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Oz

Bu calisma, 2019 yilinda, Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Béliimii Doku
Kiiltiirti laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Calismada eksplant olarak Cakildak ¢esidinin aktif
biiylime dénemindeki siirgiin uglari kullanilmigtir. Eksplantlarin bir kism1 %70 etil alkolde
10 sn siire ile bekletilmis, diger yarisina ise etil alkol uygulanmamustir. Etil alkol uygulanmis
ve etil alkol uygulanmamuis tiim eksplantlar, farkli dozlarda sodyum hipoklorid (% 0, % 5,
% 10 ve % 15) cozeltilerinde farkli siirelerde (0, 10, 15 ve 20 dakika) bekletilerek yiizey
sterilizasyonlar1 yapilmistir. Deneme kapsaminda uygulamalarin karsilastirilmasi amaciyla
kararma orani (%), enfeksiyon orani (%), saglikli gelisen eksplant orani (%) Ozellikleri
incelenmistir.

Eksplantlarin yiizey sterilizasyonu amaciyla ilk olarak % 70 etil alkolde 10 sn siire ile
bekletme ve ardindan % 5 dozundaki sodyum hipoklorid ¢ozeltisinde 15 dakika bekletme
uygulamalar tavsiye edilebilir.

Anahtar kelimeler: Corylus avellana L., in vitro, yiizey sterilizasyonu

Establishment of Surface Sterilization Protocol for In vitro Shoot Tip
Culture in Cakildak Hazelnut Variety

Abstract

This study was carried out in tissue culture laboratory of Ordu University Faculty of
Agriculture Depertmant of Horticulture in 2019. In this study, shoot tips of Cakildak cultivar
were used as explant material during active period of growth. Some of the explants were
submerged for 10 second in 70 % ethyl alcohol, the other half were not treated with ethyl
alcohol. Ethyl alcohol was treated and not treated explants were kept in different solutions
of NaOCI (0 %, 5 %, 10 % and 15 %) for different periods (10, 15 and 20 minutes) and
surface sterilization was performed.

According to the results of the study, it may be recommended to keep the explants for surface
sterilization in 70 % ethyl alcohol for 10 seconds and then for 15 minutes in 5 % sodium
hypochlorite solution.
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1. Giris

Tiirkiye ortalama 650 bin ton findik iiretimi ile diinyanin en 6nemli findik iireticisi
durumundadir (Anonim 2020). Findik {iilkemizde yaygin olarak dip siirgiinii ile
cogaltilmakta olup tohumla, daldirma, celikle ve as1 ile de gogaltilabilmektedir. Corylus
colurna’nin odun ¢elikleri ile ¢ogaltilmasi konusunda yapilan bir ¢alismada farkli IBA
dozlar1 kullanilmis olup sonuglarda koklenme oraninin yliksek olmadigi (% 40) saptanmistir
(Islam ve ark 2019). Findigin yesil celikleri kullanilarak yapilan diger bir ¢alismada ise
koklenme basarist diisiik bulunmustur (Ozgagiran ve ark 2014). Bu yontemler her zaman
hizli ve ekonomik ¢ogaltma i¢in yeterli olmadigindan meyve tiirlerinin tiretiminde diger bir
kitlesel cogaltim yontemi olan doku kiiltiirii izerinde yogun ¢alismalara baglanmistir. Doku
kiltlirii ¢cogaltma yontemi, diinyada son zamanlarda yaygin olarak kullanilan bir teknik
olup, geleneksel findik ¢ogaltma tekniklerine bir alternatif olarak kabul edilmistir (Diaz-
Sala ve ark 1990; Yu & Reed 1995; Nas 2004).

Doku kiiltiirii, steril sartlarda yapay besin ortaminda bitkinin hiicre, doku ve organlarindan,
cesitli yontemler kullanarak yeni hiicre, doku, organ veya bitki iiretilmesidir. Bitki doku
kiiltiirlerinin temel amaci yeni gesit gelistirmeye yardimer olmak veya var olan gesitlerde
genetik varyabilite saglamaktir ve bu yontemle bitki ¢ogaltimi1 daha kisa siireli ve kolaydir.
In vitro teknigi ile istiin ozelliklere sahip bitki cesitlerinin seleksiyonu daha kisa
siirmektedir. Ayrica, kaybolma tehlikesi olan degerli tiirlerin korunmasi ve ¢ogaltilmasinda
doku kiiltiirii teknikleri kullanilmaktadir (Radojevic ve ark 1975). Doku kiiltiirii ile
hastaliksiz saglam bitkiler elde edilebilir, kiigiik bir alanda kitlesel olarak bitki tiretiminin
yapilabilmesi gibi bir¢ok kolayligi bulunmaktadir (Babaoglu ve ark 2001).

Findigin in vitro ¢ogaltilmas: konusunda Radojevic ve ark (1975) embriyo kiiltiirlini
kullanmistir. Devam eden arastirmalarda ¢esitli bitki materyalleri ve ortamlar1 kullanilarak
findik doku Kkiiltiirii i¢in protokoller gelistirilmistir (Hand 2013). Daha sonra apikal
meristem, kok, siirgiin ucu, tomurcuk gibi bitki kisimlar1 kullanilmistir (Perez ve ark 1987;
Diaz-Sala ve ark 1990; Bassil ve ark 1990; Yu & Reed 1995; Bacchetta ve ark 2008; Caboni
ve ark 2009).

Ulkemizin findik {iretimi ve ihracatinda diinya iilkeleri arasinda ¢ok dnemli bir konumda yer
aldig1 diisiiniiliirse bu kadar yiiksek ticari 6neme sahip Tiirk findik ¢esitlerinin in vitro
cogaltimia yonelik ¢aligmalarin yeterli olmamasi dikkat ¢ekicidir.

Doku kiiltiirii ¢alismalarinda daha ¢ok bakteri ve mantar kontaminasyonlar1 gériilmektedir.
Maya, viriisler-mikoplazma ve insektisitlerden kaynaklanan kontaminasyonlara da nadir
olarak ratlanmaktadir. Belirtilen kontaminasyon kaynaklar1 akut veya latent Ozellikte
olabilirler. Mantar nedeniyle olusan kontaminasyonlar akut 6zellikte olup etkisi kisa siirede
ortaya ¢ikarken latent kontaminayonlar uzun siireli ve kalic1 etkiye sahiptirler. Latent
kontaminasyonlar baglangicta ekpslant lizerinde kendilerini gostermezlerken ikinci ya da
daha alt kiiltiirlerde birden ortaya ¢ikabilirler. Bakteri kaynakli kontaminasyonlar bu gruba
ornek olarak verilebilir. Bu tiir kontaminasyonlar endojen (bitki kaynakli) veya ekzojen
kaynaklt (hava kosullari, insan kaynakli, toprak vb.) ortaya c¢ikabilmektedir.
Kontaminasyonlarin azaltilmasinda in vitro kosullarda cogaltilacak bitkinin kontrollii
sartlarda yetistirilmesi 6nerilmektedir. Ayrica her bir bitki tiirii hatta ¢esidi i¢in farkl yiizey
sterilizasyon protokollerinin uygulanmasi da gerekli olabilmektedir. Yiizey sterilizasyon
amaciyla ekpslantlara farkli doz ve siirelerde sterilizantlar (etil alkol, sodyum hipoklorit,
kalsiyum hipoklorit, merkiiry klorit, hidrojen peroksit,..vb) uygulanabilmektedir.
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Kontaminasyondan kaynakli ekpslant 6liimlerinin 6niine gecilmesi amactyla yeni gesit ya
da tiirde in vitro calisma gergeklestirilecekse mutlaka yiizey sterilizasyon yoOnteminin
olusturulmasi amaciyla 6n denemelerin gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Bu calismada, Cakildak findik ¢esidinin siirgiin ucu kullanilarak in vitro mikro ¢ogaltilmasi
amaciyla farkli sterilizantlar farkli siirelerde denemeye alinmis ve en uygun yiizey
sterilizantinin, dozunun ve siiresinin belirlenmesi amaglanmistir.

2. Materyal ve Yontem

Bu calisma, Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Doku Kiiltiirii
Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Materyal olarak adaptasyon yetenegi yliksek, az verimli
toprak ve yliksek alanlara uyumlu, burusuk i¢c oram yiiksek, gec¢ olgunlasan, ilkbahar gec
donlarina daha dayanikli, randiman1 % 50.8, yag oran1 % 60.6 ve protein oran1 % 19.4 olan
(Koksal 2002) Cakildak findik ¢esidinin aktif biiylime dénemindeki siirgiin ucu eksplantlari
kullanilmistir. Bu eksplantlarin elde edilmesinde Ordu ili Fatsa ilgesinde yer alan iiretici
bahgesinden alinan c¢elikler kullanilmistir. Eksplantlar celiklerin 30 giin siireyle +4 °C’lik
soguk hava deposunda bekletilmesi sonrasinda oda kosullarinda su iginde siirdiiriilmesiyle
temin edilmistir.

2.1. Kullanilan Alet ve Ekipmanlarin Sterilizasyonu

Calismada kullanilan tiipler, bistiiri, pens, kurutma kagitlarinin sterilizasyonlar1 121 °C’de
ve 1.05 atm basincindaki otoklavda 15 dakika siireyle tutularak yapilmistir.

2.2. Besin Ortamlar ve Sterilizasyonu

DKW ve MS ortamlar1 kullanilmistir. Ortamlara gerekli olan tiim kimyasallar ilave edilip
saf su ile hacim tamamlandiktan sonra pH diizeyi 1 N HCI asit ve 1 N KOH ile 5.8%¢
ayarlanmistir. Son olarak da katilastirict olarak ortama agar ilave edilip kaynatilmistir.
Kaynamis olan ortam, her bir tiipe 10 ml olacak sekilde dagitilip tiiplerin kapaklari
kapatilmis ve sonrasinda 121°C ve 1.05 atm basincindaki otoklavda 15 dakika siireyle
tutularak sterilizasyonlar1 gergeklestirilestirilmistir.

2.3. Eksplantlarin Hazirh@ ve Kiiltiire Alinmasi

Calismada eksplant olarak Cakildak ¢esidine ait siirgiin uglar1 ¢eliklerin siirdiiriilmesinden
elde edilmistir. Eksplantlarin  ylizey sterilizasyonu i¢in farkli  uygulamalar
gergeklestirilmistir. Bunun i¢in eksplantlarin bir kismi1 kontrol grubu olarak saf suda (10, 15,
20 dakika) ve bir kismi da % 70 etil alkolde 10 sn siire ile bekletilmistir. Etil alkol
uygulanmis ve uygulanmamis tiim eksplantlar, farkli dozlarda sodyum hipoklorid (% 0, %
5, % 10 ve % 15) cozeltilerinde farkl siirelerde (10, 15 ve 20 dakika) bekletilmistir.
Eksplantlar sonrasinda steril kabin i¢inde steril saf su ile 3’er defa ¢alkalanmistir (Sekil 1).

Caligmada yiizey sterilizasyonu tamamlanan eksplantlar 2-3 cm uzunlugunda kesilerek
hazirlanmistir. Kesilen eksplantlar siirgiin uglarinin siirmesinin tesviki amaciyla steril kabin
icerisinde 1 mg/l BA igceren MS ortaminin (Murashige Skoog 1962) yer aldig: tiiplerde (15
cm X 2.5 cm) kiiltiire alimmistir. Ardindan tiliplerin kapaklar1 hava almayacak sekilde streg
film ile sikica kapatilmistir.
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Sekil 1. Siirgiinlerin yiizey sterilizasyonu ve kiiltiire alinmasindan goriintiiler

2.4. Kiiltiir kosullar

Kiiltiirler, sicaklig1 2542 °C, fotoperyodu 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik olacak sekilde ve
1stklanmasi 3000-4000 liix (11 000-15 000 watt m2) siddetinde olan Cool daylight tipi beyaz
floresan lambalarin yer aldig1 biiyiitme odasinda tutulmustur.

Calisma kapsaminda 2 haftalik kiiltiire alma sonrasi dikimi yapilan siirgiin uglarindan enfekteli
olanlarin sayisinin toplam eksplant sayisina boliintip 100 ile carpilmasiyla enfeksiyon orani
(%); siirglin uclarindan kararanlarin sayisinin toplam eksplant sayisina bdoliiniip 100 ile
carpilmasiyla kararma oranmi (%) ve dikimi yapilan siirgiin uglarindan canli kalanlarinin
sayisinin toplam eksplant sayisina boliintip 100 ile ¢arpilmasiyla ise eksplantlarda canlilik
orant (%) belirlenmistir.

2.5. Deneme deseni ve istatistiksel analiz

Calisma 3 tekerriirlii her tekerriirde 10 eksplant olacak sekilde faktoriyel diizende tesadiif
parselleri deneme desenine gore diizenlenmistir. Yiizde degerlere istatistiksel analiz 6ncesinde
acisal transformasyon uygulanmustir. Farkli gruplarin tespiti % 5 6nem seviyesinde LSD
testinden yararlanilarak JMP 10.0 (v8.00, SAS Institute Inc., USA) istatistiki paket
programinda gergeklestirilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Yapilan yiizey sterilizasyon sonuglarina gore Cizelge 1’de sodyum hipoklorid
uygulamalarinin enfeksiyon orani {izeine etkisi istatistiki agidan P<0.001 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Sodyum hipoklorid uygulamasinin enfeksiyon oranlarinin genel ortalamalarina
bakildiginda tiim uygulamalar ayr1 bir istatistik grupta yer almig ve en diislik enfeksiyon orani
% 7.0 ile % 15 NaOCI kullaniminda belirlenmistir. Enfeksiyon orani iizerine uygulama
stiresinin etkileri de istatistiksel anlamda (P<0.01) 6nemli bulunmustur ve en diisiik enfeksiyon
oraninin 15 ve 20 dakika uygulamalarinda oldugu tespit edilmistir.

Sterilizasyonda alkol kullanimi enfeksiyon oranini istatiksel olarak etkilemis (P<0.001) ve
alkol kullanimi enfeksiyon oranini yaklasik % 53 oraninda azaltmistir. NaOCl x siire ikili
interaksiyonu 6nemsiz bulunmustur. NaOClI orani ve siiredeki artislara bagl olarak enfeksiyon
oraninda bir diisme goriilmekle birlikte kontrol uygulamasinda siireye bagli enfeksiyon
oraninda bir degisim gorilmemistir. NaOCI x alkol interaksiyonu degerleri incelendiginde
NaOCl oranindaki artisa bagli olarak enfeksiyon orani azalmis olmakla birlikte bu etki alkol
varliginda daha belirgin bulunmustur. Alkol x siire interaksiyonu istatistiksel anlamda P<0.05
diizeyinde onemli bulunmustur. Alkol enfeksiyon oranini azaltmis, siireye bagh degisimde
farkliliklar belirlenmistir. Ayn1 durum 3’lii interaksiyon degerlerini de etkilemis ve NaOCl x
stire x alkol interaksiyonu istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05).
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Cizelge 1. Uygulanan Sterilizantlarin Enfeksiyon Orami (%) Uzerine Etkileri

Sodyum hipoklorid oram (%) Siire (dakika) Alkollsiiz Alkollii Ortalama
10 90.00 a 90.00 a 90.00 a
15 90.00 a 90.00 a 90.00 a
Kontrol 20 90.00 a 90.00 a 90.00 a
Ortalama 90.00 a 90.00 a 90.00 A
10 90.00 a 45.00 bc 67.50 b
%5 15 90.00 a 0.00e 45.00 ¢
20 60.00 b 15.00 de 37.50 cd
Ortalama 80.00 a 20.00c 50.00 B
10 90.00 a 0.00e 45.00 ¢
15 60.00 b 0.00e 30.00 cde
% 10
20 30.00 cd 15.00 de 22.0 def
Ortalama 60.00 b 5.00 cd 32.50C
10 30.00 cd 0.00e 15.00 efg
% 15 15 15.00 de 0.00e 7.50 fg
20 0.00e 0.00e 0.00g
Ortalama 15.00 cd 0.00d 7.50 D
10 75.00 a 33.75bc 54.38 A
Ortalama 15 63.75a 2250 c¢c 43.13B
20 45.00b 30.00 ¢ 37.50B
Ortalama 61.25 A 28,5B

LSD alkol:7.84***; LSD NaOCI:11.23***; LSD siire:9.73**; LSD alkol x NaOCI:15.89***;
LSD alkol x siire:13.76*; LSD NaOClI x siire:19.46;L.SD alkol x NaOCl x siire:27.53*

*0.01<P<0.05; ** 0.001<P<0.01; *** P<0.001; 6d. P>0.05 (6nemli degil)

Farkli siirelerde sodyum hipoklorid ve alkol uygulamalarinin kararma oranlar {izerine
etkisine bakildiginda tiim uygulamalar ayr bir istatistik grupta yer almis (P<0.001) ve en
diisiik kararma oran1 % 17.50 ile % 5 NaOCI kullaniminda belirlenmistir. Kararma orani
lizerine uygulama siiresinin etkileri de istatistiksel anlamda 6nemli bulunmus (P<0.001) ve
en diisiik kararma oranmin 10 ve 15 dakika uygulamalarinda oldugu tespit edilmistir.
Sterilizasyonda alkol kullaniminin kararma oranini istatistiksel olarak etkilemis ve alkol
kullanimi ile kararma orani artmig ve alkolsiiz uygulamada % 27.50 olan kararma orani
alkollii uygulamada % 46.25’e ¢ikmistir. NaOCI x siire ikili interaksiyonu istatistiki acidan
P<0.001 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Sodyum hipoklorid orani ve siiredeki artiglara bagh
olarak kararma oraninda bir artma goriilmekle birlikte kontrol uygulamasinda siireye bagh
kararma oraninda bir degisim goriilmemistir. NaOCI x alkol interaksiyonu istatistiki agidan
onemli bulunmustur (P<0.01). Degerler incelendiginde NaOCl oranindaki artisa bagli olarak
kararma oraninda artma goriilmiis olmakla birlikte bu etki alkol varliginda daha belirgin
bulunmustur. Alkol x siire interaksiyonu istatistiksel anlamda énemsiz bulunmustur. Hypo
x alkol x stire ti¢lii interaksiyon istatistiksel acidan P<0.001 diizeyinde 6nemli bulunmustur.
Genel bir ifade ile NaOCIl dozu ve siire artisina bagli bir kararmada artis oldugu goriilmiistiir.
Alkol kullanimi ile kararmalarin bir miktar artis gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 2).

Sodyum hipoklorid ve alkol uygulamalarinin saglikli gelisen eksplant oranlarina etkileri
istatiksel olarak P<0.001 diizeyinde 6nemli bulunmustur. En yiiksek saglikli gelisen eksplant
oran1 % 22.50 ile % 5 NaOCI kullaniminda belirlenmis, diger uygulamalar ayn1 grupta yer
almigtir. Saglikli gelisen eksplant orani iizerine uygulama siiresinin etkileri istatistiksel
anlamda 6nemsiz oldugu belirlenmistir. Sterilizasyonda alkol kullaniminin saglikli gelisen
eksplant oranimi etkilemis (P<0.001) ve alkol kullanimi saglikli gelisen eksplant oranini
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arttirmigtir.  Alkolsliz uygulamada % 1.25 olan sagliklt gelisen eksplant orani alkol
uygulamasinda % 15.00’e kadar ¢ikmistir (Cizelge 3).

Cizelge 2. Sterilizasyon Uygulamalari ve Siirelerinin Kararma Oran1 Uzerine Etkileri (%)

Sodyum hipoklorid orani (%) Siire (dakika) Alkolsiiz Alkollii Ortalama
10 0.00d 0.00d 0.00¢c
Kontrol 15 0.00d 0.00d 0.00c
20 0.00d 0.00d 0.00c
Ortalama 0.00 d 0.00 d 0.00 D
10 0.00d 0.00d 0.00c
%5 15 0.00d 0.00d 0.00c
20 30.00 cd 75.00 ab 5250 b
Ortalama 10.00 cd 25.00c 1750C
10 0.00d 90.00 a 45.00b
o 15 30.00 cd 90.00 a 60.00 b
%10
20 60.00 bc 45.00 be 52.50 b
Ortalama 30.00 b 75.00 a 52.50 B
10 45.00 bc 75.00 ab 60.00 b
%15 15 75.00 ab 90.00 a 82.50 a
20 90.00 a 90.00 a 90.00 a
Ortalama 70.00 a 85.00 a 7750 A
10 11.25¢ 41.25ab 26.25 B
15 26.25 bc 45.00 a 35.63B
ORTALAMA 20 45,00 a 52.50 a 48.75 A
Ortalama 2750 B 46.25 A

LSD alkol:8.70***; LSD NaOCl:12.31***; LSDsiire:10.66***; LSD alkolx NaOCI:17.41**; LSDalkolxsiire:15.0;

LSD NaOCl xsiire:21.32**; LSDalkolx NaOCI xsiire:30.15***

*0.01<P<0.05; ** 0.001<P<0.01; *** P<0.001; 6d. P>0.05 (6nemli degil)

Cizelge 3. Sterilizasyon Uygulama ve Siirelerinin Saglikl1 Gelisen Eksplant Oram Uzerine Etkisi (%)

Sodyum hipoklorid orani (%) Siire (dakika) Alkolsiiz Alkollii Ortalama
10 0.00d 0.00d 0.00c
Kontrol 15 0.00d 0.00d 0.00c
20 0.00d 0.00d 0.00 ¢
Ortalama 0.00 b 0.00 b 0.00 b
10 0.00d 45.00b 2250b
o 15 0.00d 90.00 a 45.00a
%5
20 0.00d 0.00d 0.00 ¢
Ortalama 0.00 b 45.00 a 2250 a
10 0.00d 0.00d 0.00c
%10 15 0.00d 0.00d 0.00c
20 0.00d 30.00 bc 15.00 bc
Ortalama 0.00 b 10.00 b 5.00 b
10 15.00 cd 15.00 cd 15.00 be
15 0.00d 0.00d 0.00c
%15 20 0.00d 0.00d 0.00 ¢
Ortalama 5.00 b 5.00 b 5.00 b
10 3.75 bc 15.00 ab 9.38A
15 0.00c 2250 a 1125A
ORTALAMA 20 0.00c 7.50 be 3.75A
Ortalama 1.25B 15.00 A

LSDalkot:7,53***; LSDhypo:10.66***; LSDsirre: 6d.; LSDalkolxhypo:15.07***; LSDaikolxsiire: 8d.; LSDhypoxsiire:18.46***;

LS Da]ko]xhypoxsﬁre: 25.93**

*0.01<P<0.05; ** 0.001<P<0.01; *** P<0.001; 6d. P>0.05 (6nemli degil)
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NaOCl x stire ikili interaksiyonu istatistiki agidan 6énemli bulunmustur (P<0.001). Sodyum
hipoklorid oran1 ve siiredeki artiglara bagli olarak % 5 NaOCl’nin 15 dakika uygulamasi ile
saglikli gelisen eksplant oraninda en yiiksek deger elde edilmistir (% 45). Kontrol
uygulamasinda ve % 5 sodyum hipokloridin 20 dakikasi, % 10 sodyum hipokloridin 10-15
dakikasi ile % 15 sodyum hipokloridin 15-20 dakikasinda stireye bagl saglikli gelisen
eksplant oraninda bir degisim goriilmemistir. NaOCI x alkol interaksiyonu istatistiksel
acidan 6nemli bulunmustur (P<0.001). Degerler incelendiginde NaOCI oranindaki artisa
bagli olarak saglikli gelisen eksplant oraninda artis goriilmiis ve bu etki alkol varliginda daha
belirgin bulunmustur. Alkol x siire interaksiyonu istatistiksel anlamda Onemli
bulunmamustir. NaOCI x siire x alkol interaksiyonu énemli bulunmus olup (P<0.01) saglikli
gelisen eksplant oranin1 % 1.25’ten % 15°e kadar ¢ikarmistir (Sekil 2).

»
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Sekil 2. Caligmada Belirlenen Farkli Kontaminasyon Goriintiileri

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda bazi arastirmacilarin yiizey sterilizasyonu asamasinda
findik stirgiinlerini musluk suyu ile yikadiktan sonra ve % 75 etil alkolde 30 saniye
beklettikten sonra 7 dakika boyunca birka¢ damla Tween-20 ile % 1 HgCl2 c¢ozeltisi ile
dezenfekte etmis ve sonra steril saf su ile 3-5 defa durulamislardir (Gao ve ark. 2006).
Thomson ve ark (2011) arastirmasinda, bir yasindaki siirgiin ve dallar1 % 70’lik etanolde 1
dakika boyunca bekletmis ve sonrasinda biraz Tween-20 damlatmis % 2.5’ lik NaOCl
¢Ozeltisinde 15 dakika bekletmis ve ardindan steril saf su ile durulamislardir. Hand ve ark.
(2016), findik eksplantlarin1 10 dakika musluk suyunda yikadiktan sonra 4 damla Tween-20
bulununan % 20’ lik sodyum hipoklorid ¢6zeltisinde 10 dakika bekletildikten sonra iki kez
steril su ile durulamislardir. Perez ve ark (1985), findik siirgiin ve kotiledonlarin1 6nce
musluk suyunda yikamis ve ardindan % 95 etanolde 5 dakika bekletip su ile duruladiktan
sonra % 1,05 sodyum hipoklorid ¢6zeltisinde 30 dakika bekletmis ve birkag¢ kez steril saf su
ile durulamiglardir. Ellena ve ark (2014), findik siirgiin ucu eksplantlarini 20 dakika musluk
suyunda yikadiktan sonra % 95 etil alkolde 20 saniye bekletmis ve saf su ile duruladiktan
sonra % 9 NaOCI ve 20 damla Tween-20 bulunan ¢ozeltide 20 dakika tuttuktan sonra 4 kez
steril saf su ile durulamiglardir. Yu & Reed (1993), findik siirgiin ucu eksplantlarmi 10
dakika boyunca sabunlu suda yikadiktan sonra musluk suyu ile durulamistir. Ardindan % 5
NaOCI + Tween-20 bulunan ¢ozelti i¢inde 10 dakika bekletmis ardindan 2-3 defa steril saf
su ile calkalamiglardir.

4. Sonug¢ ve Oneriler

Yapilan ¢alismada Cakildak findik ¢esidinin siirgiin ucu kiiltiirii ile in vitro ¢ogaltiminda
ylizey sterilizasyon amaciyla % 0 enfeksiyon ve kararma orani1 ve % 90 eksplant canlilik
orani ile 10 saniye siireyle alkolde bekletme ve sonrasinda % 5 sodyum hipoklorid ve 1-2
damla TWEEN-20 bulunan ¢o6zelti iginde 15 dakika tutulmasinin en uygun oldugu
belirlenmistir.
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Protokoliiniin Olusturulmast

Sonug olarak, yapilan bu ¢alisma Cakildak findik ¢esidinin siirgiin ucu kullanilarak mikro
cogaltiminda ylizey sterilizasyonu ile ilgili ilk ¢alisma niteligindedir. Bu nedenle bulgular1
itibariyle 6nem arz etmektedir. Yiizey sterilizasyonu asamasinda kullanilan sterilizantlarin
etkinligi bitkinin genetik yapisi ve cesit ile ilgili oldugu kadar eksplantin alindig1 zaman ve
iklim kosullar1 ile de yakindan ilgilidir. Yine farkl kiiltiir kosullari, besi ortamlar1, eksplant
kaynaklar, sterilizantlar ve uygulama siirelerinin denenmesi 6nerilmektedir.
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