ANADOLU, J. of AARI
7(2) 1997, 41 - 50
MARA

ANASON (Pimpinella anisum L.) VE PAMUK (Gossypium hirsutum L)
TOHUMLARININ IN VITRO ORTAMDA STERILIZASYONU
UZERINDE BIR ARASTIRMA
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OZ: In vitro kiiltiir konusunda saglanan tiim gelismelere karsin, bagarinin kosullar arasinda canlt
materyalin, ekipmanin ve besi ortamimin sterilizasyonu énemli bir yere sahiptir. Bu amagla tohum
sterilizasyonunda en yaygin kullanilan kimyasal maddelerden birisi ise, sodyum hipoklorittir. Bu ¢alismada
anason (Pimpinella anisum L.) ve pamuk (Gossypium hirsutum L.) tohumlarinin sterilizasyonunda sodyum
hipoklorit' in dort farkly konsantrasyonu (% 3, 6, 9 ve 12) ile ii¢ farkl uygulama siiresi (2, 5 ve 10 dakika)
denenmistir. Sonuglar, ¢ozelti konsantrasyonu ile uygulama siiresinin sterilizasyon Ttizerinde ¢ok etkili
oldugunu (P < 0,001) gostermisgtir.

Anahtar sozciikler: Anason, pamuk, in vitro kiiltiir, sterilizasyon.

AN INVESTIGATION ON IN VITRO STERILISATION OF SEEDS OF
ANISE (Pimpinella anisum L.) AND COTTON
(Gossypium hirsutum L.) PLANTS

ABSTRACT: It has been well known that sterilisation of medium, equipment and lived material
has a big importance for in vitro culture studies, although there has potential developments in this field. For
this purpose, Na-hypochlorid is one of the chemicals used for sterilisation of seed. In this investigation for
sterilisation of the seed of anise (Pimpinella anisum L.) and cotton (Gossypium hirsutum L.) plants, four
different concentrations of Na-hypochlorid (3, 6, 9 and 12 %) were applied for three different application
period (2, 5, 10 minutes). According to the results, it has been revealed that the length of application period
and concentrations of solutions were effective (P < 0.001) on sterilisation.

Keywords: Anise, cotton, in vitro culture, sterilisation.

GIRIS

Biyoloji alaninda doku kiiltiiriiniin, yada bagka bir deyisle, doku yetistiriciliginin
tarihgesi oldukga eskidir ve temeli Schleiden ve Schwann' m 1938 ve 1939 yillarinda
ortaya attiklar1 "hiicre kurami" na dayanmaktadir. Bu kuram iki hipotezi igermektedir ki,
bunlardan ilki "tiim hiicrelerin kuramsal olarak ayni degerde olmalar1", ikincisi ise "tlim
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hiicrelerin otonom (6zerk) fizyolojik birimler olarak kabul edilmeleridir" (Gautheret,
1982).

ilk kez Haberlandt, 1902 yilinda bitkilerden izole edilmis vegetatif hiicrelerin
elementer organizmalar gibi fonksiyon gorebilme yeteneklerini incelemeye, boylece
yiiksek bitkilerin tiim hiicreleri i¢in tahmin edilen totipotensi yetenegini deneysel olarak
gostermeye ve hiicrelerin dogal dis faktdrlerin etkisi olmaksizin farklilagtiklari
bicimindeki goriislerin dogrulugunu saptamaya calismustir. Bu amagla Ornithogalum ve
Tradescantia gibi bitkilerin yaprak palizat dokular1 ile parankima ve epidermis
dokularinin kiiltiire alindigi c¢aligmada hiicre ve dokularin bir siire yasamasi ve
uzunlamasina biiylimesi saglanmigsa da, herhangi bir hiicre boliinmesi gozlenmemistir
(Hartmann ve Kester, 1975).

Bu konuda ilk uygulama 1922 yilinda W.J. Robbins ve W. Kotte tarafindan
yapilmig; arastiricilar fide koklerinin uglarindan aldiklari pargalari sivi besin ortaminda
kiiltiire almuslardir. Sonugta bu tiir ¢aligmalarda basarili sonuglarin ancak steril kosullarda
alinabilecegini gostermislerdir (Goniilsen, 1987).

Daha sonra White (1934), domatesin kok uglarini seker, organik tuz ve bira
mayas1 iceren besin ortaminda aktif olarak gelistirmeyi basarmistir. Ayni donemde
Gautheret (1934), aseptik kosullarda bir¢ok agacin (Populus nigra, Salix capraea v.b.)
kambiyumlarindan yaptig1 kiiltiirlerde gelismeler saptamustir.

Bu ilk ¢aligmalardan giiniimiize degin epey yol alinmis; diinyada W.J. Robbins,
W. Kotte, G. Haberlandt, L. Knudson, P.R. White, R.J. Gautheret, F. Skoog, G. Morel, J.
van Owerbach, M.E.Lonkin ve L. Nickell gibi arastiricilarin ¢abalariyla doku kiiltiirii
alaninda Onemli gelismeler saglanmistir. Konuya olan ilgi iilkemizde de giderek
artmaktadir.

Doku kiiltiirii tekniginin basar1 kosullari arasinda besin ortamlarinin, kiiltiir
kaplarinin ve bitki materyalinin sterilizasyonu o6nemli bir yere sahiptir. Dokunun
bulundugu kiiltir ortamma diigen bir spor, dehal bir misel yada bakteri Kkitlesi
olusturmakta ve dokunun Oliimiine yol agmaktadir. Sporlarin tahribi ise; sicaklik,
kimyasal ajanlar, antibiyotikler ve steril filtrasyon gibi ydntemler yardimiyla
saglanabilmektedir.

Sicaklik uygulamasi genellikle besin ortamlariyla kiiltiir kaplarinin sterilizasyonu

icin Onerilmektedir (Krieg ve ark., 1986). Ancak besin ortamu sicakliga duyarli maddeleri
iceriyorsa, otoklavlama yerine steril filtrasyon yontemi yeglenmektedir. Kimyasal ajanlar
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ise, cogunlukla kiiltiire alinacak dokularin yer aldig: bitki organlarinin sterilizasyonunda
kullanilmaktadir.

Farkli etki mekanizmalarina sahip olan kimyasal ajanlarda aranan kimi ortak
ozellikler arasinda en Onemlileri; gilivenilir, irreversibl (geri doniisiimsiiz) bir etki
mekanizmasina ve genig bir etki spektrumuna sahip olmalari, stabilite ve ekonomikliktir
(Grossgebauer, 1981).

Bunlar arasinda o6zellikle hipohalojen asitleri ve bunlarin tuzlari ilk akla
gelenlerdir. Ornegin hipoklorit ve hipobromit gibi. Ancak klorlu ve bromlu su da ayni
islevi gorebilmektedir. Cilinkii halojenler sulu ¢6zeltilerde hipohalojenit ve halojenitlere
ayrilmaktadirlar.

Bu tip kimyasal sterilizasyonlarin temeli, ¢ozeltilerde yer alan maddelerin,
hiicrenin biiylimesini ve dokunun gelismesini Onleyecek zehirli artiklar birakmadan
pargalanmasina dayanmaktadir.

Sterilizasyon maddelerinde aranan bir baska ozellik de, bitki materyalinden
kolayca uzaklastirilabilir 6zellikte olmalaridir. Ciinkii bunun i¢in materyalin steril saf su
ile tekrar tekrar yikanmasi gerekmektedir (Pierik, 1987).

Sterilizasyon olayinda bitkinin yapisal &zellikleri, eksplantin cinsi, ¢aligmanin
amaci, kullanilan maddenin 6zellikleri ve uygulama siiresi gibi ¢ok cesitli faktorler etkili
oldugundan; hangi bitki i¢in hangi yontemin, hangi maddenin, hangi konsantrasyonda ve
ne kadar silireyle uygulanmasi gerektigi, ancak kapsamli aragtirmalarla ortaya
konabilmektedir.

Bu tiir sterilizasyon maddeleri arasinda yer alan ve aragtirmamizda da denenen
sodyum hipoklorit (NaOCl), giinlimiizde evlerde, hastanelerde, restoranlarda ve turistik
tesislerde icme sularmmin ve yiizme havuzlarinin dezenfeksiyonunda yaygin bigimde
kullanilmaktadir (Block, 1983). Ancak stabilitesi 151k, sicaklik, konsantrasyon ve pH
derecesi gibi faktorlere bagl olarak degismektedir (Wallhduser, 1978). Bu nedenle de,
calismamizda pamuk (Gossypium hirsutum L.) ve anason (Pimpinella anisum L.) gibi
ekonomik 6nemi olan iki bitkide kullanilma olanaklar1 arastirilirken, sodyum hipoklori-tin
farkli konsantrasyonlari, farkli uygulama siireleri ile birlikte denenmistir.

MATERYAL VE METOT
Calisma ile ilgili denemeler, 1993 yilinda Federal Almanya'da Hannover

Universitesi Siis Bitkileri Yetistirme Enstitiisii Laboratuvarlarinda yiiriitiilmiis, bitki
materyali olarak Tiirkiye i¢in ekonomik 6nemi olan anason (Pimpinella anisum L.) ' un
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Burdur ekotipi ile pamuk (Gossypium hirsutum L.) ' un Nazilli 87 ¢esidinin tohumlar1
kullanilmastir.

Tohum sterilizasyonu i¢in kimyasal madde olarak sodyum hipoklorit (NaOCIl),
cimlendirme caligmalarinda besin ortamu olarak ise MS (Murashige ve Skoog, 1962)
secilmistir.

Pamuk tohumlarinin disin1 kaplayan hav tabakasi, MS ortaminda mantar ve
bakteri gelisimini kolaylagtirdigindan, dnce derisik siilfiirik asit (HpSO4) ile muamele
edilerek, olabildigince yok edilmistir. Tohumlarin testast uzun siireli silflirik asit
uygulamasindan zarar gordiigii i¢in, asitte birakma siiresi yavas yavas arttirilmig ve
maksimum dokuz dakikaya kadar uzatilmigtir. Silftirik asitten cikarildiktan sonra bes
dakika siireyle, otoklavlanmis saf su ile yikanip siizilen tohumlar farkli
konsantrasyonlardaki (% 3, 6, 9, 12' lik) NaOClI ¢ozeltisine alinmiglardir. Ayrica ¢ozelti
icine Tween 20 (1-2 damla) eklenmistir (Meyer, 1976; Fonnesbech ve Fonnesbech, 1979;
Smith ve Nightingale, 1979; Tanaka ve Sakanishi, 1978). Farkli siireler (2, 5 ve 10
dakika) bu ¢ozelti igersinde bekletilen tohumlar, ¢ozeltiden alindiktan sonra bes dakika
stireyle otoklavlanmis saf su ile iyice yikanarak MS besin ortamina alinmiglardir.

Anason tohumlarinin sterilizasyonunda da, siilfiirik asit uygulamasi disinda
timiyle ayn1 yol izlenmistir.

Kiiltiir odasinda sicaklik 25°C'ye ayarlanmis, 16 saat 151k + 8 saat karanlik
donemi kapsayan bir aydinlanma programi uygulanmustir.

Besin ortaminda kaldiklar1 siire icinde tohumlarin c¢imlenmeleri 24 saatlik
araliklarla izlenmig ve her kontrolde her grupta ¢imlenmis olan saglikli tohum sayilar1 not
edilmistir. En son ¢imlenen tohumdan sonra 10 giin siireyle hi¢ ¢cimlenme gdzlenmeyen
gruplarda deneme sona ermistir.

Denemeler; her muamele grubunda yiizer tohumla, her muamele beser tekerriirlii
olacak sekilde ve faktdriyel diizende tesadiif parselleri deneme desenine uygun olarak
yurtitilmistiir. Arastirma sonuglari, Genstat 5 Release 1.2 (IBM / CMS) paket programi
kullanilarak degerlendirilmis; kimyasal madde (NaOCI) konsantrasyonu ile uygulama
siiresinin sterilizasyon orani iizerindeki etkileri, variyans analizi yontemi ile aragtirilmigtir
(Schuster ve Lochow, 1992). Muamele gruplar: arasinda saglikli ¢cimlenen tohum oranlari
bakimindan gozlenen farklarin 6nem dereceleri ise, her iki faktor i¢in bitki gruplarinda
ayr1 ayr1 hesaplanan EKOF (En kiigiik 6nemli fark) degerleri ile karsilastirilarak kontrol
edilmistir (Piiskiilcii ve Tkiz, 1986).

BULGULAR VE TARTISMA
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Daha 6nce de deginildigi gibi, sterilizasyon maddesi olarak genis kullanim alani
bulan sodyum hipoklorit, sar1 renkli ve kendine 6zgii yakici kokusu olan bir bilesiktir.
Stabilitesi ve etkisi gesitli faktorlere bagli olarak degismektedir. Calismamizda anason ve
pamuk tohumlarinin sterilizasyonunda dort farkli sodyum hipoklorit konsantrasyonu ile ii¢
farkli uygulama siiresi denenmistir.

Aragstirma sonuglaria gore pamuk tohumlari arasinda en etkili sterilizasyon, %
6' ik NaOCl c¢ozeltisinde 10 dakika bekletilen grupta gerceklesmis ve tohumlarin
ortalama % 78.6 ' s1 saglikli ¢cimlenmistir. Bu grubu daha sonra % 9' luk NaOCl ile 10 da-
kika muamele edilen grup izlemistir (Cizelge 1). Pamuk tohumlar1 arasinda tim
konsantrasyonlarda iki dakika bekletilen gruplardaki tohumlarin hemen hemen tiimii, MS
besin ortamina tasindiktan ¢ok kisa bir siire sonra enfekte oldugundan, iki dakikalik
sterilizasyondan vaz gecilmis ve denemeye kalan iki sterilizasyon siiresi (5 ve 10 dakika)
ile devam edilmistir.

Cizelge 1. Pamuk tohumlarinin degisik NaOCl konsantrasyonlarinda ve uygulama
stirelerinde ¢imlenme oranlar (%).

Table 1. Seeding rate of cotton seeds in different NaOCl concentrations and application
periods. (%)

Uygulama siireleri (Application period)
NaOCl konsantrasyonu (%)
5 Dakika (5 min.) 10 Dakika(10 min.) | Ortalama(mean)

3 52,6 67,8 6,02

6 61,8 78,6 70,2

9 64,0 73,2 68,6

12 65,6 61,6 63,6
Ortalama(mean) 61,0 70,3

LSD (0,001) kons. (conc.) : 2,093 ; siire (period) : 1,480

Uygulanan varyans analizi sonuglarina gore (Cizelge 2), NaOCl konsantrasyonu
ile uygulama siiresinin, pamuk tohumlarinin sterilizasyonu, yani saglikli olarak ¢cimlenen
tohum oranlari iizerindeki etkileri istatistik olarak ¢ok dnemlidir (P<0,001).

Dort degisik konsantrasyonda ve iki farkli stirede bekletilen tohum gruplarinin
saglikli olarak ¢imlenen ortalama tohum oranlar1 arasindaki farklar, her iki faktor icin ayri
ayr1 hesaplanan EKOF degerleri ile karsilastirildiginda; ayricaliksiz hepsinin istatistik
olarak yine ¢ok dnemli (P<0,001) olduklar1 goriilmiistiir.

Cizelge 2. Pamuk tohumlarinda NaOCl konsantrasyonu ve uygulama siiresinin
sterilizasyon orani {lizerine etkileri.
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Table 2. The effect of NaOCI concentration and application period on the sterilisation
rate of Cotton plant seeds.

Kareler
Varyasyon kaynagi S.D. ortalamast
Source of variation D.F. Mean square F
Konsantrasyon (conc.) 3 211,033 126,94 ***
Lin. 1 36,980 22,24 Hxx
Quad. 1 562,500 338,35 xwx*
Cub. 1 33,620 20,22 F**
Uygulama siiresi (period) 1 864,900 520,24 *H*
Konsant.X Uyg.Siiresi (conc. x per.) 3 669,900 134,32 ***
Lin.Uyg.Stiresi 1 531,380 319,63 ***
Quad.Uyg.Siiresi 1 36,900 82,35 xdx*
Cub.Uyg.Siiresi 1 1,620 0,97
Hata (Error) 32 53,200
Genel 39 2221,100
ik P<0,001

Yapilan varyans analizi sonuglaria gore (Cizelge 4.), anason tohumlarinda da,
¢Ozeltinin konsantrasyonu ile uygulama siiresinin sterilizasyon orani iizerindeki etkileri,
son derece belirgin ve istatistik olarak ¢ok énemli (P< 0,001)' dir.

Ayrica Cizelge 2 ve 4' te goriildiigii gibi, her iki bitki grubunda da, konsantras-
yon X uygulama siiresi interaksiyonunun linear ve kuadratik etkileri de ¢ok Onemli
(P<0,001) bulunmustur. Anason tohumlarinda en saglikl sterilizasyon % 6 ' lik ¢ozelti-de
bes dakika bekletilen gruplarda, en zayif sterilizasyon ise % 3' liik ¢ozeltide iki dakika
bekletilen gruplarda gézlenmistir (Cizelge 3).

Arastirmamizda her iki bitki grubunda dikkati ¢eken ortak nokta, % 100' lik bir
sterilizasyonun saglanamamis olmasidir. Nitekim ¢esitli aragtiricilarin degisik bitkiler i¢in
bildirdikleri sonuglar da aym niteliktedir. Ornegin Hussey (1975), Hyacinthus' ta
sterilizasyonun ancak % 40-50 oraninda saglanabildigini bildirmektedir.

Cizelge 3. Anason tohumlarmin farkli NaOCl konsantrasyonlarinda ve uygulama
stirelerinde ¢imlenme oranlar (%).
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Table 3. Seeding rate of anise seeds in different NaOCI concentrations and application

periods (%).

NaOCl Uygulama siireleri (Aplication period)
konsantrasyonu Ortalama
concantration 2 Dakika 5 Dakika 10 Dakika Mean

(%)
3 11,6 43,6 58,6 37,9
6 24,0 78,6 69,4 57,3
9 29,8 67,8 65,4 54,3
12 34,2 55,0 58,0 49,0
Ortalama (Mean) 24,9 61,2 62,8
LSD (0,001) kons. (conc.) : 2,281 ; siire (period) : 1,975

Cizelge 4. Anason tohumlarinda NaOCl konsantrasyonu ve uygulama siiresinin
sterilizasyon orani iizerine etkileri.

Table 4. The effect of NaOCI concentration and application period on the sterilisation
rate of Anise seeds.

Varyasyon kaynagi S.D. | Kareler ortalamast F- degeri
Konsantrasyon (conc.) 3 3278,800 346,05 ***
Lin. 1 693,120 219,46 ***
Quad. 1 2281,666 722,43 ***
Cub. 1 304,013 96,26 ***
Uygulama siiresi (period) 2 18427,223 2017,24 ***
Lin. 1 12037,168 3811,24 ***
Quad. 1 6390,051 2023,24 k¥
Konsant. X Uyg.siiresi (conc. x period) 1 089,698 110,27 ***
Lin.Lin. 6 738,309 233,77 F**
Quad.Lin. 1 11,943 3,78
Lin.Quad 1 68,111 21,57 ***
Cub.Lin. 1 0,010 0,00
Quad.Quad. 1 1056,490 334,51 ***
Sapma (Deviation) 1 214,836 68,02 ***
Hata (Error) 48 151,600
Genel 59 23947,332
**% : P<0,001

Girmen ve Zimmer (1988) ise, Galanthus, Leucojum ve Tulipa bitkilerinin farkli
ki-simlarindan alinan eksplantlarda elde edilen sterilizasyon oranlarinin tohumlarinkiler-
den daha diisiik olduguna dikkati ¢ekmektedir. Bu ¢alismada, Galanthus' da tohum-larda
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% 80-90 gibi bir sterilizasyon degerine ulasilirken, bitkinin diger kisimlarindan a-linan
eksplantlarda bu degerin ancak % 50-60 oldugu belirtilmistir. Arastiricilar ayrica diisiik
konsantrasyonlarda sterilizasyonun zayifladigini, yiiksek konsantrasyon ve uzun uygulama
stirelerinde ise, eksplantlarda biiyilk oOlglide bozulmalarin meydana geldigini
bildirmektedirler. Literatiirde yeterli diizeyde sterilizasyon saglayabilen arastiricilardan
birisi Groenewald' dir. Ad1 gegen bilim adami, bu sonuglara; Aloe pretoriensis (Liliaceae)
tohumlarin1 30 dakika siireyle % 5' lik NaOCl ve % 1' lik HgClp' de daha sonra 10 dakika
stireyle Nalauryl siilfatta bekleterek ve dort kez de destile su ile galka-layarak ulastigin
bildirmektedir (Groenewald ve ark., 1975).

Bunlarin diginda diinyada daha bir¢ok bilim adamu ¢esitli bitkilerin farkli organ
ve dokularinda ¢ok cesitli maddeler, yontemler kullanarak sterilizasyonu denemis ve
dogal olarak ¢ok farkli sonuglara ulagmislardir.Ancak ulasilabildigi kadariyla, tilkemiz
icin karakteristik olan anason ve pamukta NaOCl ile yapilmig c¢aligmalara
rastlanamamistir. Bu nedenle de, bulgularimizi karsilastirma olanagi bulunamamustir.
Bununla birlikte elde edilen sonuglara dayanilarak, anason ve pamuk tohumlarinin
sterilizasyonunda uygulanan konsantrasyon ve siireler géz 6niinde bulundurularak NaOCT'
nin basariyla kullanilabilecegi soylenebilir.
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