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OZET

Bu ¢alismada iiziim ¢esitlerinin (Vitis vinifera L.) in vitro hiicre ve doku kiiltiirii mikrogogaltim ¢aligsmalari
icin etkili ylizey sterilizasyon protokoliiniin olusturulmas: amaglanmistir. Calismada Sultani Cekirdeksiz
ve Uslu iiziim gesitleri kullanilmstir. Yiizey sterilizasyon denemelerinde sodyum hipoklorit (NaOCI) ve
%100 dogal su bazli ve %0.015 aktif klor i¢eren ticari s1v1 yiizey dezenfektan1 Actijenin (Natural Protection
System, NPS Biyosidal) farkli konsantrasyonlarinin; farkli siire ve uygulama sekilleri ile in vivo kosullardan
alman yaprak ve siirgiin ucu eksplantlar1 iizerindeki etkisi incelenmistir. Eksplant materyalleri, siirgiin
rejenerasyon ¢aligmalari i¢in 1 mgl™ 6-benzylaminopurine (BAP) iceren Murashige ve Skoog (MS) besin
ortamina aktarildiktan sonra kontaminasyon ve canlilik yiizdesi olarak iki parametrede degerlendirilmistir.
Yapilan siirgiin rejenerasyonu sonunda siirgiin ucu eksplantinda en yiiksek canlilik yiizdesini (%90-92.31)
veren sterilizasyon uygulamasinin %5’lik Actijen ile 5 dk muamele edilmesi oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Vitis vinifera L., eksplant, ylizey sterilizasyonu, in vitro

ESTABLISHMENT OF EXPLANT SURFACE STERILIZATION PROTOCOL IN GRAPES (Vitis
vinifera L.)

ABSTRACT

The aim of this study was established an effective explant surface sterilization protocol for micro
propagation of in vitro cell and tissue culture of grape varieties (Vitis vinifera L.). Sultana and Uslu grape
varieties were used in this study. In surface sterilization experiments, effect of different time and methods
with different concentrations of sodium hypochlorite and commercial liquid floor and surface disinfectant
Actijen (Natural Protection System, NPS Biyosidal) containing 100% natural water based and 0.015%
active chlorine were evaluated on leaf and shoot tips explants derived from in vivo. After explants
transferred on shoot regeneration medium containing 1 mg I* 6-benzylaminopurine (BAP), were evaluted
two parameters as percentage of contamination and viability. At the end of the shoot regeneration, the
highest percentage of viability (90-92.31%) was obtained with treatment of 5% Actijen for 5 min in shoot
tips explant.

Keywords: Vitis vinifera L., explant, surface sterilization, in vitro

GIRIS girerek doku oliimleri, nekrozlar ve gelisim
geriligine neden  olmaktadir.  Eksplant
Bitki doku  kiiltiirii  ¢aligmalarinda  sterilizasyonu in vitro bitki gelisimi i¢in en

hedeflenen basarinin saglanmasi ve saglikli
yeni doku ve bitki materyallerinin elde
edilebilmesi igin baslangic materyalleri yiizey
dezenfeksiyonu ile sekillenmektedir.
Baslangi¢ eksplantlarindan ortama tasian
kontaminasyonlar ile basa g¢ikilamadigi veya
engellenemedigi durumlarda,
mikroorganizmalar canli dokular ile rekabete

onemli baslangic adimidir. Ozellikle in vivo
kaynakli eksplantlar ile baslatilan kiiltiirlerde
kontaminasyon riskinin daha yogun oldugu
goriilmektedir [5, 15].

Asmalarda in vitro c¢alismalarda farkli

sterilizasyon uygulamalar1 denenmis ve
basarilt  uygulamalar  giinlimiize  dek
kullanilmaya  devam  etmistir.  Farkli
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eksplantlarda ortaya ¢ikan viriis, fungus ve
bakteriyel kontaminasyonlar farkli teknik ve
kimyasallar  kullanilarak  uzaklastirilmaya
calisilmistir. Ekpslant yiizey sterilizasyonunda
dezenfektan ¢ozeltilerin  uygulanmasindan
once kullanilan kimyasallardan en 6nemlisi etil
alkoldiir (CHsCH-OH). Etil alkoliin eksplanta
uygulanma siiresi ve yiizdesi eksplant tipine,
genotipe gore degisiklik gostermektedir [16].
Eksplant sterilizasyonundan o6nce belli siire
akan c¢esme suyu altinda bekletme islemi
yapilmaktadir. Asmada ortalama 15 ile 60 dk
zaman araliginda yapilan bu islemin ardindan
steril kabinde siirgiin ucu, lateral tomurcuk,
aksiller tomurcuk, bogum ve petiyol vb.
eksplantlara; 8-10 sn [20], 30 sn [2, 12], 1 dk
[6], 2 dk [19], 3 dk [17] veya 5 dk [7] siire ile
%70’lik etil alkol muamelesi yapilan
caligmalar mevcuttur. Etil alkoliin gii¢lii bir
sterilizasyon  ajani  olmasinin  yaninda
fitotoksik Ozelligi [16] in vitro calismalarin
basarisini engelleyebilmektedir.

Asma in vitro calismalarinda
kontaminasyonun 6nlenmesi i¢in 8—-HQC (8-
hydroxy quinnoline citrate) [18, 3], HgCl [11,
9, 12, 8], NaOCI [10] ve Ca(OCl). (kalsiyum
hipoklorit) gibi hipoklorit tuzunun (HOCI)
gesitli formlar1 [16] su ile seyreltilerek farkli
konsantrasyonlarda kullanilmistir. Bunlarin
icinde asmada en yaygin kullanilan yiizey
dezenfektant sodyum hipoklorit tuzudur.
Hipokloritin bazi bakteri tiirleri i¢in ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile etkili oldugu ifade
edilmistir  [16]. Ancak  basarilhi  bir
dezenfektandan  beklenen  kontaminasyon
riskini diisiirmesinin yaninda eksplant canlilik
yiizdesini en yiiksek oranda korumasidir. Bu
nedenle, yiizey sterilizasyonunda amag;
genotip ve kullanilan eksplant tipi ve alinma
zamanina bagl olarak doku 6limlerini en aza
indiren, canliik oranim1 yiiksek diizeyde
koruyabilen ve uygun konsantrasyonlarda
etkili olan, laboratuvar ve insan sagligina en az
zararli olan dezenfektanlarin kullanilmasidir
[5]. Bu ¢alismanin amaci, asma (Vitis vinifera
L.) yaprak ve siirgiin ucu eksplantlarinin yiizey
sterilizasyonunda NaOCI ve Actijen isimli
ticari dezenfektanin etil alkol kullanilmadan
etkisinin incelenmesi ve ilgili protokoliin
olusturulmasidir.
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MATERYAL VE METOT
Materyal

Calismada asma (Vitis vinifera L.)
genotipleri olarak Sultani Cekirdeksiz ve Uslu
liziim cesitlerinin yaprak ve silirglin ucu
eksplantlar1 iizerinde c¢alisilmistir. Baslangic
materyalleri Ankara Universitesi  Ziraat
Fakiiltesi  Kalecik  Bagcilik  Arastirma
Istasyonunda bulunan Sultani Cekirdeksiz ve
Uslu gesitlerinin  bir yash  dallarindan
hazirlanan ¢eliklerin, iklim odasinda kontrollii
kosullarda siirdiriillmesinden elde edilmistir.
Sicakligin 24+1°C oldugu kosullarda siirgiinler
olugmaya bagladiginda siirgiin ucu ve yaprak
eksplantlar1 alinmugtir.

Eksplant yiizey sterilizasyonu

In vivo kosullarda stirdiirtilmiis siirgiin ucu
ve yaprak eksplantlari 2—-3 damla ticari deterjan
ile yikandiktan sonra yaklasik 3 saat boyunca
akan cesme suyu altinda birakilmistir. Bu

uygulamadan sonra yaprak eksplantlari
asagida verilen yedi farkli sterilizasyon
uygulamasindan U1, U2, U3, U4, U5
uygulamalarina tabii tutulmus; slirglin uc

eksplantlar1 ise US, U6 ve U7 uygulamalarina
gore sterilize edilmistir. Eksplantlar, U1 ve U2
uygulamalarinda etil alkol muamelesinin
ardindan, diger uygulamalarda ise g¢esme
suyundan hemen sonra steril kabine alinarak
farkli konsantrasyonlarda NaOCI ve Actijen
cozeltileri ile muamele gergeklestirilmistir.
Dezenfektan uygulamalar1 agagidaki gibidir:

Ul: 3 saat cesme suyu + %70 etil alkol/30
sn + %10 NaOCI/5 dk + 3x5 dk steril saf su

U2: 3 saat ¢esme suyu + %70 etil alkol/30
sn + %10 NaOCI/10 dk + 3x5 dk steril saf su

U3: 3 saat ¢gesme suyu + %10 NaOCl/10 dk
+ 3x5 dk steril saf su

U4: 3 saat gesme suyu + %10 NaOCl/15 dk
+ 3x5 dk steril saf su

US: 3 saat cesme suyu + %5 Actijen/5 dk +
3x5 dk steril saf su

U6: 3 saat cesme suyu + %10 Actijen/5 dk
+ 3x5 dk steril saf su

U7: 3 saat ¢cesme suyu + %10 Actijen/10
dk+ 3x5 dk steril saf su

Bu yedi uygulama diginda yalnizca Sultani
Cekirdeksiz  ¢esidinde %10’luk  Actijen
¢Ozeltisi her iki eksplanta birkag¢ sn piiskiirtme
seklinde uygulanmigtir. Daha sonra 3x5 dakika
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siire ile otoklavlanmus distile sudan gegirilerek
in vitro kiltiir ortamlar1 i¢in hazir hale
getirilmistir.

Siirgiin rejenerasyonu

Siirgiin ucu rejenerasyonu icin
gerceklestirilen sterilizasyon
uygulamalarindan sonra eksplantlar 32x150
mm capindaki, 20 ml siirgiin rejenerasyon
ortami iceren kiiltiir tiiplerine, her bir kiiltiir
ortaminda bir eksplant olacak sekilde kiiltiire
alinmistir. Besin ortami olarak 1 mg L' BAP
ilave edilmis MS [13] mineral tuzlar1 ve
vitaminlerini i¢eren ortamlar kullanilmistir. Bu
ortama %3 sukroz eklenmis ve %0.7 oraninda

agar ile kati hale getirilmistir. Siirgiin
rejenerasyonu  boyunca  kiiltlir ortamlari
24+1°C’de, 16/8 saat (aydinlik/karanlik)

kosullar1 altinda 2000-2500 liiks fotoperiyoda
sahip iklim kabininde inkiibe edilmistir.
Denemelerde kullanilan tim besin ortamlar
56-5.8 pH (ort. 5.7) degerleri arasinda
hazirlandiktan sonra 121°C’de ve 102.97 kPa
basing altinda 20 dk siiresince otoklavda steril
edilmistir. Besin ortami otoklavlandiktan sonra
ilave edilen BAP ise steril kabinde 0.2
mikrometre ¢apinda filtre siringa kullanilarak
steril hale getirilmistir. 1 ay sonra siirgiin
rejenerasyonu sonucunda kontaminasyon ve
saglikli rejenerasyon sayilar1 belirlenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Asmada in  vitro  doku  kiltiirii
calismalarinda eksplant ve genotipe bagh
sterilizasyon  protokoliiniin  olusturulmasi

kontaminasyonun diislirilmesi ve canlilik
seviyesinin artirilmasi i¢in olduk¢a énemlidir.
Yaprak eksplantinda en iyi canlilik seviyesi etil
alkol  uygulanmamis eksplantlarda %5
Actijenin 5 dk siire uygulamasinda Sultani
Cekirdeksiz ve Uslu iiziim ¢esitlerinde
sirasiyla %100 ve %89 olarak bulunmustur
(Cizelge 1).

Stirgiin ucu eksplant ylizey
sterilizasyonunda her iki ¢esitte de %5 Actijen
cozeltisi 5 dk stire ile %10°luk Actijen ¢ozeltisi
2 farkli siirede (5 ve 10 dk) uygulanmustir.

Stirgin - ucu  eksplantindaki en  diigiik
kontaminasyon etil alkol uygulanmamis
eksplantlarda %5 Actijenin 5 dk siire

uygulamasinda ve her iki ¢esitte de en yliksek
canlilik yiizdesi yaprak eskplantinda da oldugu

gibi yine ayni uygulamada (%5-5 dk) %90—
92.31 oranlarinda bulunmustur (Cizelge 2).
Asmada siirgiin ucu eksplanti ile baglatilan in
vitro caligmalarda eksplant yiizey
sterilizasyonu i¢in cesitli dezenfektanlar farkl
konsantrasyon ve siirelerde kullanilmistir [1, 4,
7,9, 14].

Zhang ve ark. [20], siirglin ucu
eksplantlarin1 30 dk c¢esme suyu altinda
beklettikten sonra %70’lik etil alkolde 8—10 sn
ve ardindan %0.1 HgCl> (civa klortir)
¢ozeltisinde 5-8 dk siire bekletilerek
sterilizasyon islemi yapilmig ve dort farkli
besin ortaminda (2 MS, MS, Gamborg B5 ve
Gansu) kiiltiire alinmustir. Bu ortamlarda ki
canlilik yilizdesi %44.44-75.00 araliginda
belirlenmistir. Bir bagka ¢alismada 5 dk ¢esme
suyu + birkag damla tween 20 ilave edilen
%70’lik etil alkolde 5 dk bekletilen siirgiin ucu
eksplantlar1 daha sonra 5, 10 ve 15 dk %10’luk
NaOCl ile muamele edilmistir. Burada en
yiiksek canlilik yiizdesi (%96.3) 15 dk %10
NaOCl  uygulamasindan elde edildigi
bildirilmistir [7]. Zhang ve ark. [20]
caligmalarinda siirgiin ucu eksplantinda elde
ettigi bulgular bizim bulgularimizdan daha
diisiik iken; Jaskani ve ark.’nin [7] elde ettigi
canlilik yiizdesi bizim ¢alismamiz ile benzerlik
gostermektedir.

Stirglin ucunda yapilan bir diger eksplant
sterilizasyonunda en yiiksek canliligi veren
sterilizasyon yOnteminin ¢esme suyunun
altinda bekletme islemi ve bizim ¢alismamizda
da oldugu gibi etil alkol uygulamasi
yapilmadan %0.1 HgCl. ¢ozeltisinde 10 dk
stire uygulamasida oldugu belirtilmistir [9].
Babalik ve Baydar’in [4] yaptiklar1 ¢calismada
Laslo ve ark.’nin [9] literatiiriinde oldugu gibi
cesme suyu ve etil alkol uygulamas1 olmadan
siirgiin ucu eksplantlariin  birkag damla
%0.01°1ik tween 20 iceren %10’luk NaOCl
cozeltisinde 15 dk siire ile yapilan sterilizasyon
ile farkli igerikteki besin ortamlarina transfer
edildigi ve rejenerasyonun  saglandigi
belirtilmistir. Siirgiin ucu eksplant
sterilizasyonu i¢in bizim ¢aligmamiza en yakin
canlilik ytlizdesini veren (%80) yontem Abido
ve ark.’nmin [1] c¢alisgmasinda bulunmustur.
Abido ve ark. [1] eksplantlar1 24 saat boyunca
¢esme suyu altinda bekletmeden once doku
kararmasini engellemek i¢in 5 x (150 mg 1!
sitrik asit +100 mg I askorbik asit) ¢6zeltisine
batirdiktan sonra rutin eksplant
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sterilizasyonunda olan etil alkol uygulama
adiminm1 atlamis ve birka¢ damla tween 20
iceren 4 farkli konsantrasyondaki (%0.26,
0.52, 0.78 ve 1.05) NaOCl ¢ozeltisinde 4 farkl
stirede  (5-10-15-20 dk) sterilizasyon
uygulamasini gerceklestirmistir. Bu
uygulamalar sonunda en yiliksek canliligin
(%80) NaOCl ¢ozeltisinde (%0.52) 15 dk
bekletme uygulamasinda oldugu bildirilmistir.

%10’luk  Actijen ¢ozeltisinin  her iki
eksplanta puskdirtiilerek uygulandigi

sterilizasyon uygulamasi sonucunda Sultani
Cekirdeksiz g¢esidinde yaprak eksplantindaki
canlilik  yiizdesi daha fazla (%100)
bulunmustur (Cizelge 3). Bu uygulama ile
stirglin ucu eksplantindaki canlilik yiizdesinin
yaprak eksplantina gore daha diisiik olmasinin
nedeninin ise kontaminasyon sonucu degil;
daha yiikksek oranda doku kararmasindan
kaynaklandig1 goriilmiistiir.

Cizelge 1. Sultani Cekirdeksiz ve Uslu gesitlerinde yaprak eksplantinda yiizey sterilizasyon
uygulamalar1 sonucunda kontaminasyon ve canlilik oranlari
Table 1. Contamination and viability rate in leaf explants of Sultana and Uslu cv.

_ Bagslangig¢ eksplant | Kontamine eksplant Kontaminasyon Canli kalan eksplant Canlilik
Uygulama Cesit sayisl say1s1 P sayi1s1 S
. Contamination . Viability
Treatment Genotype Number of initial Number of Number of surviving
; (%) (%)
explant contaminated explant explant
U1 Sultani Cekirdeksiz] 8 - 0 1 12.5
Uslu 8 - 0 1 125
U2 Sultani Cekirdeksiz| 10 - 0 - 0
Uslu 8 - 0 - 0
U3 Sultani Cekirdeksiz| 9 - 0 - 0
Uslu 9 - 0 - 0
U4 Sultani Cekirdeksiz 9 — 0 — 0
Uslu 9 0 - 0
us Sultani Cekirdeksiz 9 — 0 9 100
Uslu 9 1 11.11 8 88.88

Cizelge 2. Sultani Cekirdeksiz ve Uslu cesitlerinde yiizey sterilizasyon sonucunda siirgiin ucu
eksplantinda kontaminasyon ve canlilik orani (%)
Table 2.Contamination and viability rate in shoot tip explants of Sultana and Uslu cv.

Baslangi¢ eksplant | Kontamine eksplant Kontaminasyon Canli kalan eksplant Canlilik
Uygulama Cesit sayist say1st Contamination sayist Viability
Treatment Genotype Number of initial Number of %) Number of surviving %)
explant contaminated explant explant

Us Sultani Cekirdeksiz 10 1 10.00 9 90.00
Uslu 13 1 7.69 12 92.31
Us Sultani Cekirdeksiz 40 4 10.00 34 85.00
Uslu 28 8 28.57 20 72.43
u7 Sultani Cekirdeksiz 49 5 10.20 44 89.79
Uslu 36 7 19.44 29 80.56

Cizelge 3. Sultani Cekirdeksiz ¢esidinde %10’Iuk Actijen ¢dzeltisinin eksplantlara piiskiirtiilerek
uygulandiginda kontaminasyon ve canlilik orani (%)
Table 3. Contamination and viability rate in Actijen (10%) treatments in explants of Sultana cv.

Baslaneic eksplant savist Kontamine eksplant sayisi Kontaminasyon Canli kalan eksplant sayisi| Canlilik
Eksplant s.angie exsp YS! 1 Number of contaminated Contamination Number of surviving | Viability
Number of initial explant
explant (%) explant (%)
Yaprak 15 - 0 15 100
Siirgiin ucu 18 - 0 12 66.67
SONUC kullanilan Actijenin, Sultani Cekirdeksiz ve

Asmada in vitro g¢alismalar kapsaminda
kaynaklarda daha once kullanimi hakkinda
bilgi bulunmayan ve bu c¢alisma ile ilk kez
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Uslu liziim cesitlerinde iyi bir dezenfektan
oldugu ortaya konmustur. Bunun yaninda,
eksplant sterilizasyonunda genellikle
kullanilan ~ NaOCl  dezenfektanm1  yerine
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doku
bazi

Actijenin  kullanilmas1  eksplanttaki
kararmas1 ve doku  oliimlerini
eksplantlarda daha aza indirgemistir.
Calismamizda sterilizasyon asamalarindan
biri olan etil alkolde bekletme uygulamasi
yapilmadan Actijen kullanilmasi ile canlilik
yizdesi  arttinlmisgtir.  10°luk  Actijen
cozeltisinin  her iki eksplanta piiskiirtme
seklinde uygulandiginda yaprak eksplantinda
daha yiiksek canlilik goriilmistiir. Yaprak
eksplantinin kullanildigr in vitro ¢aligmalarda
besin ortami, gevresel faktorler yada eksplant
kaynakli meydana gelen bir kontaminasyon
durumunda eksplantin devamliligini saglamak
icin %10’luk Actijen ¢ozeltisinin
puskiirtiilerek uygulanmasi ile
kontaminasyonun ortadan kaldirilabilecegi ya
da baskilanabilecegi diisiiniilmektedir.
Geligtirilen bu protokol ve bulgularin
asmada ve diger bitki tiirlerinde in vitro klonal
cogaltimda yeni bir sterilizasyon protokoliiniin

uygulanmasinda yararlanabilir olacagi
diistintilmektedir.
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