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OZET

Bu calisma, in vitro’da Kkiiltiire alman enginar siirgiin uclarinda gerek
enfeksiyon gerekse kararmalarla meydana gelen kayiplar azaltmak amaciyla
diizenlenmistir. Sterilizasyon isleminde ek bir asama olarak fungisit uygulanmasi
ile saghkh gelisen eksplant orammmi arttirmak miimkiin olmustur (p<0.01).
Sterilizasyon islemine ek olarak, MS besin ortamina giimiis nitratin dogrudan
katilmasi da saghkh siirgiin gelisimini arttirmaktadir (p<0.01). Bu ¢aliymaya gore,
10’ar dakika siireyle %6’hk Captan ve ardindan %0.5 sodyum hipoklorit
uygulamasi ile sterilize edilen enginar siirgiin uglarmn 100 mgl" giimiis nitrat
iceren ortama dikilmeleri ile en fazla sayida saghkh gelisen bitkicik (%61) elde
edilebilmektedir (p<0.01).

ABSTRACT

his study was conducted to decrease the losses due to infections and browning

in in vitro grown artichoke shoot tips. It was possible to increase the ratio of
healthy explants when an additional step of fungicide application was included to
the sterilization procedure (p<0.0I). The addition of silver nitrate directly to the
MS medium has also increased the ratio of healthy shoots (p<0.0I). According to
these results, artichoke shoot tips planted in MS containing 100 mgl” silver nitrate
after being treated with 6% Captan and %0.5 sodium hypochlorite (both for 10
minutes) gave the highest number (61%) of healthy plantlets (p<0.01).

GIRIS

Enginar (Cynara cardunculus L. var. scolymus)
Akdeniz havzasinin Onemli kultir bitkilerinden biri
olarak kabul edilmektedir (Eser ve ark. 2006). Enginar
tretimi ile ilgili kayitlarin M.O. 300’ dayandigi bu
havzada dinya enginar tGretiminin %85’inin gerceklestigi
tahmin edilmektedir. Bu tiretimde %43 payla italya basta
olmak tizere, Ispanya (%15) ve Fransa (%11) en énemli
Uretici Ulkeler olarak dikkat cekmektedirler (FAOSTAT,
2007).
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Artan ilgiye de bagh olarak, son 10-15 yil ice-
risinde enginar, Akdeniz havzasi disinda da yogun
olarak yetistirilmeye baslanmistir. Gintimuizde;
Arjantin ve Peru gibi bazi GUney Amerika
ulkeleri, Misir ve Fas gibi baz1 Afrika tlkeleri
ve Asya’dan da Cin 6nemli enginar Ureticisi
ulkeler olarak kabul gormektedirler. ABD,
Yunanistan ve Turkiye ise yillik 30-40.000 ton
arasinda degisen Uretim miktarlar ile bu
siralamada daha geride yer almaktadirlar
(FAOSTAT, 2007).

Yillik tretimi 30.000 ton’a yaklasan Turkiye’de
enginar Uretimi 6zellikle Ege Bolgesinde yo-
gunlasmistir. Bu bélgenin tek basina Turkiye’de
Uretilen enginarlarin %80’inden fazlasini kar-
siladig1 tahmin edilmektedir. Ege Bodlgesini
Uretimde %16 payi bulunan Marmara ve %4
pay ile Akdeniz Boélgeleri izlemektedir. Ege
Bélgesi icerisinde ise Izmir ili, tiretimde tek basina
sahip oldugu %76Tik bir pay ile Turkiye'de
enginar kultirtintin en yaygin yapildig ildir. Bu
bolgede tretim 6zellikle de erkencilik yonui ile 6n
plana cikan Izmirin Karaburun ilcesinde
yogunlasmistir. Ancak enginar Uretiminin son
yillarda izmir disinda Aydin’da da yaygmlastig
bilinmektedir. = Marmara bolgesinde ise
enginar Uretimi, Pendik-Izmit arasinda kalan
Marmara Denizi kiyilarindaki yamaclarla,
Bursa/Yalova’da ve Balikesir dolaylarinda
gerceklestirilmektedir (Eser ve ark. 2006).

Theophratus hentiz M.O. 371-287 yillarinda,
enginarin c¢ig ve haslanmis olarak yenilebil-
digini belirtmistir (Eser ve ark. 2000). Ancak
gintimuizde enginar taze tuketiminin yani
sira sanayide, 6zellikle de konserve ve dondu-
rulmus olarak islenmektedir (Eser ve ark.
20006). Ayrica enginar; kozmetik, icki, yem ve
boya sanayinde de kullanilmaktadir. Ancak
enginara olan ilginin artmasinin esas nedeni,
son yillarda tibbi bitki olarak kabul gérmeye
baslamasidir (Eser ve ark. 2006). Literatir
incelendiginde, 170010 yillardan gintmuze
enginarin tibbi 6zelliklerini konu alan bircok
eserin bulundugu goérilmektedir. Bu yazilar-
da bu bitkinin 6zellikle idrar sékttriicli, bob-
rek taslarini districud, safra salgisini kolay-
lastirici, 6dem giderici yodnlerine deginilmek-
tedir (Eser ve ark. 2006). Ancak enginarin
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tibbi bitki olarak kabul gérmesi; kafeik asit,
bunun tirevleri olan kloregenik asit ve cyna-
rin ve glikosid tlirevi olan cynaropicrin igcerigi
ile yakindan ilgilidir (Eser ve ark. 2006). Bun-
lara ek olarak luteolin icerigi sayesinde enginar,
peroksidatif zararlanmalar1 engelleyen antiok-
sidant 6zellige de sahiptir (Eser ve ark. 2006).
Bu o6zelliklerinden dolay: enginar, kolesterol
dustrict ve karacigeri temizleyici ila¢ olarak
eczanelerde yerini almistir.

Yukarida anlatilanlardan da anlasilacag: gibi
enginar, dinyada ve Turkiye’de gittikce 6nem
kazanan bir kulttir bitkisidir. Ancak bircok
utlkede oldugu gibi Turkiye’de de bir 6érnek ve
saglikli enginar Uretim materyalinden so6z
etmek pek muUmkin degildir (Moncousin,
1981). Bu durum enginar urunleri ile ilgili dis
ticaretin gelismesini de olumsuz yonde etkile-
mektedir (Eser ve ark. 2006).

Enginar Uretimi ile ilgili yasanan bu sorun-
lara bagl olarak, bircok kulttir bitkisinde
oldugu gibi, in vitro teknikleri énemli bir des-
tekleyici potansiyele sahiptir. Ozellikle de
mikrocogaltim cok sayida saglikli ve birérnek
Uretim materyalinin elde edilmesi agisindan
bluytuk 6nem tasimaktadir (Moncousin, 1981).
Bununla beraber enginar, in vitro Uretimde
problemli bitkiler kategorisinde yer almakta-
dir. Ozellikle de enginar tiretiminde kullanilan
dip surginleri, gecmiste toprakta bulunmus
olmalarindan dolayi, steril kosullara alindik-
larinda 6nemli enfeksiyon sorunlarinin yasan-
masina neden olmaktadirlar (Ancora, 1986;
Rossi ve de Paoli, 1992). Diger yandan, enginar
dokularinda yogun olarak bulunan fenolik
bilesikler, in vitro da yapilan sterilizasyon, kesim
gibi islemler sirasinda dokularin kararmasina
neden olmaktadirlar (Ancora ve ark. 1981;
Block ve Lankes, 1995). Her iki sorun belirli
olcide ¢O6zUlmus olsa da, henliz sadece kismi
bir basaridan so6z edilebilmektedir.

Bu calisma, enginar doku kultirtinde, top-
raktan alinan dip stirglinlerinden steril kosul-
larda gerek enfeksiyon ve gerekse kararma-
larin 6ntine gecilerek daha fazla sayida
saglikli bitkicigin elde edilebilmesi amaciyla
diizenlenmistir. Calisma, enginar dip strgin-
lerinin sterilizasyonu icin en uygun sterili-
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zantin belirlenmesi ve sterilizasyon sirasinda
elimine edilemeyen patojenlerin kulttir sure-
since gelisimlerinin baskilanmasi konularini
kapsamaktadair.

MATERYAL VE YONTEM

Yukarida s6zl edilen amaca ulasmak igin iki
ayr calisma tasarlanmistir. Oncelikle, stirgiin
uclarinin steril besin ortamina dikilmele-
rinden 6nce sterilizasyon amaciyla uygulanan
farkli sterilizantlar karsilastirilmistir. Kualttr
ortamina ge¢mesi muhtemel bakteriyel ve
fungal hastalik etmenlerinin eliminasyonunu
amaclayan bu calisma “Deneme 1” olarak ad-
landirilmistir. Bundan sonra, Deneme 1’den
elde edilen olumlu sonuclarin da kullanildig:
ikinci bir deneme (Deneme 2) kurularak,
besin ortamina dogrudan ilave edilen enfeksiyon
gelisimini engelleyici bazi maddelerin, sterilizasyon
sirasinda elimine edilemeyen patojenlerin kiil-
tr suresince gelisimlerinin baskilanmasi
bakimindan etkinlikleri arastirilmistir.

Arastirmada, MS ortami esas alinarak hazirlanmis
besin ortamlar1 kullanilmistir (Murashige ve
Skoog, 1962). Ancak glycine otoklavda ayrig-
tig1 icin tGim ortamlara bu bilesigin yerine
500 mgl! kazein ilave edilmistir (Reustle ve
Natter, 1994). Ayrica slUrgin gelisimini tesvik
etmek icin tim ortamlara 1.0 mgl! BA (benzyl
adenin) ve 20 g sakaroz ilave edilmistir
(Iapichino, 1996). Deneme’l de kullanilan or-
tamlar baska bir madde icermemektedir. Ancak
Deneme 2’de kullanilan ortamlar a) sodyum
hipoklorit (NaClO) (2.5 ppm), b) Huwasan®
[570gl-! hidrojen peroksit (H»202) + 0,36gl!
kolloit glimuig] (2.5 ppm), ¢) rifampicin (antibiyotik)
(30 mgl'l) ve d) gimus nitrat (AgNOs) (100 mgl?)
maddelerinden birini icerecek sekilde hazir-
lanmistir (Keskitalo, 1999; Cassells, 2001;
Teixeira ve ark. 2006). Bu denemede son
grubu herhangi bir sterilizant icermeyen e)
kontrol MS ortamlar1 olusturmaktadir. TGm
ortamlarin pH’s1 0.1 N potasyum hidroksit ve
sitrik asit kullanilarak 5.8 olarak ayarlan-
mistir (Puchooa, 2004).

Kullanim kolayligi saglamas: bakimindan
calismalarda 200 mllik cam kavanozlar tercih
edilmistir. Gelismesi muhtemel enfeksiyon-

larin daha cabuk goértilmesi i¢cin tim ortamlar
sivi hazirlanmis ve dikilen stirgin uclarinin
ortamla temasini optimum duizeyde tutmak
icin ortamlara Keskitalo (1999)nun o6nerdigi
sekilde pamuk destekler yerlestirilmistir. Her
cam kavanoza 30-35 ml besin ortami konmus
ve kavanozlar hava almayacak sekilde kapati-
larak, otoklavda 121°C’de 20 dakika bekletil-
mek suretiyle steril hale getirilmislerdir. Steri-
lizasyon isleminden sonra ortamlarin timi oda
sicakliginda ve karanlikta muhafaza edilmislerdir.

Her iki denemede de materyal olarak, Ege
Universitesi Ziraat Faktiltesi Bahce Bitkileri
Bolimti bahcesinde, 2000 yilinda kurulmus
olan koleksiyon parselindeki enginar klonlar:
kullanilmistir (Ilbi ve ark. 2007). Bu amac
icin, 7 Agustos 2006’da uyandirilarak aktif
blyimeye gecmesi saglanan koleksiyon
bitkilerinden, calisma sUresince Sakiz tipini
iyi gosteren saglikli dip stirgtinleri alinmistir.

Laboratuvara getirilen surgtnler o6nce 3-4
yaprakli ve toprak alt1 gévdesi lcm kadar
kalacak sekilde fazla yapraklarindan ve kokle-
rinden arindirilmislardir. Ardindan anti-bak-
teriyel sabunla ve bol suyla yikanan strgin-
ler, sterilizasyon islemine gecmeden 6nce 6-8
saat sure ile akmakta olan ¢cesme suyunda
bekletilmislerdir. Bundan sonra strgunler 20
saniye sureyle %70’lik etil alkolde 1slatilmislar
ve ardindan da bol steril saf su ile iyice
(toplam 3 kez) durulanmislardir (Ancora ve
ark. 1981). Ancak bu asamadan sonra Dene-
me 1 ve Deneme 2 icin ayr1 yollar izlenmistir.

Dikim 6ncesi uygulanan farkli sterilizantlarin
karsilastirildigi Deneme 1’de o6ncelikle str-
glnlerin yarisi (toplam 165 stirgtin) 10 dakika
stire ile %6hik Captan uygulamas: (etkin
madde: %50 Captan) goérmus (Schneider,
2005), diger yaris1 ise bu uygulamay:
gérmemistir. Bu uygulamadan sonra Captan
muamelesi géren ve gérmeyen strglinler, her
biri %0.5 konsantrasyonlarinda hazirlanmais;
a) sodyum hipoklorit, b) Huwasan® veya
c) hidrojen peroksit cozeltilerinde 10 dakika
surelerle sterilize edilmislerdir (Cassells, 2001).
Dogrudan besin ortamina katilan farkl ste-
rilizasyon ajanlarinin denendigi Deneme 2’de
ise surginlerin tamami (toplam 127 strgln)
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oncelikle 10 dakika sture ile %6lik Captan
uygulamasi1 gérmusler (Moncousin, 1981;
Schneider, 2005), ardindan da, %0.5 konsan-
trasyonunda hazirlanmis sodyum hipoklorit
cozeltisinde 10 dakika streyle sterilize edil-
mislerdir.

Sterilizasyon isleminden sonra hem Deneme 1
ve hem de Deneme 2 de ayni yol izlenmistir.
Sturgunler oncelikle tGg¢ kez steril saf su ile
iyice durulanmis ve yapraklari meristem +1
yaprak kalacak sekilde kesilmistir. Besin
ortamina dikilen eksplantlarin, kavanozlarin
stre¢ film ile kapatilmasiyla, dis ortamla
iligikleri kesilmistir. Her bir kavanozda sadece
bir stirglin ucu yer almistir.

Sturglin uclarinin dikim sirasinda yapilan
kesimlerden  kaynaklanan  kararmalarini
engellemek amaciyla, tim kulttirler dikimden
sonra 2 glin boyunca sUrekli karanlikta
bekletilmislerdir (Block ve Lankes, 1995).
Daha sonra tim kulttirler, 8 saat karanlik ve
16 saat 15181n saglandigl kosullara alinmis ve
kultir stresi boyunca (2 hafta) burada
bekletilmislerdir (Pefalver ve ark. 1994;
Cassells, 2001). Kultir odasinda sicaklik
25+1°C, 151k siddeti ise 2300-2500 Iuks
olarak ayarlanmistir (Rossi ve de Paoli, 1992).

Calismada yapilan uygulamalarin etkinligini
belirlemek amaciyla 2 haftalik kutlttr stresi
sonunda her bir kultirde gozlemsel olarak
“enfeksiyon oram1” (%) belirlenmistir (Akinci,
1990). Ancak, calisma sadece enfeksiyon
sorununun ¢6zimu ile sinirlandirilmamais,
ayni zamanda bu uygulamalarin kararmaya
neden olup olmamalar: da dikkate alinmistir.
Bu nedenle kulttrlerde yine Akinci (1990)ya
gore “kararma oranmi” (%) belirlenmistir. Son
olarak da, hem enfeksiyon gelistirmeyen ve
hem de kararmayan kultirlerin ortak bir
ifadesi olan “saglikli gelisen bitki sayist”
belirlenmistir (Akinci, 1990).

Calismalarda tek bir bitkicigin yer aldig her
bir kavanoz bir tekerrtirin bir parcasi olarak
kabul edilmis ve her tekerrtir 8-10 kavanoz-
dan olusturulmustur. Tekerrtirlerde yapilan
gozlemler oransal verilere dontstirtlmus ve
varyans analizinin varsaydigi esit dagihim
egrisine daha iyi uyabilmeleri icin bu verilerde
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varyans analizi o6ncesi karekok transfor-
masyonu yapilmistir. Istatistiksel bakimdan
6nemli bulunan wuygulamalarda gruplar
arasindaki farklar “Duncan Testi” ile belirlen-
mistir. Tim istatistiksel analizler SPSS (13.0
versiyonu) kullanilarak yapilmistir.

ARASTIRMA BULGULARI

Laboratuvarda daha once yapilan bir 6n
calismada, dogrudan aydinlik kosullarda
kulttre alinan enginar stirglin uclarinin %68’
kararirken, kultirintn ilk iki glinina
karanlik kosullarda geciren strglin uclarinin
sadece %5l’inin karardigi belirlenmistir.
Diger bir ifadeyle, kiltirlerinin ilk iki gintna
karanlik kosullarda geciren enginarlarin
dokular: bu streyi aydinlikta gecirenlere gore
%25 oraninda daha az kararmaktadirlar
(vayinlanmamais veriler). Bu 6n bulgulardan
dolay1 calisilan tim strgln uclan kaltdrin
ilk iki glintinti karanlik kosullarda gecirmislerdir.

Dikim o6ncesi uygulanan farkli sterilizasyon
ajanlarinin etkinliginin arastirildigt Deneme
1’in sonuclar Cizelge 1’de yer almaktadir. Uy-
gulanan sterilizantlarin neden oldugu etkiler
g6z ardi edildiginde, deneme genelinde yer
alan strgin uclarinin %56’sinda enfeksiyon
gelistigi (165 stirgiinden 92°sinde), %59unun
karardigi (97 stirgiin) ve bunlara bagli olarak
da surglin uclarinin ancak %347Untn (56
strglin) saghikl gelistigi sdylenebilmektedir.

Ana sterilizasyona gecmeden oOnce sUrglin-
lerin Captan fungisiti ile muamele edilmeleri
ile enfeksiyona ugrayan surgin uclarinin
oranini distirmek mumkin olmustur. Uygu-
lanan sterilizantlarin etkilerini dikkate alma-
yacak olursak, kultir sirasinda Captan’a
muamele edilmeyen stirglin uclarmin %61’inde
enfeksiyon gelisimi gdzlenirken, Captan’la muamele
edilen strglnlerin yalnizca %52’sinde enfek-
siyon gelismistir. Enfeksiyon oranindaki bu
diists istatistiksel anlamda p<0.01 dlizeyinde
6nemli bulunmustur. Captan uygulamasi ile
kararma orani da diismustlr (p<0.05). Bu her
iki degiskene bagh olarak “Saglkli Gelisen
Bitki Orani” da Captan uygulanmayan 6rnek-
lerde %31’de kalirken, Captan uygulamasi ile
%37’ye ¢cikmistir (p<0.01).
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Cizelge 1. Dikim oncesi uygulanan Captan fungisiti ve bazi sterilizantlarin enginar stirglin uclarinda enfeksiyon
gelisimi, kararma ve saglikli gelisen bitki orani tizerine etkileri.

Enfeksiyon Sagliklhi
Fungisit Sterilizant gelisimi Kararma (%) gelisen bitki

(%) (%)
Captan (+) Sodyum hipoklorit 53 43 40
Huwasan® 53 57 39
Hidrojen peroksit 50 66 33

Ortalama 52 b 55b 37 a
Captan (-) Sodyum hipoklorit 59 63 32
Huwasan® 62 65 32
Hidrojen peroksit 62 62 28

Ortalama 61 a 63 a 31b

Sodyum hipoklorit 56 (6d) 53 b 36 a

Huwasan® 58 61 a 36 a

Hidrojen peroksit 56 64 a 31b
Genel ortalama 56 59 34

Sodyum hipoklorit, Huwasan® ve hidrojen
peroksit uygulamalarn tek baslarina veya Captan
ile kombine edilerek uygulandiklarinda (fungisit
x sterilizant interaksiyonlari) kulttrlerde gelisen
enfeksiyonlan engellemek bakimindan istatistiksel
anlamda o6nemli bir fark yaratmamaislardir.
Uygulanan sterilizantlarin timu kultirlerdeki
enfeksiyon oranini %56-58 seviyesine dusur-
muslerdir. Ancak dokular, uygulanan sterili-
zanta bagli olarak farkli seviyelerde karar-
mislar ve bu farklilik istatistiksel anlamda
p=<0.05 seviyesinde 6nemli bulunmustur. Sod-
yum hipoklorit en az seviyede kararmaya
neden olurken (%53), Huwasan® ve hidrojen
peroksitin bu konudaki etkileri birbirlerine
benzer olmustur (sirasiyla %61 ve %64). Fungisit
x sterilizant interaksiyonu ise yine 6nemsiz
bulunmustur.

Enfeksiyon orani ve kararma ile ilgili bulgular
kombine edildiklerinde, sodyum hipoklorit ve
Huwasan® istatistiksel olarak hidrojen perok-
site gore daha fazla sayida saglikl bitkicigin
elde edilmesine olanak saglamislardir (p<0.05).
“Saglikli Gelisen Bitki Orani”, sodyum hipok-
lorit ve Huwasan® uygulandiginda %36 dtize-
yindeyken, hidrojen peroksit uygulamalariyla
%31’e gerilemistir. Yine, sterilizantlar1 Captan
ile kombine etmek veya etmemek, bu etki
bakimindan farkli bir sterilizantin 6n plana
cikmasini saglamamistir, diger bir anlatimla
interaksiyonlar énemli degildir.

Calismada tim sterilizasyon sureleri 10 dakika
ile siirlandirilmistir. Bu kararin alinmasin-
da, laboratuvarda daha o6nce toplam 100
enginar surgln ucu ile yapilan bir 6n calisma
etkili olmustur. Bu 6n calismada, stirginlere
sterilizasyon amach uygulanan sodyum hipoklo-
ritin 10 ve 15 dakikalik uygulama strelerinin
saglikli gelisen bitki sayisi bakimindan bir
fark yaratmadig belirlenmistir (stirgtin uclari-
nin sirastyla %38 ve %41’ sagliklh gelismistir).
Ancak sterilizasyon suresinin bu suUrelerin
disinda artmasi veya azalmasi saglikli gelisen
bitki oranini dustrmustir. Sterilizasyon su-
resinin diismesi ile (5 dakikaya) saghkli gelisen
bitki sayisi1 enfeksiyondan kaynaklanan ka-
yiplar nedeniyle dismektedir. Bu durumda
%67 oraninda enfeksiyon gelisimi gérilmus-
tir. Sterilizasyon suresinin arttirilmasiyla ise
(20 dakikaya cikarilmas: ile) enfeksiyonlar
azalmaktadir (%20’ler seviyesine dtismektedir)
ancak bu sefer de kayiplar, kararmalar yua-
zinden olmaktadir (dokularin %60 kadari
kararmaktadir). Bu 6n bulgulardan 6ttirt bu
calismada tim surglnler 10 dakika stre ile
sterilize edilmislerdir.

Deneme 1’den elde edilen olumlu bulgular (6nce
Captan ardindan sodyum hipoklorit uygula-
masi) kullanilarak bir diger deneme kurulmus
ve burada, dikim 6ncesi uygulanan sterilizas-
yon islemi haricinde, enfeksiyon gelisimini
engelleyen bazi maddeler dogrudan strgin
uclarinin dikildigi besin ortamlarina ilave
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edilmistir. Bu denemenin sonuclarn Cizelge 2’de
yer almaktadir. Kalttir ortamina ilave edilen
enfeksiyon gelisimini engelleyen maddelerin
tek tek etkilerini g6z ardi ettigimizde, deneme
genelinde strgin uclarinin %41’inde (toplam
127 surglin ucundan 52°sinde) enfeksiyon
gelismis ve %59u (75 slUrgin ucu) karar-
mistir. SUrgln uclarinin %36’s1 (toplam 46
stirgin ucu) ise saghkl gelismistir.

Besin ortamina dogrudan katilan enfeksiyon
gelisimini engelleyici maddelerin enfeksiyon
gelisimi, kararma ve saglkli gelisen bitki
sayilar1 tizerinde etkili oldugu belirlenmistir.
Incelenen her tc¢ bagmli degiskende de
uygulamalara bagh olarak istatistiksel anlamda
p<0.01 6nem duzeyinde farkliliklar meydana
gelmistir. Bunun da oOtesinde, degiskenlerde
oldukca genis bir ylUzde aralign dikkati
cekmektedir. Diger bir ifadeyle uygulamalar
enfeksiyon gelisimi, kararma ve saglikli
gelisen bitki oranlari izerinde buiytk ve farkh
etkiler yapmaislardir.

En cok enfeksiyon gelisimi, denemede kontrol
olarak yer alan ve herhangi bir enfeksiyon
gelisimini engelleyici madde ilave edilmemis
olan MS besin ortaminda olmustur (bu or-
tamlarda bulunan strgtin uclarmin %74tnde
enfeksiyon gelismistir). Bununla birlikte en-
feksiyon gelisimini engelleyici madde icerme-
yen bu ortam ayni zamanda en az kararma-
larin goéruldiga ortam olmustur (%42). Ancak
buna ragmen enfeksiyonlarin fazlalihgindan
dolayr saglikli gelisen bitki sayisi en dustik
ortamdir (%21).

Besin ortaminda sodyum hipoklorit ve
Huwasan® ilave edildiginde enfeksiyon oran-
lar1 dismus (sirasiwyla %33 ve %22), ancak
kararmalar cok yiksek diizeyde seyrettigi icin
(sirasiyla %78 ve %83) saglikli gelisen bitki
oranlar1 yine de dustk kalmistir (sirasiyla
%22 ve %23). MS besin ortamlarina sodyum
hipoklorit ve Huwasan® katilmasiyla enfeksi-
yon gelisimini kontrole gore o6nemli o6l¢ctide
azaltmak mumkuindtr. Ancak kararmalardan
meydana gelen kayiplar da dikkate alindigin-
da, sodyum hipoklorit ve Huwasan®1li ortam-
larda saglikli gelisen bitki oranlar:1 temel MS
iceren kontrol besin ortamlarindaki kadar

diustik kalmaktadir (Sodyum hipoklorit,
Huwasan® ve temel MS ortamlarinda saglikli
gelisen bitki oranlar1 ayni istatistik gruptadir).
Diger bir ifadeyle, temel MS ortamlarindaki
kayiplar buytk o6lctide enfeksiyon gelisimin-
den dolayr meydana gelirken, sodyum hipok-
lorit ve Huwasan®l ortamlardaki kayiplar,
enfeksiyon gelisimlerinden c¢ok kararmalara
atfedilebilmektedir.
Cizelge 2. Kulttir ortamina dogrudan ilave edilen enfeksiyon
gelisimini engelleyici bazi maddelerin enginar

stirglin uclarinda enfeksiyon gelisimi, kararma
ve saglikli gelisen bitki orani tizerine etkileri.

Enfe!-:sriy?n Kararma :21%1;1:11:
Ortam ge11°§1m1 (%) bitki
(%) (%)
Rifampicin 43 b 50 b 51b
Sodyum hipoklorit 33c 78 a 22 ¢
Huwasan® 22d 83 a 23 ¢
GUmus nitrat 33c¢c 44 c 61 a
MS kontrol) 74 a 42 ¢ 21 c
Genel ortalama 41 59 36
Calismada gumus nitrat katilan besin

ortamlari, sadece %33 enfeksiyon gelisimi ile
denemenin en az enfeksiyon gelisimi gézlenen
ortamlarindan olmustur (bu konuda Huwasan®h
besin ortamlar1 kadar olmasa da sodyum
hipokloritli ortamlar kadar basariidirlar). Ancak
gumus nitrath ortamlar sodyum hipokloritli
ve Huwasan®li besin ortamlarinin aksine-
kararma sorunlarinin da en dustk seviyede
kaldig1 ortamlardir (glimuis nitratli ortamlar,
temel MS kontrol besin ortami ile bu bakim-
dan ayni istatistiksel grupta yer almislardir).
GUmus nitrath besin ortamlari, %61 saglikli
gelisen bitki sayist ile denemede en fazla
sayida saglikli bitkicigin elde edilmesine ola-
nak veren ortamlar olarak belirlenmistir.

GUumus nitrat katilan ortamlar kadar olmasa
da, calismada saglkli bitkiciklerin elde edil-
mesi bakimindan basarili olan diger bir ortam
ise rifampicin’li ortamlardir. Bu antibiyotigin
bulundugu besin ortamlarinda, sodyum hipo-
klorit, Huwasan® veya temel MS iceren besin
ortamlarinin aksine, daha fazla sayida saglikli
bitkicikler elde edilmistir.
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Sodyum hipoklorit ve Huwasan®li ortamlar-
daki kayiplar kararmalara atfedilebilirken,
rifampicin ve gUmus nitrath ortamlarda
meydana gelen kayiplar, hem enfeksiyonlara
hem de kararmalara atfedilebilmektedir.

TARTISMA

Calisma kapsaminda yUrttilen Deneme 1 ve
Deneme 2’nin birbiri ile kombine edilmeyip
ayri ayr1 yurutdlmesinin iki ana nedeni
vardir. Oncelikle, Deneme 1 ve Deneme 2’de
uygulanan faktérlerin bitin kombinasyon-
larda denenmesinin bir gerekliliginin olmadi-
gina kanaat getirilmistir. Ctinkii sterilizasyon
asamasinda yapilan islemler orada bitmekte
ve etkileri daha sonraki asamada kudltar
ortamindaki enfeksiyonlar1 engellemeye kadar
gitmemektedir. Sterilize edildikten sonra
strglnler steril saf su ile iyice durulandik-
larindan, sterilizasyon isleminin etkilerinin
ileriki asamalara yansimasini beklemek gercekci
degildir (Ancora ve ark. 1981). ik denemenin
amaci enfeksiyon gelisimine neden olan canli-
larin yok edilmesi iken, Deneme 2’nin konu-
su, -varsa- kalan patojenlere mutidahale etmek
ve bunlarin kultir ortaminda kendilerini
gostermelerini engellemektir. Bu bakimdan,
Deneme 1’den elde edilen olumlu bulgularin
(%6lik Captan uygulamasinin ardindan %0.51ik
sodyum hipoklorit ile sterilizasyon) Deneme
2’de kullanilmasi ile enfeksiyon gelisiminin
daha da asag cekilebilecegi distinulmustuir.
iki ayr1 deneme kurulmasinin diger bir nedeni
ise, her iki deneme kombine edildiklerinde;
kultar, yer, zaman, is glicli ve masraflar
bakimindan meydana gelen btiyltk artistir.

Doku kultirt yéntemi kaltir bitkilerine ait
ticari cesitlerin cok sayida ve birérnek cogal-
tim1 icin buyuk avantajlar saglamaktadir
(Moncousin, 1981). Bununla birlikte bu
teknigin uygulama asamasinda enginar da dahil
olmak Uzere bazi bitkilerde Ozellikle enfeksi-
yon ve kararma problemleri buytk sorun
yaratmaktadir. Bircok arastirmaci besin orta-
minda enfeksiyon gelisimlerine neden olan
sayisiz mikroorganizmadan s6z etmektedir
(Moncousin, 1981; Ancora, 1986; Rossi ve de
Paoli, 1992) ve bunlarin biiytik cogunlugunun
ekim sirasinda yapilan hatalarla degil,

baslangic materyali ile besin ortamina tasin-
dig1 bilinmektedir (Cassells, 2001). Penalver
ve ark. (1994) besin ortaminda sorun yaratan
bakteri tirlerinin blyltk cogunlugunun kul-
trin daha baslangic asamalarinda kendile-
rini belli eden gram-negatif bakteriler oldugu-
nu bildirmektedirler. Buna karsin aseptik
kulttrlerde cok daha seyrek goézlenen gram-
pozitif bakteriler, genellikle kilttirtin ilerleyen
safhalarinda, alt kulttrle birlikte gortilmek-
tedir (Leifert ve Cassells, 2001). Bu bilgi ayni
zamanda, bu calismada kultir sUresinin iki
hafta ile sinirlandirilmasinin da nedenidir.

Bu calismada, dokulardaki kararma olayini
g6z ardi ettigimizde, Deneme 1 genelinde %44
oraninda temiz bitkiciklerin elde edilmesi
Rossi ve de Paoli (1992)’nin yine enginardaki
bulgularina c¢ok benzemektedir. Ancak bu
arastirmacilar, bu oranda enfeksiyonsuz enginar
bitkicigi elde edebilmek icin strgunleri, bize
gore daha ylksek konsantrasyonda (%2-3) ve
daha uzun sure (20 dakika) sodyum hipo-
klorit ¢ozeltisi ile muamele etmislerdir. Ayrica
yine bu denemede sodyum hipoklorit, Huwasan®
ve hidrojen peroksitin toprakta biytimus enginar
strglnlerinin in vitro ktlttrinde enfeksiyon-
lar1 engellemek bakimindan yakin etkilerde
bulunmus olmalari, enginar disinda baz ttirlerde
calisan arastirmacilan desteklemektedir (Block
ve Lankes, 1995; Cassells, 2001; Puchooa,
2004; Teixeira ve ark. 2006). Diger baz
calismalarda da oldugu gibi, bu calismada da
asir1 derecede cevre kirliligine neden olmasi
bakimindan civa kloride sterilizant olarak yer
verilmemistir (Xu ve ark. 2004).

Baslangic materyalinin gecmisinde yetistigi
yerde toprakla temas etmis olmas: steril besin
ortaminda enfeksiyon cikma riskini daha da
arttirmaktadir (lapichino, 1996). Bu bakimdan
Josekutty ve ark. (2003) muz bitkisi Uizerine
gerceklestirdikleri  calismalarinda  toprak
kaynakli materyalin hentiz daha bahcedeyken
diizenli pestisit ile muamele edilmesinin
yararindan s6z etmektedir. Arastirmacilar bu
sekilde in vitro ktiltir ortaminda %90 seviye-
sinde seyreden enfeksiyon oranini %50’lere
kadar dusurebildiklerini bildirmislerdir. Bu
calismada benzer bir etkiye bahcede degil
ama sterilizasyon islemi sirasinda ek bir
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asama olarak Captan fungisiti uygulanmasi
ile ulasilmistir (Schneider, 2005). Bu calisma
sonuclarina goére, tarlada herhangi bir
fungisit uygulamasi1 yapmadan butltin islemi
doku kultirtine aktarmanin mimkin olacag:
gosterilmistir.

Steril besin ortaminda karsilasilan enfeksi-
yonlarin cogu endofitik bakterilerden yada
yuzey dezenfeksiyonuna dayanikli olan mikro-
organizmalarla bulasik olan baslangic mater-
yallerinden kaynaklanmaktadir (Penalver ve
ark. 1994; Cassells, 2001). Her iki sorunla da,
ne kadar siddetli yapilirsa yapilsin strgin-
lerin sterilizasyonu asamasinda bas etmek
mumkin degildir ve bir kisim patojenler
mutlaka kulttir ortamina ge¢mektedirler. Bu
bilgilerden hareketle, baslangic asamasinda
sterilizasyon isleminin daha siddetli yapilma-
sinin da bir anlami1 yoktur. Ctinkt bu islemi
daha siddetli hale getirmek, dokularda daha
buytk bir hasar yaratmaktan oOteye gitmeye-
cektir. Bu da dokularin, enfeksiyondan olma-
sa da kararmalardan dolayi canliligini yitir-
mesi anlamina gelmektedir. Bu durum ayrica,
bu konuda mevcut tekniklerle daha buytk bir

ilerlemenin saglanamayacagina da isaret
etmektedir.
Edinilen bu  Dbilgiler 1s181nda, ortamda

bulunsalar dahi enfeksiyonlarin gelisimlerini
engelleyici bazi maddelerin dogrudan kulttir
ortamina katildiklar Deneme 2’nin
kurulmasina karar verilmistir. Antibiyotik ve
sterilizant gibi maddelerin dogrudan ortama
ilave edilerek kullanimlarinin enfeksiyonlara
karst basvurulan etkin bir yontem oldugu
bircok arastirmaci tarafindan bildirilmistir
(Keskitalo, 1999; Cassells, 2001). Ortama ilave
edilen bu maddeler, enfeksiyon kaynagini yok
etmektense, bunu baskilayarak kulttir bitkile-
rin saglikli bir sekilde buytmesine olanak
saglamaktadirlar. Ancak antibiyotik ve gimus
nitrat gibi, etkinlikleri belli bir stre ile sinirl
olan maddelerin bu stirenin asilmasi ile bir-
likte ortamlarda enfeksiyon gelisimine rastla-
nildigi da bilinmektedir (Keskitalo, 1999;
Teixeira ve ark. 2006).

Deneme 2’de en cok enfeksiyon gelisiminin,
denemenin kontrolli olan temel MS besin

ortaminda gerceklesmesi (bu ortamlardaki
strglin uclarinin %74’Gnde enfeksiyon gelis-
mistir), ortama enfeksiyon gelisimini engelle-
yen bir maddenin ilave edilmesinin gereklili-
ginin de bir gostergesi olmustur. Ayrica, en az
kararmalarin temel MS besin ortaminda
gorilmesi (%42), ortama ilave edilen her bir
maddenin surglin ucglarinda yeni bir stres
kaynagi oldugunun da bir gostergesidir. In
vitrooda meydana gelen kararmalar, enginar
da dahil olmak tizere ananas, muz gibi fenolik
bilesikler bakimindan zengin bircok turlerde
dokularin canliigini yitirmesine neden
olmaktadir (Ancora ve ark. 1981; Block ve
Lankes, 1995; Josekutty ve ark. 2003;
Puchooa, 2004; Teixeira ve ark. 2006).

Bu calismanin sonuclarina gore kararmalar
dikkate alindiginda, enginar sterilizasyonun-
da kullanilmasi daha anlaml iki sterilizantin
sodyum hipoklorit ve kismen de Huwasan®
oldugu sonucuna varilmistir. Her iki sterilizant
uygulanmasiyla elde edilen saglkli bitki
sayillari bakimindan bir fark goértlmemistir
(%36). Bununla birlikte, mevcut calismada
Deneme 2%ye gecildiginde kullanilmaya devam
edilen sterilizasyon ajani sodyum hipoklorit
olmustur. Bunun nedeni bu bilesigin piyasada
kolaylikla bulunabilmesidir. Ayrica, sterilizas-
yon icin 6zel olarak gelistirilmis bir ticari bir
preparat olan Huwasan®in temin edilmesi de
masraflidir.

Arastirmacilar 6zellikle antibiyotik kullanimin
fitotoksik etkilerinden ve dokularda kararma-
y1 arttirdigindan s6z etmektedirler (Ancora ve
ark. 1981; Moncousin, 1981; Block ve
Lankes, 1995). Ancak bizim calismamizda,
dokularda o6nemli 6l¢ctide kararmaya neden
olmakla beraber (rifampicin iceren ortamdaki
stirgiin uclarinin %50’si kararmistir), en cok
strese ve kararmaya neden olan ortamlar
antibiyotikli ortamlar degildir. Deneme 2’nin
sonuclart incelendiginde, sodyum hipoklorit
ve Huwasan®h ortamlarda dokularin antibiyotikli
ortama goére cok daha fazla karardiklar:
gortulmustir (bu ortamlarda stirgtin uglarinda
sirasiyla %78 ve %83 kararma olmustur).
Denemede en az kararmanin ve en cok sayida
saglikll bitki gelisiminin gimus nitrat kulla-
nim1 ile elde edilmis olmasi (kararma orani
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%42, saglikli gelisen bitki %61), ananas, elma
gibi farkh ttirlerden elde ettikleri bulgularla
uyum icerisindedir (Keskitalo, 1999; Block ve
Lankes, 1995; Cassells, 2001; Josekutty ve
ark. 2003; Teixeira ve ark. 2006).

Ticari Huwasan® sterilizanti, gimuUs nitrat ve
hidrojen peroksit icermekte olan bir bilesime
sahiptir (Cassells, 2001; Teixeira ve ark.
2006). Bulgulardan anlasilacagi gibi gimus
nitratin ortama ilave edilerek kullanildigi Deneme
2’de herhangi bir fitotoksit etkiye rastlanma-
mistir. Bu durum, c¢alismada Huwasan®
kullaniminda artan kararma oraninin buyik
o6lctiide Huwasan®1n icerdigi hidrojen peroksit
bilesimine bagli oldugunu distindUrtmustir.
Sonucta kararma olay1 fenolik maddelerin
oksitlenmesine bagl olarak gelisen bir olaydir
ve oksijen icerigine sahip olan sterilizant
maddelerin bu oksitlenme olayini hizlandira-
rak dokulardaki kararmay: arttirdigi duisu-
nulmektedir. Puchooa (2004)’da hidrojen pe-
roksitin sodyum hipoklorit’e gére dokularda
daha buytdk bir hasara neden oldugunu ve
buna bagh olarak kararmalarin arttigini
belirtmektedir. Ayrica hidrojen peroksitin
dokulardan yikanmasi da kolay degildir
(Puchooa, 2004).

SONUC

Bu calismaya gore, 10 dakika streyle %6’lik
Captan ve ardindan yine 10 dakika stireyle
%0.5lik sodyum hipoklorit uygulamas: ile
sterilize edilen enginar sltrglin uclarinin
100 mgl! gimls nitrat iceren ortama
dikilmeleri saglikli gelisen bitkiciklerin elde
edilmesi bakimindan en iyi sonucu vermektedir.
Bu calismanin bulgularina goére, bu yol izlenerek
steril kosullarda kiilttire alinan enginar surgin
uclarinin %6171 saghkl bitkicikler olusturmustur.

KAYNAKLAR

Bu basari, incelenen literattirde rastlanan en
yuksek rakamdir. Ancak buna ragmen heniiz
mukemmel bir prosediirden s6z etmek mum-
ktin degildir. Ustelik bircok arastir-macinin,
kulturlerde gorilen enfeksiyonlarin endofitik
yada ylzey sterilizasyonuna dayanikli bakte-
rilerden kaynaklandigi konusundaki uyarila-
n1 dikkate alinacak olursa, mevcut yoéntemler-
le enfeksiyon sorununun bitkilere zarar
vermeden daha da dusurdlmesine olanak
yoktur. Bu nedenle gelecekte daha inovatif
yaklasimlarin denenmesi yerinde olacaktir.

Ayrica calismada, ortama katilan farkh
maddelerin tek baslarina etkilerine bakilmis
ancak bunlarin bir kombinasyonun denen-
mesi yoluna gidilmemistir. Huwasan®’1n
hidrojen peroksit (570g 1-1) ve kolloit gliimus
(0,36g 1-1) iceren ticari degerde bir karisim
oldugu g6z Onltine alinirsa, bdyle bir
yaklasimin yeni bulgularin elde edilmesine
olanak verebilecegi g6z ardi edilmemelidir.
Ayrica polyvinyl pyrolidone (PVP) ve aktif
karbon (AC) gibi bazi fenol tutucularin da
polifenol bilesiklerini tutarak ve sentezlen-
melerini yavaslatarak doku kararmalarinin
o6ntine gectigi bilinmektedir. Ancak bu bilesikler,
ortama katilan enfeksiyon gelisimini engelleyici
maddelerin dokularda neden olduklar: stresi
maskelemeleri s6z konusu oldugundan mevcut
bu calismada kullanilmamistir. Bununla
beraber, besin ortamina bu bilesiklerin de
katilmasiyla, kararma sorunundan kaynak-
lanan kayiplarin daha da dustrtlmesinin
mumkin olacagl tahmin edilmektedir.
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