alternanthera reineckii Brig. by tissue culture. For the pre-
sterilization process, A. reineckii was kept under the tap water flowing for 20 min. For surface sterilization, the parts cut at length 3-5 cm
from the upper body were treated with hydrogen peroxide (H202) at different time (15 and 30 min) and concentrations (10-30%). The
nodal explants were isolated and transferred to the nutrient medium of Murashige and Skoog (1962) which did not contain a plant growth
regulator. The first contamination in the culture environment began to be observed on the 6th day. More bacterial contamination was
observed in culture media. The regeneration capacity of the explants in highly H202 exposure decreased considerably. Whitening and
yellowing were detected in some explants. Contamination rates in the explants treated with H202 ranged from 20 to 100%. The values of
sterile and live explants were different with H20>. The highest sterile and live explants (60%) were detected in explants with 25% H20>
for 15 min followed by explants (30%) with 15% H202 for 30 min. The sterile and live explants obtained from this were transferred in
non-plant growth media and stocked for propagation studies. This study may help researchers for the sterilization procedures required for
in vitro production of A. reineckii.
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1. Giris Ozelligine dayanir. Totipotensi, tek bir hiicrenin, hiicre
boliinmesiyle tam genomu olusturma yetenegini ifade
eder. Bitki hiicresinin totipotent potansiyeli ile birlikte
hiicrelerin metabolizmalarini, biiytimelerini ve
gelisimlerini degistirme kapasiteleri de ayni derecede

Doku ve hiicre kiiltiirii galismalarinda bitki doku ve
organlari, aseptik ve kontrollii sartlarda yetistirilir. Bu
teknik, temel olarak bitki hiicrelerinin totipotensi
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onemlidir (Rani ve Kumar, 2017). Bitki doku kiiltiirii
ortamy, bitkilerin normal biiyiimesi ve gelisimi i¢gin gerekli
tiim besin maddelerini igerir. Esas olarak makro besinler,
mikro besinler, vitaminler, diger organik bilesenler, bitki
biiyiime diizenleyicileri, karbon kaynagi ve kati ortam
durumunda bazi jellestirici maddelerden olusur. Murashige
ve Skoog besiyeri (MS besiyeri), birgok bitki tiirtiniin in
vitro vejetatif iiremesi i¢in yaygin sekilde kullanilir.
Ortamin pH'1l, hem bitki bliylimesini hem de bitki biiylime
diizenleyicilerinin  aktivitesini  etkileyen onemli bir
faktordiir. Ortamin pH"1 5.4 - 5.8 arasindaki degere
ayarlanir. Kiiltiir i¢in hem kati hem de sivi ortam
kullanilabilir (Hussain ve ark., 2012; Bridgen ve ark.,
2018).

Mikroorganizmalar ~ doku  kiiltiiri calismalarinda
bulasik/kontaminasyon olarak kabul edilir. /n vitro
ortamlardaki bitki kiiltiirinde en onemli Kkayiplar
kontaminasyon yiiziinden olusur. Bu tiir
kontaminasyonlara; viriis, bakteri, maya, mantar vb.
mikroorganizmalar sayilabilir (Oyebanji ve ark., 2009).
Yapilan sterilazasyon yetersiz ise mantar, maya ve bakteri
olusabilir. Bitkiden aldigimiz eksplant parcasinda topraga
maruz kalan bitki parcalarini, tarlada, tropik iklimlerde
yetisen bitkiler ile sucul bitkileri sterilize etmek genellikle
zordur (Leifert, 2009).

Bitki doku ve hiicre kiiltiiriinde kullanilan ortamlar, cesitli
besin maddeleri, mineraller, bitki yetistirme maddeleri,
vitaminler ve seker kombinasyonlarini igerir. Ne yazik ki,
bu kiiltir ortami ayrica bakteri ve mantarlarin hizli
biiylimesi i¢in de uygundur. Bu kontaminasyonlar, bitki
dokusunu veya hiicre kiiltlirtinii istila ettikleri icin hizli bir
sekilde biiyiirler ve besin ortamini tiikketir ve kiiltiirlenmis
bitki dokusunun biiyiimesini etkiler ve nihayetinde
oldiirebilecekleri toksinler tiretebilirler. Bu nedenle, tim in
vitro bitki kiiltiirii manipiilasyonlar1 igin steril tekniklerin

kullanilmas1  zorunludur. Doku kiiltliri  sisteminin
hazirlanmasi ve korunmasi, kaltiir ortaminin
sterilizasyonunu,  kiiltiirlenecek  tohum veya  bitki

dokusunun yiizey sterilizasyonunu ve kullanilan herhangi
alet ve ekipmanlarin sterilizasyonunu gereklidir. Bitki
dokusunun manipiilasyonu ¢alismalar1 tipik olarak steril
bir odada veya laminer hava akis kabini gibi kabinlerde
gerceklestirilmelidir.  Bakteriler ve  mantarlar ile
kontaminasyon, bitki doku kiiltiirlerini siirekli olarak tehdit
eden sik goriilen bir sorundur (Misra ve Misra, 2012).

Bu calisma, sucul bir bitki olan Alternanthera reineckii
Briq.’nin farkli derisimlerde ve siirede hidrojen peroksit ile
yiizey sterilizasyonunu sunmaktadir.
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2. Materyal ve Metot

Bitki materyali olarak kullanilan A. reineckii, Istanbul
(Tiirkiye)’da bulunan akvaryumculardan temin edilmigtir.
Yiizey sterilizasyonu islemi uygulanmadan once A.
reineckii, 20 dk akan ¢esme suyunun altinda bekletilmistir.
Hidrojen peroksit uygulamasinda (%35 H,0, - Merck) A.
reineckii, ylizey sterilizasyonu igin iist gévdeden 3-5 cm
uzunluklarinda kesilen parcalar farkl: siire (15 ve 30 dk) ve
konsantrasyonlarda (%10-30) H20- ile muamele edilmistir.
5 dk siireyle 3 kez durulama islemi uygulandiktan sonra
bogum eksplantlar1 izole edilerek, hormonsuz Murashige
ve Skoog (1962) (MS) besin ortamina aktarilmis ve bulasik
oranlar1 belirlenmistir.

Kiiltlir ortamlarmin hazirlanmasinda MS besin tuzlar1 ve %3
sikroz  (Duchefa) kullanilmis ve jellestirme ajani
olarak %0,65°lik agar (Duchefa) ilave edilmistir. IN NaOH
ve 1IN HCl ile kiiltiir ortaminin pH’s1 5.740.1°e yapilmis ve
otoklavda steril edilmistir (1.2 basmg - 120 °C’de 20 dk).
Denemelerde eksplantlar, beyaz 151k yayan diyotlar (LED)
24+1°C'de ve 16 saat 151k fotoperiyodunda kiiltiire alinmustir.

3. Bulgular ve Tartisma

Bitki doku  kiiltiiriinde  bakteriyel ve  fungal
kontaminasyonlar biiyiik bir tehdittir. Bitkiler dig kaynakli
olarak bakteri ve fungus barindirabilir. Bu dis kaynakl
kontaminasyonlarin  uzaklastirilmasi, doku  kiltiiri
caligmalarinin ilk ve en 6nemli agamalarmdan biridir.

Bu caligma, A. reineckii’nin yiizey sterilizasyonu igin
farkli siire ve konsantrasyonlarda H>O, uygulamasini
icermektedir. (Tablo 1). Daha sonra 5’er dk siire ile 3 defa
durulama islemi yapilmistir. Bu durulama islemleri
H,02’in zararini azaltmak icin olduk¢a Onemlidir. Bu tist
govde pargalarindan izole edilen bogum eksplantlar1 bitki

biiylime diizenleyici icermeyen MS besin ortamma
aktarilmistir.  Kiiltiir ~ ortamlarina  yerlestirilen ~ bu
eksplantlarda  kontaminasyonlar ortalama 6. giinde

gozlenmeye baslamistir. Besin ortamlarmmda daha ¢ok
bakteriyel kontaminasyonlar gézlenmistir (Sekil 1a). Fungal
kontaminasyonlar az gériilmekle beraber, genellikle 9.
giinden sonra daha belirgin olarak tespit edilmis ve {i¢ hafta
sonunda yogun olarak tiim ortam yiizeyini sarmistir (Sekil
1b). Yiiksek HO etkisi ile eksplantlarda ylizey sterilizasyon
basarilmis olsa da bu eksplantlarin rejenerasyon kapasiteleri
oldukea diismiistiir. Genellikle H.O- etkisi ile eksplantlarda
beyazlagsma ve sararmalar tespit edilmistir (Sekil 1¢). H20-
yiizey sterilizasyonu ¢aligmalarinda olduk¢a tercih
edilmektedir. Benzer sekilde, Stevia rebundiana Bertoni
(Halim ve ark., 2016), Colocasia esculenta (Akshatha ve
ark.,2018), Prunus armeniaca (Ozdemir ve Gur, 2018),
Rotala rotundifolia (Buch-Ham. ex Roxb) Koehne (Dogan,
2017, 2019), bitkilerinin in vitro cogaltimi igin HoO;
kullanilmuistir.
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Tablo 1. Farkli konsantrasyonlarda H,O, ile muamale edilen A. reineckii’nin bogum eksplanlarmin yiizey sterilizasyonu
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verileri
Hidrojen Peroksit (H20>) Bulasik Oram Steril ve Olen Steril ve Canh
o Eksplant Oran1 | Eksplant Orani
00) (%) (%)
% Siire (dk)
10 15 100 - -
15 15 100 - -
20 15 70 10 20
25 15 30 10 60
30 15 30 25 50
10 30 40 20 40
15 30 25 30 55
30 30 20 80 -

Chalenko ve Cheredmichenko (2017) A. reineckii’nin yiizey
sterilizasyonu i¢in ti¢ farkli dezentektan kullanmustir. Bitki
pargalarin1 % 0.1 civa (II) kloriir ¢ozeltisi (1, 2 ve 3 dk), %
10 Hy0; ¢ozeltisi (1, 2 ve 3 dk), %5 sodyum hipoklorit
¢ozeltisi (1, 2 ve 3 dk) bekleterek yiizey sterilizasyonunu
basarmigtir. Bir diger dezenfektan olan c¢amasir suyu
(NaClIO) da birgok sucul bitkinin yiizey sterilizasyonu i¢in
kullanilmigtir (Dogan 2018a, 2018b).

Kiiltiir ortaminda steril olan siirglinlerin bulundugu bazi
ortamlarda  yaklastk  bir ay  sonra  bakteriyel
kontaminasyonlarin ¢iktig1 gozlenmistir. Bu bakteriyel
kontaminasyonlar bize eksplantlarm endojenik bakteri
icerdigini disiindiirmiistiir. Ciinkii, bazi bitki tiirleri ile
yapilan basarili yiizey sterilizasyonu islemlerinden sonra
bile bakteriyel bulasiklarin ¢iktig1 daha once bildirilmistir
(Karaoglu, 2010; Karaoglu ve ark., 2006). Bitkilerin
kokleri yaprak ve govdeleri ile siirekli dis cevre ile
etkilesim halindedir. Bu etkilesimler ile baz1 bakteri tiirleri
bitkilerin i¢ dokularinda yasayabilir veya bulanabilirler
(Ryan ve ark., 2008; Siili ve ark., 2016). Sterilizasyon
denemeleri ikinci haftanin sonunda tamamlanmis ve
bulagik oranlar1 (%), steril ve 6len eksplant orani (%) ve
steril ve saglam eksplant orami (%) verileri alinmustir
(Tablo 1).

Hidrojen peroksit ile muamele edilen eksplantlarda bulagik
oranlar1 %?20-100 arasinda degismistir (Tablo 1). En
yiiksek bulagik orani (%100) %10 ve 15°lik H,0; ile 15 dk
muamele edilen eksplantlarda belirlenmistir. Kullanilan
H20, seviyesi ve siiresi arttik¢a ortamlardaki bulasik yiizdesi
diisiis gostermistir. En diisiik bulasik ylizdesi (%20) %30’luk
H20; ile 30 dk muamele edilen eksplantlarda gozlenmistir.
Ardindan ise (%25) %15°lik H20; ile 25 dk muamele edilen

26

eksplantlarda belirlenmistir. Kullanilan H>O; etkisi ile bazi
eksplantlarda Sliimler gdzlenmistir. Bunlar igerisinde steril
olmasma ragmen Olen eksplantlar da tespit edilmistir (Tablo
1). Steril ve oOlen eksplant yiizdeleri %10-80 arasinda
degismistir. En yiiksek steril ve Oli eksplant degeri
(%80) %30’luk H2O; ile 30 dk muamele edilen eksplantlarda
belirlenmigtir. Bu karsmn, %10 ve 15’lik H,O, ile 15 dk
uygulanan eksplantlarda herhangi bir olii eksplant tespit
edilmemistir.

Steril ve canli eksplant degerleri kullanilan H,O; ile farklilik
gostermistir (Tablo 1). En yiiksek steril ve saglam eksplantlar
(%60) %25°’lik HO, ile 15 dk uygulanan eksplantlarda
(Sekil 1d), ardindan ise (%55) %15°lik H2O; ile 30 dk
uygulanan eksplantlarda kaydedilmistir. Alt1 hafta sonunda
steril ve saglam eksplantlardan rejenere siirgiinler elde
edilmistir (Sekil le). En diisiik steril ve canli eksplantlar ise
(%20) %20’lik H20 ile 15 dk muamele edilen eksplantlarda
tespit edilmistir. Buradan elde edilen steril ve canli
eksplantlar  bitki bliyime  diizenleyici icermeyen
ortamlarinda aktarilmis ve ¢cogaltim ¢aligmalar1 i¢in stoklar
olusturulmustur. Dogan (2019) R. rotundifolia’nin yiizey
sterilizasyonuna i¢in 6n islem olarak 10 dk akan ¢esme
suyunda bekletilmis ve ardindan %20 oraninda H,O; ile 10
dk muamele ederek sterilizasyonu basarmustir. Ghasheem
ve ark. (2018) %5 ve 10’luk oranlarinda H,O, 10 ve 20 dk
stiresince Prunus persica (L.) Batsch’nm siirgiin ucu ve
bogum eksplantlarinin yiizey sterilizasyonu i¢in denemeler
kurmustur. En yiiksek steril ve saglam eksplantlar1 siirgiin
ucu i¢in %10’luk H207 ile 20 dk muamelesi sonucu elde
ederken (%25), bogum eksplatlarinda %10’luk H.O ile 10
ve 20 dk muamelesi sonucu elde ettigini (%20)
bildirmistir.
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Sekil 1. Farkli konsantrasyonlarda ve siirelerde H20, uygulanan A. reineckii eksplantlar1. (a) eksplant tizerinde bakteriyel
bulagik (b) fungal bulasik, (¢) H20; etkisinden dolay1 beyazlasan eksplant (d) ii¢ hafta sonunda %25’lik H,O; ile 15 dk
muamale edilen eksplanttan ¢ikan steril-saglam siirgiin (e) alt1 hafta sonunda bilyiiyen ve gelisen siirgiin

Sonug gecilememektedir. Bu ¢aligmada, 6nemli sucul bitki A.
reineckii’nin yiizey sterilizasyonu H;O; ile basarili sekilde
saglanmist. ~ Ortamlarda  genel  olarak  bakteriyel
kontaminasyonlar gézlenmistir. En yiiksek kontaminasyon

Doku kiiltiirii ¢alismalarinin en zor asamlarmdan biri bitki
yiizey sterilizasyonu iglemleridir. Cogaltimda kullanilacak
bitki pargalar1 steril edilmeden iiretim asamasina
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orant (%100) %10 ve 15’lik H,O; ile 15 dk muamele edilen
eksplantlarda tespit edilmistir. En fazla steril ve saglam
bitkiler %25’lik H,O, ile 15 dk bekletilen eksplantlarda
kaydedilmigtir. Bu rapor, A. reineckii’nin sterilizasyonu
islemleri ve doku kiiltiirii ¢alismalar1 i¢in yardimei olabilir.
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