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Jiiri : Prof. Dr. Yildiz AKA KACAR
: Prof. Dr. N. Yesim YALCIN MENDI
: Dog. Dr. Pembe EVCI CURUK

Bu ¢alismada, Akdeniz Bolgesinde dogal olarak yayilim gdsteren ii¢ farkl
keciboynuzu genotipinin Plantform biyoreaktor sistemi ve kati besin ortamlarinda
karsilastirmali olarak mikrocogaltim ve kdklendirme ¢alismalar: yiiriitiilmiistiir. {1k
olarak genotiplerin kati kiiltiir mikrocogaltim denemelerinde, MS, %2 MS ve WPM
besin ortamlart ile BA (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/L) ve GA; (0.1, 0.5 mg/L) bitki
biiylime diizenleyicileri uygulanmistir. Kat1 kiiltiir koklenme denemeleri icin MS,
%2 MS ve WPM besin ortamlart ile NAA (0, 1.0, 2.0 mg/L) ve IBA (0, 1.0, 2.0
mg/L) biiyiime diizenleyicileri denenmistir. En yiliksek mikrogogaltim degerleri,
MS ve 2 MS besin ortamlarindan ve 0.5 ve 2 mg/L BA+0.5 mg/L GA; bitki
biliylime diizenleyici konsantrasyonlarindan elde edilmistir. Mikrogogaltim igin
belirlenen en iyi besin ortami igerigi ile Plantform sisteminde ¢alisilmistir. Calisma
neticesinde, Plantform sistemi her ii¢ ke¢iboynuzu genotipi i¢in bitki boyu,
cogalma katsayist ve bitki kalitesi bakimindan kati kiiltiir sistemine gore daha iyi
sonug¢ vermigtir. SSR markirlari ile yapilan tarama sonucunda kat1 kiiltlir ortam1 ve
Plantform sisteminde ¢ogaltilan bitkilerde herhangi bir genetik agilimin olmadig:
tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Plantform Gegici Daldirmali Biyoreaktér Sistem, MS,
WPM, Keg¢iboynuzu, Ceratonia siliqua L.



ABSTRACT

MSc THESIS

MICROPROPAGATION OF ADANA AND AROUND NATURALLY
GROWN CAROB (Ceratonia siliqua L.) GENOTYPES WITH THE
CLASSIC AND NEW GENERATION TISSUE CULTURE TECHNIQUES
AND DETERMINATION OF GENETIC STABILITY
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In this study, micropropagation and rooting studies were carried out in
comparative Plantform bioreactor system and solid media with three different
carob genotypes which are growing naturally in the Mediterranean Region. First of
all, micropropagation of carob genotyps were evaluated in solid MS, 2 MS and
WPM media supplemented with BA (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/L) and GA; (0.1, 0.5
mg/L) for micropropagation, in MS, %> MS and WPM media supplemented with
IBA (0, 1.0, 2.0 mg/L) and NAA (0, 1.0, 2.0 mg/L) for rooting. Based on the solid
media, the best results in all three genotypes were obtained from MS and 2 MS
medium containing 0.5 and 2 mg/L BA+0.5 mg/LL GA; plant growth regulatory
concentrations for micropropagation. Micropropagation studies were carried out in
the Plantform system with the best-defined media content. As a result of studies,
Plantform system showed better plant growth, multiplication coefficient and plant
quality than solid culture system in all three genotypes propagation medium.
Genetic stability of plants grown in solid culture and Plantform systems was tested
by SSR markers.

Key words: Plantform Temporary Immersion Bioreactor Systems, MS, WPM,
Carob, Ceratonia siliqua L.
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GENISLETILMIS OZET

Kegiboynuzu (Ceratonia siliqua L.) besleyici degeri yiiksek bir 1liman iklim
meyvesidir. Tiirkiye’de Akdeniz Bolgesi basta olmak iizere Ege ve Marmara
Bolgelerinde de yetistiriciligi yapilmaktadir. Anavatani olan i{ilkemizde yabani
formda dogal olarak yetismekle birlikte, ticari g¢esitleri de bulunmaktadir. Secici
olmayan toprak iste§inden dolayr da her gegen giin tarim alanlar artig
gostermektedir. Bu artiga bagli olarak iiretim materyali talebi giin gectikge
artmaktadir.

Bah¢e meyveciliginde iiretim materyali olan fidanlar vejetatif yollarla
iretilmektedir. Yabani tohumlardan iiretilen ‘‘yoz’ veya kiiltiir formlarinin
tohumlarindan tiretilen ‘‘¢ogilir’’ anaclar iizerine agilama yoluyla klonal ¢ogaltim
saglanmaktadir. Klonal ¢ogaltim, bahge tariminda homojen iiretim yapmay1
miimkiin kilmaktadir. Tohumla g¢ogaltilan iiretim materyalleri genetik ac¢ilim
gostermesi sebebiyle meyve agaglarinin farkli donemde ¢i¢eklenmesine ve buna
bagl olarak tozlanma-ddllenme oraninin azalmasina, meyvelerin farkli zamanlar
icinde olgunlagsmasma ve buna bagli olarak hasat zamaninin aym1 dénem iginde
gerceklesmemesine ve diger kiiltiirel islemlerin homojen bir sekilde uygulanmasina
engel teskil etmesi sebebiyle tercih edilmeyen bir {iretim yontemidir.

Diger kiiltiir bitkilerinde oldugu gibi kegiboynuzu fidanlar1 anag¢ {izerine
agilama yoluyla iretilmektedir. Ticari olarak fidan iiretimi yapilan isletmelerde
gergeklestirilen survey caligmalarinda, tohumdan asilama olgunluguna erigen bir
keg¢iboynuzu anaciin yaklasik {i¢ yillik bir zaman dilimi igerisinde meydana
geldigi belirtilmistir. Asilanmis ve dikime hazir hale gelen bir kegiboynuzu fidani
yaklasik olarak dort yillik bir siirecin sonunda iiretilebilmektedir. Isgiicii, zaman,
bakim ve biiylitme kriterleri gdz oniine alindiginda tiim bu girdiler ke¢iboynuzu
fidaninin {iretim maliyetini artirmakta ve ¢iftcilerin alim giiclinii zorlamaktadir.
Diinya da ve iilkemizde basariyla gergeklestirilen bitki doku ve organ kiiltiirii bu

sorunlarin ¢6ziimii i¢in kegiboynuzu klonal ¢ogaltilmasini miimkiin kilmaktadir.
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Klasik doku kiiltiirii teknikleri olarak adlandirdigimiz  katilastirict
bilesenlerin kullanildig1 (agar, gelrite vb) kat1 besin ortamlari, kitlesel iiretimde en
cok kullanilan yontemlerdir. Klasik doku kiiltlirii sistemleri yiiksek isgiicii, girdi
maliyetlerinin yiiksek olmasi, kat1 kiiltiirde uygulanan alt kiiltiire alma ve buna
bagl olarak ortaya ¢ikan kontaminasyon problemleri sebebiyle yeni nesil doku
kiiltiirti tekniklerinin gelistirilmesine ve kullanma potansiyelinin artmasina olanak
saglamistir. Kat1 kiiltiir ortamlarinda yasanan sorunlara alternatif bir ¢6ziim olan
gecici daldirma sistemleri, geleneksel yari-kati ve sivi besi ortamlarinin avantajli
yoOnlerini bir araya getiren sistemlerdir. Gegici daldirma yontemi esasina dayanan
farkli 6zelliklerde prototip sistemler gelistirilmistir. Bunlar arasinda “Plantform”
sistemi son yillarda gelistirilen gecici daldirma sistemidir. Bu sistemin avantajt
kiiltiir kaplarinda bagimsiz havalandirma saglayarak bitki gelisimini iyilestirici
ozellik gostermesidir. Tez kapsaminda, Adana ve ¢evresinde dogal olarak yetisen,
meyve kalitesi ve yliksek verim niteligi tasiyan ticari gesit aday1 Kibris ve Monoik
genotipleri ile peyzaj amagl yetistirilen Adana genotipi kullanilarak in vitro
kosullarda mikrocogaltim ve koklendirme caligmalart gerceklestirilmistir. Kati
kiiltiir denemeleri sonrasinda en iyi mikrogogaltim gelisimini saglayan besin ortami
ve bitki biiylime diizenleyici konsantrasyonu ile son yillarda gelistirilen gecici
daldirma Plantform biyoreaktor sisteminin bitki ¢ogalma ve koklenmesine etkileri
incelenmistir.

Plantform biyoreaktdr sisteminde kiiltiire alinan eksplantlar i¢in, daldirma
siiresi 4 saatte 10 dk, havalandirma siiresi ise 4 saatte 15 dk olacak sekilde
ayarlanmustir. Kati kiiltiir mikrogogaltim denemelerinde eksplantlar, MS, Y2 MS ve
WPM besin ortamlari ile BA (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/L) ve GA; (0.1, 0.5 mg/L)
bitki biiyiime diizenleyicilerinde kiiltiire alinmistir. Bitki boyu (cm) ve kardeslenme
katsayisi (kardes/bitkicik) parametreleri incelenmistir.

Kibris genotipinde farkli besin ortamlar1 ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin
kat1 kiiltlirde bitki boyu iizerine etkisi incelendiginde, Kibris genotipinin

mikrogogaltim denemelerinde en yiiksek bitki boyu, 2.1 cm ile 1.5 mg/L BA+0.5
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mg/L GA; eklenmis MS besin ortamindan elde edilmistir. Kati kiiltiir
mikrogogaltim denemeleri sonucunda belirlenen en iyi besin ortami ve hormon
konsantrasyonu ile Plantform sisteminde mikrogogaltim denemeleri kurulmustur.
Bu sonuglara gore, Kibris genotipi gelisimini bitki boyu (cm) agisindan
inceledigimizde kati kiiltiir mikrogogaltim denemesinde bitki boyu ortalamasi 1.34
cm iken Plantform’da 2.08 cm olarak elde edilmistir. Kardeslenme katsayisi ise
kat1 kiiltiir mikrogogaltim denemesinde 3.96 (kardes/bitkicik) iken Plantform
mikrogogaltim denemesinde 5.77 (kardes/bitkicik) olarak elde edilmistir. Monoik
genotipinde farkli besin ortamlari ve bitki biliylime diizenleyicilerinin kati kiiltiirde
bitki boyu iizerine etkisi incelendiginde, Monoik genotipinin mikrogogaltim
denemelerinde en yiiksek bitki boyunun 1.1 cm ile 2 mg/L BA+0.5 mg/L. GA;
eklenmis MS besin ortamindan elde edilmistir. Monoik genotipi kat1 kiiltiir
mikrogogaltim ve Plantform sistemi mikrogogaltim denemelerinde kardeslenme
katsayis1 i¢in istatistiki agidan 6nemli bulunurken, bitki boyu agisindan farklilik
goriilmemistir. Kardeslenme katsayist kati kiiltiir mikrogogaltim denemesinde
ortalama 2.33 (kardes/bitkicik) iken Plantform mikrogogaltim denemesinde 2.88
(kardes/bitkicik) olarak elde edilmistir. Monoik genotipini bitki boyu (cm)
acisindan inceledigimizde kati kiiltiir mikrogogaltim denemesinde bitki boyu
ortalamasi 0.70 cm iken Plantform’da 1.01 cm olarak elde edilmistir. Adana
genotipinde farkli besin ortamlar1 ve bitki biiylime diizenleyicilerinin kati kiiltiirde
bitki boyu fiizerine etkisi incelendiginde, Adana genotipinin mikrogogaltim
denemelerinde en yiiksek bitki boyunun 2.7 cm ile 0.5 mg/L BA+0.5 mg/L GA;
eklenmis 2 MS besin ortamindan elde edilmistir. Adana genotipi kat1 kiiltiir
mikrogogaltim ve Plantform sistemi mikrogogaltim denemelerinde kardeslenme
katsayisi igin istatistiki agidan onemli bulunurken, bitki boyu agisindan farklilik
goriilmemistir. Kardeslenme katsayisi kat1 kiiltiir mikrogogaltim denemesinde 5.88
(kardes/bitkicik) iken Plantform mikrogogaltim denemesinde 7.22 (kardes/bitkicik)
olarak elde edilmistir. Buna karsin Adana genotipini bitki boyu (cm) agisindan

inceledigimizde kati kiiltiir mikrogogaltim denemesinde bitki boyu ortalama 2.16
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cm iken Plantform’da 1.93 cm olarak elde edilmistir. Adana genotipi kati1 kiiltiir
mikrogogaltim denemesinde maksimum bitki boyu, 2.7 ¢cm iken Plantform’da 2.8
cm olarak tespit edilmistir.

Kibris, Monoik ve Adana genotiplerinin kati ortam mikrogogaltim
denemelerinin  ardindan katt kiiltir koklenme denemeleri kurulmustur.
Koklendirme denemelerinde MS, 2 MS ve WPM besin ortamlari ile NAA ve IBA
bitki biiylime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlar1 (0, 1.0 ve 2.0 mg/L)
kullanilmustir. Sekiz haftalik kiiltiir siiresi sonucunda, 2 mg/L IBA igeren MS besin
ortaminda Monoik genotipine ait bitkiciklerde koklenme goriilse de, istatistiksel
acidan anlamli bulunmamistir. Kibris ve Adana genotiplerine ait bitkiciklerde
koklenmeye yonelik istenilen basari saglanamamustir.

Caligmalar neticesinde Plantform biyoreaktdr sisteminin, mikrogogaltim
uygulamalarinda iyi bir potansiyele sahip olabilecegi belirlenmistir. SSR markirlari
ile yapilan tarama sonucunda da kat1 kiiltlir ve Plantform sisteminde kiiltiire alinan
bitkilerde herhangi bir genetik ag¢ilimin olmadigi molekiiler ¢aligmalarla
belirlenmis olup baslangi¢ materyali ile herhangi bir fark bulunmamistir. Sonug
olarak, Plantform gegici daldirma biyoreaktor sisteminin, klasik in vitro
mikrogogaltim sistemine gore maliyet, is giicii ve zaman kazanimi agisindan daha

avantajli oldugu ortaya konmustur.
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1. GIRIS

Kegiboynuzu (Ceratonia siliqua L.) Fabaceae (Leguminosae) familyasinin
Caesalpinioideae alt familyasina ait herdem yesil, genis yaprakli c¢ali-agag
formunda gelisim gosteren ¢ok yillik bir bitkidir. Ke¢iboynuzu, yeryiiziiniin en eski
bitkilerinden birisidir. Ik olarak M.O. 4000 yillarinda Misir’da ortaya ¢iktig
tahmin edilmektedir (Tunalioglu ve Ozkaya, 2003). Tiirkiye kegiboynuzunun
anavatan bolgesi igerisinde yer almaktadir. Bu meyve tiirii iilkemizde, Izmir
Urla'dan baglayarak, Hatay'in Samandag ilgesine kadar olan 1750 km’lik kiy1
seridine kadar uzanan genis bir alanda yayilim gostermektedir. Bu kiy1 seridinde
keciboynuzuna en yogun olarak kiyidan 1-2 km'lik mesafede rastlanmakla birlikte,
deniz seviyesinden 600-700 m yiikseklige kadar i¢ bolgelerde de bu bitki tiirline
rastlanabilmektedir. Tiirkiye’de yetisen gesitleri etli, susam ve yabani tipleridir
(Ahraz, 2003). Diinya genelinde onde gelen iiretici iilkeler bazinda Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) 2017 yili verilerine gore, Ispanya 74.802.81
ton, Italya yaklasik 30.000 ton, Fas ve Portekiz yaklasik 22.000 ton, Yunanistan ve
Kibris 7000 ton meyve iiretimine sahiptir (FAO, 2017). Ulkemizde 2017 yil
itibariyle 15.000 ton ke¢iboynuzu iiretilmistir (Cizelgel.1).

Cizelge 1.1. Tiirkiye’de yillar itibariyle kegiboynuzu iiretim miktar1 (ton) (TUIK,

2018).
Meyve Veren | Meyve Vermeyen Toplu Verim Uretim
Yillar | Yasta Agac Yasta Agac Meyveliklerin (ke/Agac) Miktan
Sayis1 Sayisi Alam (da) (Ton)
2010 256855 48457 3323 55 14172
2011 291354 97802 4940 48 13978
2012 311889 77783 5449 45 14166
2013 299925 77824 5119 48 14261
2014 305058 87367 6307 46 13985
2015 286347 84458 5244 45 12851
2016 293358 79138 5693 46 13405
2017 335687 48983 6735 45 15016
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Kegiboynuzu, bir 1liman iklim bitkisidir. Yiiksek sicaklik ve kurakliga ¢ok
dayanikli olmasia karsin, diislik sicakliklara duyarlidir. Toprak bakimindan secici
olmayan ke¢iboynuzu, kira¢ ve tasli topraklarda da yetistirilebilmektedir.
Kegiboynuzunda ¢igekler tek eseyli olup, disi ve erkek ¢igeklerin bitki {izerinde
bulunma durumuna gore ¢ogunlukla dioik 6zellik gdsteren bitkiler grubundandir.
Ancak, ¢ok yaygin olmamakla birlikte, erkek ve disi ¢igeklerini ayn1 bitki {izerinde
farkli yerlerde bulunduran monoik bitki ve hermafrodit ¢igekli monoklin bitki
formlar1 da mevcuttur. Bu nedenle trioik bir bitki olarak da degerlendirilebilir.
Cinsiyet 0Ozelligi bakimindan goriilebilen bu farkliliklar, kalici olarak kalitsal
yapidan kaynaklanabildigi gibi, yetistiricilik bolgeleri veya ayni bitkide yillara gore
degisen ekolojik kosullara bagli olarak gegici olarak da goriilebilir ( Eti, 2015).

Keciboynuzu tarimsal {iiretimin yani sira ¢ok cesitli toprak yapilarinda
gelisebilmesi dolayisiyla toprak erozyonunun onlenmesi, orman agaglandirilmasi
ve her dem yesil olmasi nedeniyle de peyzaj bitkisi olarak ¢evre diizenlemesi igin
yetistirilmektedir. Ozellikle kegiboynuzu meyve ve tohumu igin yetistirilip, iiretimi
yapilan bir kiiltiir bitkisidir. Meyvesinin ve tohumlarmin boyutu ve meyvedeki
tohum sayisi, endiistriyel alanda kullanim seklinin belirlenmesinde biiyiik 6nem
tasimaktadir. Bu parametreler genotipe ve cografik kosullara gore degiskenlik
gostermektedir (Naghmouchi ve ark, 2009).

Keciboynuzu meyvelerinin ve tohumlarmin farkli kullanim alanlari
bulunmaktadir. Ke¢iboynuzu mineral madde agisindan zengin bir meyvedir.
Potasyum, kalsiyum, magnezyum, fosfor, sodyum, selenyum, demir ve bakir
kec¢iboynuzunda bulunmakta olan minerallerdir (Cizelge 1.2). Meyveler gida
endiistrisinde dogrudan tiiketilmekle birlikle, katki maddesi olarak insan
beslenmesinde kullanilmakta ve diger endiistri kollarinda da degerlendirilmektedir.
Ozellikle kg fiyatin diisiik olmas1 ve yiiksek miktarda seker igermesi nedeniyle
Akdeniz tilkelerinde pekmez ve alkollii i¢ki iiretiminde kullanilmakta ve onemli
diizeyde seliilloz, mineral madde ve ham protein igerdigi i¢in kalan posa da hayvan

yemi olarak rasyonlara katilmaktadir. Dahas1 ke¢iboynuzu pulp haline getirildikten
2
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sonra tek hiicre proteini iiretiminde substrat olarak kullanilabilmektedir. Ayrica
kegiboynuzundan elde edilen seker ekstrakti Aspergillus niger ve Fusarium
moniliforme gibi kiiltir mikroorganizmalar1 i¢in milkkemmel bir besi yeri

olusturmaktadir (Sekeri-Pataryas ve ark, 1973).

Cizelge 1.2. Kegiboynuzu meyvesinin mineral madde icerigi (Anonim, 2017).

Mineral Madde Miktari mg /100 g
Potasyum 843 - 1215
Kalsiyum 251 - 361
Fosfor 85 - 681
Magnezyum 63 - 326
Sodyum 4-7
Selenyum 0-5,9
Demir 1,25-5,44
Cinko 0,61 -427

Keciboynuzunun yaklagik %10'unu olusturan ¢ekirdegi "locust bean gum"
adi verilen bir ¢esit katk1 maddesi liretiminde kullanilmaktadir. Bu gamin yapisinda
%80-85 oraninda galaktomannan iceren ve tragasol olarak bilinen bir polisakkarit
bulunmaktadir. Yaklagik 100 kg tohumdan 20 kg gam elde edilmektedir. Bu dogal
polisakkaritin en Onemli Ozelligi yliksek vizikoziteli jel olusturmasi ve bunun
yaninda genis bir sicaklik ve pH araliginda stabil kalmasidir. Gida endiistrisinde
ekmek, makarna, kek ve pasta, dondurma, peynir, ¢ikolata, marmelat ve meyve
jolesi yapiminda kivam artiric1 olarak kullanilan bu gam, ayrica tragasol tiirevi
seklinde ila¢ endiistrisinde, kagit endiistrisinde, matbaacilikta, tekstil endiistrisinde,
kozmetikte, mobilyacilikta, kibrit {iretiminde, dericilikte, petrol ve petro kimya
endiistrisinde, deterjan ve plastik endiistrisinde de kullanilmaktadir. Gerek
dogrudan gida maddesi olarak gerekse dolayli olarak endiistriyel ve farkli sanayi

alanlarinda genis bir kullanim alani bulunan keg¢iboynuzunun her gegen giin tarim
3
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alanlar1 artmaktadir. Devlet destegi ile de yetistiriciligi tesvik edilmekte ve ¢iftgiler
tarafindan 6nemsenmektedir.

Kapama meyve bahgesi kurulumunda homojen bir bahge tesis edilmesi i¢in
klonal tiretim ile fidanlar Uretilmektedir. Keciboynuzu fidan firetiminde de
tohumlarin genetik agilim gostermesinden dolay1 generatif ¢cogaltma sadece ¢ogiir
ana¢ elde etmek amaciyla kullanilmaktadir. Klonal ¢ogaltma yontemlerinden ise
yaygin olarak goz ya da kalem ag1 yontemi ile vejetatif iiretim yapilmaktadir.
Asilama i¢in Oncelikli olarak ¢Ogiir anaglarinin yetistirilmesi gerekmektedir.
Asilama, tiipte yapilabildigi gibi 6zelikle sulanmayan ve kurak arazilerde direkt
araziye tohum ekilerek yerinde asilama da yapilabilmektedir. Ke¢iboynuzu ¢ogiir
anaglarinin asilama olgunluguna erigebilmeleri, ortalama ii¢ yillik bir bakim
sonrasinda miimkiin olabilmektedir. Bu durum iiretim maliyetlerinin artmasina ve
seri iiretim i¢in biiyiilk iiretim alanlarina, is giiciine ve zamana gereksinimi
artirmaktadir. Modern kapama bahgeler ve yeni yetistirme teknikleri sayesinde
hizla artig gosteren kegiboynuzu yetistiriciligi beraberinde saglikli, ismine dogru,
hastaliksiz fidan talebini de artirmistir. Bu talebin kargilanmasi klasik iiretim
yontemlerinin yaninda modern doku kiiltiirii teknikleriyle de in vitro kosullar
altinda kitle iiretiminin yolunu agmustir. Ulkemizde sert ¢ekirdekli, yumusak
cekirdekli ve diger meyve tiirleri i¢in anag tiretimi in vitro kosullar altinda basarili
bir sekilde yapilmaktadir. Kegiboynuzunun in vitro kosullar altinda klonal olarak
cogaltilmas1 doku kiiltiirii teknikleri sayesinde miimkiin goriinmektedir.

Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir
bitki, hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku
(cesitli bitki kisimlari;eksplant) veya organ (apikal meristem, kok vb.) gibi bitki
kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel iirlinlerin (metabolitler gibi)
iiretilmesidir. Yeni ¢esit gelistirmek ve mevcut cesitlerde genetik varyasyon
olusturmak doku kiiltliriiniin temel amagclar1 arasinda sayilabilir. Bu nedenle bitki
doku kiiltiirleri genetiksel iyilestirme ¢alismalarinda 6énemli bir rol oynamaktadir.

Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve ¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin
4



1. GIRIS Mustafa Alparslan UMARUSMAN

iiretiminde, gesitli doku kiiltlirii yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir (Yaman,
2011; Babaoglu ve ark, 2004). Bitki doku kiiltlirii islemlerinde ve genetik
iyilestirmelerde kullanilan temel sistem bitki rejenerasyonu yani bitkinin hiicre,
doku ve organlarindan klonlanmasidir.

Bitki doku kultiirleri tekniginin esasl baslica ¢ ana

kisimdan olusmaktadir:

» Kiiltiiriin gelismesi igin gerekli organik ve inorganik maddeleri igeren steril
bir gida ortaminin hazirlanmasi,

» Kiiltiire alinacak bitki parcasinin (eksplant) orijinini olusturan ana
materyalin dezenfekte edilmesi,

» Orijin bitkiden istenen eksplantin (meristem, anter, embriyo, yaprak ucu vb.)
almarak steril besin ortamina, steril sartlarda konulmasi ve gelismesi igin

uygun ¢evre sartlarina yerlestirilmesidir (Yaman, 2011).

Doku kiiltiirii teknikleri kullanilarak yapilan mikrogogaltim ¢aligmalarinda
cogunlukla katilagtiric1 agar kullanilan kat1 besin ortamlar1 kullanilmaktadir. Klasik
doku kiiltiirii tekniklerinin yogun isgiicii gerektirmesinin yani sira lretim
maliyetleri de oldukga yiiksektir. Klasik kati kiiltiir yontemlerinde ¢ok sayida
kiiltiir kabina gereksinim duyulmakta ve bu durum iklimlendirme ortamlarinin
biiyiitiilmesini zorunlu hale getirmektedir. Tiim bu zorlayici durumlar doku kiiltiirii
aracihigiyla iretimin endiistriyel boyutta gelistirilmesine engel olmaktadir
(Takayama ve Misawa, 1981). Son yillarda iiretim maliyetlerinin azaltilarak kisa
zamanda biiyiik Olcekte iiretimin yapilabilecegi iiretim tekniklerinin gelismesine
yonelik c¢alismalar yapilmaktadir. Uygun protokollerin kurulmasi halinde, kati
kiiltiirden daha etkili iiretim olanaklar1 tasiyan sivi kiiltiirlerin kullanilmasi 6n plana
¢tkmaktadir. Sivi kiiltiir ortamlarinda ¢ok sayida eksplant biiyiik oOlgekte
cogaltilabilmektedir. Eksplantlarin sivi kiiltiirde ortamla devamli temas halinde

olmasindan dolay1 besin maddesi alimi kolaylasirken, bitkilerin gelisme orani da
5
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artmaktadir. Kati kiiltiir sistemlerinde besin ortamlarinda bitki gelisimi igin
besleyici nitelik tagimamasina ragmen kullanilan ve iiretimdeki en yiiksek girdiyi
olusturan katilagtirici agarin kullanilmamasi ile liretim maliyetleri diigmektedir
(Takayama ve Akita, 2005).

Glinlimiizde uygulanan doku kiiltliri tekniklerinde ¢ogunlukla kat1 besin
ortamlart kullanilmaktadir. Kat1 kiiltiir sistemlerinde kati besin ortamina
yerlestirilen eksplantlarin gelismelerinde siirekliligin saglanmasi i¢in periyodik
olarak altkiiltiire alinmalar1 zorunludur. Her bir altkiiltiir sirasinda besin
ortamlarinda  kontaminasyon goriilme olasiligi artmaktadir. Katilastirici
bilesenlerin kullanildigi kati besin ortamlarinda gergeklestirilen doku kiiltiirii
caligmalari, sivi besin ortaminda yapilan doku kiiltir c¢alismalarn ile
kiyaslandiginda kat1 kiiltiir ortamlarinda kontaminasyon olusma riski daha
yiiksektir (Etienne ve Berthouly, 2002). Bu nedenle o6zellikle ticari amach
mikrogogaltim icin katilagtiric1 bilesenlerin kullanilmadigi sivi kiiltiir ortamlari
tercih edilmektedir. Sivi kiiltiir ortamlarinda eksplantlarin tiim yiizeyi ortamla
temas edebiliyor olmasi sebebiyle besin ortamindaki bilesenleri daha iyi absorbe
etmektedirler. Siv1 kiiltlir ortamlarinin kullanildig1 biyoreaktorlerin mikrogogaltim
caligmalarinda kullanilmasi da bu nedenlerden dolay:r artmaktadir. Sivi kiiltiir
ortamlarinin kullanildig1 biyoreaktor sistemlerinde en g¢ok karsilagilan problem
bitki materyalinin s1vi besin ortamina siirekli temas etmesi sebebiyle eksplantlarda
meydana gelen vitrifikasyon olayidir. Vitrifikasyon (camlasma) bitki dokularmin
gevrek ve kirllgan yapiya doniismesidir. Bu sorun sebebiyle son zamanlarda
geligtirilen ve bitkinin belirli araliklarla sivi yiizeyden uzaklagmasini miimkiin
kilan gegici daldirma sistem biyoreaktorler kullanilmaktadir. Gegici daldirma
sistem biyoreaktorler, ilk olarak Haris ve Mason (1983) tarafindan gelistirilmis
olup ilk basarili bitki rejenerasyon sonuglart Solanum tuberosum ve Coffee
arabicani’nin somatik embriyolarindan elde edilmistir (Etienne

ve Berthouly, 2006).
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Gegici daldirma sistem biyoreaktdrlerin doku kiiltiir tekniklerinin uygulama

alanindaki avantajlar1 asagidaki gibi siralanabilir:

» Uretim girdilerinde azalmay1 saglar, ekonomiktir.

» Ticari kitlesel {iretime olanak sagladigi i¢in zaman ve mekan yoniinden
avantaj saglar.

» Bu yontemle ¢ogunlukla katilastirici madde olarak kullanilan ve en pahali
girdiyi olugturan agar maliyeti azalmis olur.

» Kati kiiltiir ortamlarinda eksplantlardan salgilanan biyokimyasallarin neden
oldugu kararmalarin ve altkiiltiirler sirasinda ortaya c¢ikabilecek

kontaminasyonlarin azaltilmasi1 yoniinde avantaj saglar.

Gegici daldirma sistem biyoreaktdrlerde diger biyoreaktor sistemlerinden
farkli olarak eksplantlar ile s1vi besin ortami arasinda zaman zaman gegici temas
saglayabilen bir ylizey gelistirilmistir. Hava akimi ile ortam belirli araliklarla
yukar1 dogru c¢ikarak bitkinin ihtiyag duydugu besin maddelerine ulasmasi
saglanmaktadir. Daldirma islemi siiresince hava akimi ve besin ortami bitkiye
niifuz ederek materyale zarar vermeden dokulara iletilmektedir. Biyoreaktorlerde
kitlesel bitki iiretim protokollerinin kurulabilmesi i¢in, kat1 kiiltir ve sivi
ortamlarda optimum kiiltiir kogullarinin belirlenmesi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bitki doku kiiltliri ¢aligmalarinda gegmisten giiniimiize gelistirilmis farkli
gegici daldirma biyoreaktor sistemleri kullanilmaktadir. Ancak son yillarda
modernize edilmis ve yiiksek basari saglayan sistemler gelistirilmistir. Bu tez
caligmasinda da son donemde gelistirilmis ve kullanimi hizla yayginlasan
Plantform biyoreaktdr sistemi kullanilmistir. Plantform biyoreaktor sistemi ile ilgili
ilk ¢alisma Walender ve ark, (2014) tarafindan gergeklestirilmistir. Yapilan bu
calismada gegici daldirma sistemi ile klasik doku kiiltiir ortamlarinin Digitalis lutea
X purpurea, Echinacea purpurea ve Rubus idaeus tiirlerinin mikrogogaltimina

etkilerini aragtirmiglardir. Kat1 kiiltiir ortaminda elde ettikleri sonuglar g6z 6niine
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alimdiginda ¢ogalma orani ve bitkicik kalitesi, gecici daldirma sisteminde gelisen
bitkilerle ya aymi ya da agarli ortamdaki bitkilerden daha iyi oldugunu
belirtmiglerdir. Digitalis lutea x purpurea ve Rubus idaeus’un mikrogogaltiminda
her iki tekniginde kardes sayisi benzer sonug¢ verirken, Echinacea purpurea’da
kardes sayist ve kalitesinin gegici daldirma sisteminde daha iyi oldugunu tespit
etmislerdir. Digitalis lutea x purpurea ve Echinacea purpurea tiirlerinde yas
agirlik gegici daldirma siteminden elde edilirken, Rubus idaeus tiirii i¢in kati kiiltiir
ortamindan elde edildigini belirtmislerdir. Kuru agirlik her iki kiiltiir ortaminda ii¢
genotip iginde benzerlik gosterdigini saptamislardir. Yaptiklari bu g¢alisma ile
Plantform biyoreaktor sistemlerinin bitki mikrogogaltiminda kullaniminin uygun
oldugunu ortaya koymuslardir.

Bitki doku ve organ kiiltiiriinde, tiire bagl olarak degiskenlik gostermekle
birlikte uzun siire bitki biiyiime diizenleyici igeren ortamlarda kiiltiire alinan
bitkilerin gen yapisinda yapisal degismeler meydana gelebilmektedir. Bu olay
somaklonal varyasyon olarak adlandirilmaktadir. Klonal ¢ogaltimin esas oldugu
bitki doku ve organ kiiltiiriinde bu olay vejetatif cogaltima engel teskil eden bir
durumdur. Molekiiler markirlar, bitki genomunda herhangi bir bolge ya da gen
bolgesi ile iligkili DNA parcasi olarak adlandirilmaktadir. Bu markirlar molekiiler
bitki 1slahinda kiltlir g¢esitlerinin tanimlanmasinda, genetik haritalamada,
akrabaliklarin belirlenmesinde, gen kaynaklarinin karakterizasyonunda kullanilan
bir yontemdir. Genom {izerinde farkli bolgeler farkli markirlar olarak ifade edilir.
SSR markirlari, 1-4 arasinda tekrarlanan niikleotid dizilimlerine sahiptir ve bu
bolgeler ‘‘mikrosatellit’ olarak adlandirilir. PCR’da bireysel olarak amplifiye
olmaktadirlar. SSR markirlar1 giivenilir, kodominant, polimorfizim orani yiiksek ve
uygulanabilirligi kolay ve diger markirlara gére daha ucuzdur (Kagar ve ark, 2009).
SSR markirlar yiliksek oranda bilgi icermeleri, kodominant olmalar1 ve PCR’da
kolaylikla tespit edilebilmesi sebebiyle tercih edilen bir sistemdir. Bu sistemin
dezavantaj1 ise zaman alic1 ve yogun is giicii gerektirmesi dolayisiyla tiire ait yeni

mikrosatellitlerin elde edilmesidir (Biiyiikiinal Bal, 2003).
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Yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda Adana ve gevresinde dogal olarak
yetisen 3 kegiboynuzu genotipinin, klasik kati kiiltiir besin ortami ve gecici
daldirma biyoreaktor sistemleri arasinda yer alan Plantform kiiltiir kaplan
kullanilarak mikrogogaltim galismalari yiiriitiilmiistiir. Bu amagla ilk olarak kati
kiiltiir besin ortamlarinda farkli bitki biiyiime diizenleyicileri ve konsantrasyonlari
kullanilarak her ii¢ genotipinde en basarili besin ortami ve bitki biiylime
diizenleyici konsantrasyonlar1 tespit edilmistir. Ardindan belirlenen bu ortam ve
bitki biliyiime diizenleyici igerikleri ile Plantform sistemleri kullanilarak
mikrogogaltim ¢aligmalar1  yiiriitilmiistiir. Mikrogogaltim1  gergeklestirilen
genotiplerde Plantform sistemi ya da diger faktdrlerden kaynaklanabilecek
herhangi bir somaklonal varyasyonun tespit edilmesi amaciyla, kiiltiire alinan ilk
bitkilerden ve ara asamalarda ve koklendirme asamalarinda alinan bitki
materyallerinden DNA izolasyonu yapilarak SSR markirlariyla genetik

kararliliklar1 karsilastirilmustir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Doku Kiiltiiriinde Ke¢iboynuzu ile ilgili Yapilan Cahsmalar.

Carimi ve ark (1997) kegiboynuzunda oviil kiiltiirii ile embriyojenik kallus
elde etmek amaciyla, kegiboynuzunun 20-25 mm’lik meyvelerinden alinan
déllenmis oviilleri in vitro da gelistirmeye yonelik bir arastirma yapmuslardir.
Calismada, 150 mM siikroz, 500 mg/L. malt ekstrakti ve 13.3 uM BA igeren MS
ortami kullanmiglardir. Farkli bilesenlerin embriyo gelisimine etkilerini incelemek
amaciyla, 85 g siikroz ve 0,45 pM 2,4-D igeren MS ortami kullanmis ve anormal
gelisim gosteren embriyolar elde etmislerdir. 60 g siikroz ilave edilmis, 10 uM IBA
iceren MS ortaminda gelisen embriyolarin siirgiin olusturacak sekilde ¢imlendigini
belirtmislerdir. Dollenmemis oviillerle yapilan ¢aligmalarin tamaminda ise basari
saglanamadigini rapor etmislerdir.

Romano ve ark (2002) Akdeniz Bolgesi’nde dogal olarak yetisen
keciboynuzlar1 ile mikrogogaltim c¢alismalart gerceklestirmislerdir. Caligmada
eksplant kaynagi olarak olgun disi keciboynuzu agaglarimin koltuk siirgiinlerini
kullanmiglardir. Siirgiin gelisimi i¢in ideal besin ortaminin 4.44 uM BA veya 4.56
UM zeatin igeren MS ortami oldugunu tespit etmiglerdir. En iyi kok gelisiminin 4.9
uM IBA’e 2-3 dk daldirmadan sonra hormonsuz besin ortaminda kiiltiire alinan
siirglinlerden elde edildigini belirtmislerdir. % 80-85 bagil nem oraninda seraya
alman bitkilerde yiliksek basari saglamiglardir. Yaptiklar1 ¢aligmada baglangic
materyali olarak bahar déneminde alinan eksplantlarin in vitro da daha yiiksek
oranda geligim gosterdigini belirtmislerdir.

Kec¢iboynuzu mikrogogaltiminda siirglinlerin in vitro da koklenmesini
tesvik eden makro besin elementlerinin optimize edilmesi konusunda aragtirma
yapan Goncalves ve ark (2005), calismalarinda tam MS, yar1 kuvvette MS, 2
MS+N gibi farkli MS konsantrasyonlarinin ve makro besin elementlerinin
koklenme iizerindeki etkilerini arastirmislardir. Koklenme denemelerinde 2 MS

ortaminda siirgiinlerde %50 oraninda basar1 saglamislardir. Ana bitkiden alinan
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yaprak ornekleriyle besin elementi analizi yapmislar ve bu analiz sonuglarina gore
MS besin ortamima makro besin elementi ekleyerek yeni bir koklendirme ortami
hazirlamiglardir. Modifikasyon sonucunda elde edilmis MS besin ortaminda
kiiltiire alinan siirgiinlerin %80°nin kdklendigini belirtmiglerdir.

Custodio ve Romano (2006) in vitro da kegiboynuzu koklendirilmesinde
seker konsantrasyonlarinin etkisini arastirmiglardir. Bu amagla, mikrogogaltimla
iiretilmis kegiboynuzu siirgiinlerini farkli sekerler eklenmis yar1 kuvvetli MS besin
ortamlarinda kiiltiire almiglardir. En iyi koklenme derecesini 145 mM oraninda
sakkaroz igeren MS ortamindan elde etmiglerdir. Bunun yaninda fruktozun kok
sayisini ve kok uzunlugunu arttirdigini tespit etmislerdir. Ayrica bitkilerin
koklendirilmesinde test edilen glikoz yogunlugundaki azalmanin bitkilerin dig
kosullara adaptasyonunda yararl oldugunu belirtmislerdir.

Canhoto ve ark (2006) yaptiklar1 ¢calismada, olgunlasmamis kegiboynuzu
(Ceratonia siliqua L.) tohumlarmin kotiledon segmentlerini kullanarak somatik
embriyolar elde etmislerdir. In vitro kosullar altinda BA ve IBA iceren MS besi
ortaminda eksplantlar gelistirilmis ve en iyi sonuglar1 (%33.8) 4.4 uM BA ve 0,5
uM IBA igeren MS besi ortamindan elde etmislerdir. Eksplantlarin geligimini farkli
oksin konsantrasyolarinda gézlemlemek amaciyla IBA ile diger oksin gruplar1 yer
degistirilerek oksin guruplarmin bitki gelisimine etkisini incelemislerdir.
Calismada NAA ve IAA’in embriyo olusumunu tesvik ettigi, 2,4-D ve 4 amino
3,5,6 trichloropicolinic’in tamamen etkisiz oldugunu belirtmislerdir. En iyi siirgiin
gelisiminin 3 uM Gibberellik asit ortamindan elde edildigini tespit etmislerdir.

Ksia ve ark (2008) kegiboynuzunda (Ceratonia siligua L.) kallus
olusumunu tesvik etmek amaciyla caligmalar yiirlitmiis ve embriyogenesis
caligmalarinda, ke¢iboynuzunun olgunlasmamis tohumlarin1 kullanmiglardir.
Kallus olusumu i¢in 2,4-D igeren besi ortami kullanilmis ve kallus olusumunun 9
uM 2.,4-D’de en yiiksek oranda basar1 gosterdigini belirtmiglerdir. Calismanin
ilerleyen safhalarinda eksplantlarin gelisme evresinin ve 2,4-D konsantrasyonunun

embriyogenesis gelisimini dogrudan etkiledigini saptamuslardir. ilk olarak 45
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giinliik yapilarda farklilasmis hiicreler gozlenmis ve 70 giinlilk yapilarda kiiresel
beyaz sekilli embriyolarin gelistigini tespit etmiglerdir. 90 giinliik yapilarda tam
olarak olgunlagmis somatik embriyolar olugsmus ve protoderm gelisim durumuna
gore karakterize edilen kotiledon safhasini elde etmislerdir.

Naghmouchi ve ark (2008) yaptiklart c¢alismada kegiboynuzunda
mikrogogaltim i¢in temel ve basit bir ortam protokoliiniin hazirlanmasini
amaclamiglardir. Yaptiklar1 denemeler kapsaminda ¢imlenme ve siirglin gelisimi
i¢cin en ideal ortamin 0.5 mg/L BAP, 0.1 mg/L IBA ve 0.5 mg/L GA; ihtiva eden
MS ortami1 oldugunu belirtmislerdir. Ayrica mikro siirgiin kdklenmesi i¢in en ideal
ortam 2 mg/L IBA ile 2 mg/L aktif karbon iceren MS ortami oldugunu rapor
etmislerdir. Ayrica geng agaglardan temin edilen otsu yapidaki eksplantlarin en iyi
gelisim gosteren dokular oldugunu saptamislardir.

Brugaletta ve ark (2009) calismalarinda Fas, Italya, Ispanya ve
Portekiz’den topladiklar bir yasindaki bitkilerin apikal ve koltuk tomurcuklarini
kullanmiglardir. 0.5 mg/L BA igeren ve farkli dozlarda makro besin maddeleri
ihtiva eden MS ve 2 MS ortamlarm kullanarak apikal ve tomurcuk kiiltliri
yapmiglardir. Caligmalar neticesinde 0.5 mg/L BA igeren yar1 kuvvette MS
ortammin en iyi sonuglart gosterdigini belirtmislerdir. Yapilan gdzlemler
sonucunda c¢esit, materyallerin toplandigi mevsim ve ekolojik stres faktorlerinin
gelismeye dogrudan etki ettigini saptamislardir.

Hakim ve ark (2010) keciboynuzunda klonal c¢ogaltim amaciyla,
ke¢iboynuzunun  olgunlagsmig  tohumlarmi  hormonsuz ~ MS  ortaminda
¢imlendirmiglerdir. In vitro da gelisen fidelerin koltuk siirgiinlerini kullanarak,
farkli oranlarda IAA ve GA; ile BA kombinasyonlarinda eksplantlar1 kiiltiire
almislardir. Yapilan gézlemler sonucunda ideal besi ortaminin; 1.5 mg/L BA, 0.5
mg/L GA; ve IBA farkli kombinasyonlar1 oldugunu rapor etmislerdir. 0.5 mg/L
IBA igeren yar1 kuvvette MS ortaminda koklenen bitkilerin dis kosullarda %70°nin
hayatta kaldigini belirtmislerdir.
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Naghmouchi ve ark (2012) ke¢iboynuzunda apeks kiiltiri ile
mikrogogaltim ¢aligmasi  gerceklestirmislerdir.  Aragtirmacilar  kegiboynuzu
mikrogogaltimi i¢in bir protokol hazirlanmak amaciyla farkli biiylime
diizenleyicileri ve farkli oranda besin ortami igeren besi yerlerinde eksplantlar
kiiltiire almiglardir. En iyi sonuglar tomurcuklar sismeye bagladigi dénemdeki
meristem kiiltiiriinden elde edildigini belirtmislerdir. En iyi siirgiin gelisiminin 2
mg/L BAP ve 2 mg/L 2,4-D kombinasyonu igeren yar1 kuvvette MS ortaminda, en
iyi koklenmenin ise 4 mg/L NAA igeren besi ortamindan elde edildigini rapor
etmislerdir.

Radi ve ark (2013) yaptiklar1 ¢aligmada, biiyiime diizenleyicilerinin farkli
konsantrasyonlarinin Fas’ta bulunan yerel keciboynuzu cesidinin ¢ogalma ve
koklenmeye olan etkilerini incelemislerdir. Calismada eksplant olarak ke¢iboynuzu
stirglinlerinin bogum aralarimi kullanmiglardir. En iyi siirgiin gelisiminin 2 mg/L
zeatin ve 2 mg/L BAP kombinasyonu igeren MS ortamindan elde edildigini
belirtmislerdir. Optimum oksin konsantrasyonlarinin 0.5 mg/L IBA, NAA, [AA
oldugunu saptamuglardir. In vitro kosullarda en iyi kéklenme 2 mg/L IBA igeren
yar1 kuvvette MS ortaminda goriildiigiinii belirtmislerdir.

Cirtik ve ark (2017), yaptiklar1 ¢aligmada farkli besin ortamlarinin (WPM
ve MS) ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin keg¢iboynuzunda kallus olusumuna
etkilerini aragtirmiglardir. Caligmada keciboynuzunun kotiledon ve hipokotil
kisimlarini kiiltiire alarak kallus gelisimini incelemislerdir. Yiiksek oranda kallus
gelisiminin goriildigi ¢aligmada kallus indiiksiyonu igin en iyi sonuglarin WPM
besin ortamindan elde edildigini belirtmislerdir. Kallus indiiksiyonunda, hipokotil
eksplantlarinin kotiledon eksplantlarindan daha iyi gelisim gosterdigini tespit

etmislerdir.

2.2. GDS ile Yiiriitiilen Calismalar
Escalant ve ark (1994) muzda gegici daldirma biyoreaktor sisteminde

mikrogogaltim caligmalarin1 gergeklestirmis ve buradan elde edilen sonuglarla,
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muzda agar kullanilarak hazirlanan kati besin ortaminda yapilan mikrogogaltim
deneme sonuglart ile karsilastirmislardir. Gegici daldirma biyoreaktor sisteminde
kiiltiire alinan eksplantlarda 2 ay sonra olugan somatik embriyolarin sayisi 1375
adet oldugu kaydedilirken, agar igeren kati ortamdaki embriyo sayisinin 450
oldugunu saptamiglardir. Sonu¢ olarak biyoreaktér uygulamasi ile yapilan
mikrogogaltimda bitki olusum ylizdesi, agarli ortamda gerceklestirilen
mikrogogaltimdaki bitki olusum yiizdesinden 3,05 kat daha fazla oldugunu
belirtmiglerdir. Calismada 6 ay sonunda yar1 kati besin ortaminda yapilan
mikrogogaltimla elde edilen sonuglara kiyasla gecici daldirma biyoreaktor
sisteminde yapilan mikrogogaltimda % 60-70 oraninda daha fazla somatik
embriyonun {iretildigini rapor etmislerdir.

RITA gecici daldirma sistemi kullanilarak Citrus deliciosa Ten. bitkisinde
somatik embriyolarin elde edilmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada, kati, sivi ve
reaktor kiltlir ortamlar1 karsilastirilmistir. Bu ¢alismada, Cabasson ve ark (1997)
zay1f gelisen embriyolarin daha iyi gelisme gostermeleri i¢in kat1 kiiltir,
siispansiyon ve gecici daldirma sistemlerinin bitki rejenerasyonuna etkisini
arastirmiglardir. Yaptiklari ¢aligmada kati kiiltiirde somatik embriyolarin %60
kotiledon agsamasina kadar gelismesine ragmen bitkilerde camlasma goriildiigiinii
belirtmislerdir. Ayrica siispansiyon kiiltiiriinde somatik embriyolarin gelisiminin
globuler safthada durdugunu tespit etmislerdir. Buna karsin gecici daldirma
sisteminin somatik embriyo gelisimini tesvik ettigini ve somatik embriyolarin
%66'smin kotiledon safhasina ulasarak morfolojik yapida nuseller embriyolarla
ayni oranda gelisim gosterdigini belirtmislerdir.

Welander ve ark (2014), yaptiklar1 ¢alismada gecici daldirma sistemi ile
klasik kati kiiltiir ortamlarinin Digitalis lutea x purpurea, Echinacea purpurea ve
Rubus idaeus tiirlerinin mikrogogaltimina etkilerini arastirmiglardir. Kati kiiltiir
ortaminda elde ettikleri sonuglar g6z oniine alindiginda ¢ogalma orani ve bitkicik
kalitesi, gecici daldirma sisteminde gelisen bitkilerle ya ayni ya da agarli ortamdaki

bitkilerden daha iyi oldugunu belirtmislerdir. Digitalis lutea x purpurea ve Rubus
15



2. ONCEKI CALISMALAR Mustafa Alparslan UMARUSMAN

idaeus’un mikrogogaltiminda her iki tekniginde kardes sayist benzer sonug
verirken, Echinacea purpurea’da kardes sayisi ve Kkalitesinin gegici daldirma
sisteminde daha iyi oldugunu tespit etmislerdir. Digitalis lutea x purpurea ve
Echinacea purpurea tiirlerinde yas agirlik gecici daldirma siteminde daha yiiksek
oranda elde edilirken, Rubus idaeus tiirii igin kat1 kiiltiir ortaminda daha iyi sonug
verdigini belirtmiglerdir. Kuru agirhigin her iki kiiltiir ortaminda ii¢ genotip iginde
benzerlik gosterdigini saptamislardir. Yaptiklart bu calisma ile Plantform
biyoreaktor sistemlerinin bitki mikrocogaltiminda kullaniminin uygun oldugunu
ortaya koymuslardir.

Gatti ve ark (2015), yaptiklari g¢aligmada Quercus robur bitkisinin
mikrogogaltiminda klasik doku kiiltiirii ve Plantform biyoreaktér sistemini
karsilastirmali olarak incelemiglerdir. Calismada eksplant olarak nodal segmentleri
kullanmiglardir. Kati kiiltiir mikrogogaltim ortamlarinda 20.0 g/L sukroz, 6 g/L
agar ve 0.2 mg/L BA ihtiva eden WPM ortamlarimi kullanmislardir. Plantform igin
8 saatte bir 12 dakika ve 16 saatte bir 8 dakika olarak eskplantlar1 sivi besin
ortamina daldirilarak kiiltiire almislardir. Havalandirma siiresi ise 4 saatte bir 15
dakika olarak ayarlamiglardir. Calisma neticesinde Plantform biyoreaktor
sisteminde kiiltlire alinan eksplantlardan gelisim gosteren bitkiciklerin yas agirlik
ortalamalarmin, kati kiiltiirden elde edilenlere goére daha basarili oldugunu
belirtmiglerdir. Bu calisma ile Plantform biyoreaktor sisteminin Quercus robur
bitkisi i¢in hizli ve etkili bir metod oldugunu rapor etmislerdir.

Kokotkiewicz ve ark (2015) yaptiklar ¢alismada ticari neme sahip Giiney
Afrika Baklagili Cyclopia genistoides’den fenolik sekonder metabolit elde edilmesi
amaciyla farkli biyoreaktor tiplerinde [membranerafts (MR) ve GDS] bitkiyi sivi
ortamda kiiltlire almislardir. Tibbi 6neme sahip sekonder metabolitlerin en yiiksek
konsantrasyonun gecici daldirma sisteminden elde edildigini belirtmislerdir.

Lambardi ve ark (2015), yaptiklar1 ¢alismada her dem yesil birer siis bitkisi
olan Chrysanthemum morifolium, Carex oshimensis ve meyve tiirlerinden Ficus

carica ve Ribes rubrum bitkilerinde gecici daldirma sistemi Plantform ile siirgiin
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ucu kiiltiirii konusunda arastirmalar yapmiglardir. Caligmalarinda Plantform sistemi
ile daha yiiksek kalitede bitkiler elde ettikleri belirtilirken, bazi bitkilerin direkt
olarak koklenme gosterdikleri ve bu sayede dogrudan dis kosullara
adaptasyonunun miimkiin oldugunu saptamislardir.

Tibbi ve aromatik bitkiler grubunda yer alan Stevia rebaudiana, igerdigi
dogal tatlandirict bilesenler sayesinde pancar sekerine alternatif bir ¢6ziim olacagi
diisiincesiyle her gecen giin 6nem kazanan bir bitki tiirlidiir. Sacco ve ark (2015),
yaptiklar1 ¢aligmada bu tiir igin etkili bir mikrogogaltim protokolii gelistirmek
amaciyla ¢aligmalar yapmislardir. Caligmada yeni nesil biyoreaktor sistemleri olan
RITA ve Plantform biyoreaktor sistemleri ile kati kiiltiir ortamlarinin Stevia
rebaudiana’nin mikrogogaltimma etkilerini aragtirmiglardir. Calismada 2 farkl
biyoreaktor sisteminde hormonsuz MS besin ortami, BA (0.3 mg/L) iceren MS
besin ortami ve TAA (0.5 mg/L) igeren MS ortamlarinda eksplantlar1 kiiltiire
almiglardir. Stvi ortamlarda ¢ogalma katsayisi kati ortama gore daha yiiksek
bulunurken, BAP’nin eksplant bagina siirgiin sayisini artirict etkide bulundugunu
belirtmislerdir. Calismalar boyunca yapilan gozlemlerde Plantform biyoreaktdr
sisteminde uygulanan 3 saatte bir daldirma dongisiiniin, kallus ve vitrifikasyon
problemine sebep oldugunu, bununla birlikte 8 saatte bir daldirma dongiisiiniin
daha kaliteli siirglin olusturdugunu belirtmislerdir.

Daungban ve ark (2017), muzda in vitro kosullar altinda geleneksel yari-kati
besin ortami ile gecici daldirma biyoreaktér sistemini karsilagtirmali olarak
incelemislerdir. Gegici daldirma biyoreaktor sisteminde eksplantlar her 4 saatte bir
2 dk daldirilacak sekilde sistemi ayarlamiglardir. Calismada  farkh
konsantrasyonlarda TDZ (0, 0.125 ve 0.25 mg/L) ihtiva eden sivi ve katt besin
ortamlarinda eksplantlar kiiltiire almiglardir. Calisma neticesinde en fazla siirgiin
olusum oran1 11.03 ile 0.125 mg/L TDZ igeren gegici daldirma biyoreaktor
sisteminden elde edildigini belirtmislerdir.

Gutiérrez ve ark (2016) yapmis olduklarnn calismada gegici daldirma

biyoreaktor sisteminde Guadua angustifolia bitkisinin mikrogogaltiminda farkli
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daldirma siirelerinin bitki gelisimine etkisini arastirmiglardir. Kiiltiir kaplara 6 ve
8 saatte bir 2 dk olmak {izere iki farkli daldirma sikligin1 uygulamiglar ve
denemeler sonunda 6 saatte bir 2 dk daldirma siiresinin gelismeye biiyiik dlglide
olumlu etkide bulundugunu saptamislardir.

Masnoddin ve ark (2016), klasik kati kiiltlir ortamindan elde ettikleri
Paphiopedilum rothschildianum kalluslarindan RITA gegici daldirma biyoreaktor
sisteminde siirgiin rejenerasyonunu incelemislerdir. Caligmada 125 dk'da bir 5 dk
daldirma yapilarak kalluslari kiiltiire almisladir. Calismaya ek olarak farkli oranda
sakkaroz konsantrasyonunun (15 ve 58 mM) siirgiin olusumuna etkisini
arastirmiglardir. Sonug olarak, 58 mM sakkaroz miktarinda 1 g kallus basina diisen
stirglin gelisiminin 190 adet/g oldugunu tespit etmislerdir.

Meiping ve ark (2016), yapmis olduklari ¢alismada, Sagittaria sagittifolia
bitkisinin mikrogogaltiminda yeni bir protokol gelistirmek amaciyla gecici
daldirma biyoreaktor sisteminde eksplantlari kiiltiire almislardir. Calismada farkh
bitki biiylime diizenleyici, altkiiltiir sayisi, daldima sikligi ve inokiilasyon
yogunlugunun mikrogogaltima etkisini incelemiglerdir. Gegici daldirma sisteminde
geligen bitkilerin oldukga iyi bir morfolojik yapiya sahip olduklarini belirtmislerdir.
3.0 mg/L BAP + 0.01 mg/L NAA igeren besin ortamlarinda en yiiksek ¢ogalma
katsayisinin 5. altkiiltirde elde edildigini rapor etmislerdir. Gegici daldirma
sisteminde kullanilan kiiltiir kaplarinda her litre i¢in 10 bitki konulmasinin ve 3
saatte bir 10 dk daldirma dongiisi uygulamasimin Sagittaria sagittifolia
mikrogogaltiminda oldukga basarili oldugunu belirtmislerdir.

Mersin bitkisi (Myrtus communis L.) ile yapilan bir ¢alismada Bigen ve ark
(2017), gecici daldirma biyoreaktor sistemi ile kati kiiltlir ortamlarinin tiirlin
mikrogogaltimina etkisini aragtirmiglardir. Caligmada iki adet mersin genotipi
kullanmisglardir. Mikrogogaltim ¢alismalarinda, Plantform ve kati kiiltiir sistemleri
icin 1.0 mg/L BAP igeren besin ortamlari, koklendirmede ise 1.0 mg/L IBA igeren
besin ortamlarinda eksplantlar1 kiiltiire almiglardir. Calismada daldirma sikliginin

etkisini arastirmak amaciyla gegici daldirma biyoreaktdr sisteminde 4 ve 8 saat
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olmak Tizere iki farkli daldirma siiresi sikliginin mikrogogaltima etkisini
incelemisler ve katir besin ortamlarindan elde edilen mikrogogaltim sonuglari ile
kargilagtirmiglardir. Calisma neticesinde Plantform sisteminde gelisen bitkilerin
kat1 kiiltiirlere gore agik bir sekilde daha basarili oldugunu tespit etmislerdir. Sonug
olarak, Plantform gegici daldirma biyoreaktér sisteminin, klasik in vitro
mikrogogaltim ve koklenme sistemine gore daha az maliyetli, daha az is¢ilik
gerektirdigi ve daha kisa zamanda daha fazla miktarda ¢ogaltimin yapilabilecegini
belirlemislerdir.

Frometa ve ark (2017), gerbera (Gerbera spp.) bitkisini gegici daldirma
sisteminde ¢ogaltmaya yonelik yaptiklari calismada, daldirma sikligr (6, 8 ve 12
saat) ve kiiltiir stiresi (14, 21, 28 ve 35 giin) faktorlerinin ¢ogaltma katsayisina
etkisini incelemislerdir. Calismada, 8 saatte bir daldirma uygulanan bitkilerde
stirglinlerin kontrol grubuna gore daha iyi bir morfolojiye sahip olduklarini
belirtmislerdir. Buna karsin, 6 saatte bir daldirma uygulanan grupta yas ve kuru
agirlik miktarlarinin daha yiiksek oranda elde edildigini saptamislardir.

Szopa ve ark (2017), Schisandra chinensis’te yapmis olduklar1 ¢aligmada,
bitkinin siirgiin uglarini, RITA ve Plantform olmak iizere iki farkli biyoreaktorde
kiiltiire almiglardir. Besin ortami olarak; 3 mg/L. BA ve 1 mg/LL NAA igeren MS
besin ortami kullanmiglardir. Siirglinlerde biiylime ve lignin igerigini (bitkisel-
ostrojen) LC-DAD ve LC-DAD-ESI-MS ile degerlendirmisler, test edilen
biyoreaktorlerden Plantform lignin igerigi (546.98 mg/100g kuru agirlik) ve
biiylime bakimindan daha iyi sonuglar verdigini tespit etmislerdir.

Zhang ve ark (2017), in vitro kosullarda gegici daldirma sistemi ile Bletilla
striata bitkisinin gelisme ve yalanci yumru olusumunu incelemek amaciyla
yaptiklar1 caligmada, daldirma sikliginin ve sakkaroz miktarindaki degisimlerin
bitki rejenerasyonuna etkilerini arastirmislardir. Yalanci yumru olusumunda en iyi
sonuglarin 2 saatte bir 3 dk daldirma dongiisiinden elde edilirken, en iyi bitki
gelisimin 6 saatte bir 3 dk daldirma dongiisiinden elde edildigini belirtmislerdir.

Yalanc1 yumru olusumunda ve bitki gelisiminde, sakkaroz miktar1 bakimindan en
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iyl sonuglarin sivi besin ortamina eklenen 40 g/L. sakkaroz konsantrasyonundan
elde edildigini tespit etmislerdir. Ayrica kiiltiir kaplarina 300 eksplant
konuldugunda sap c¢api, yaprak genisligi ve bitki boyu agisindan bitkiciklerde
belirgin bir gelisme goriildiigiini rapor etmislerdir.

Benelli ve ark (2018), zeytinde (Olea europaea L.) Plantform gegici
daldirma biyoreaktor sistemi ile kati kiiltiir ortamlarinin mikrogogaltima etkilerini
aragtirmak amaciyla yaptiklart c¢alismada, 16 saatte 8 dakikalik daldirma
periyodunda elde edilen bitkiciklerin kat1 kiiltiirde elde edilenlere gore oldukea iyi
bir morfolojik yapiya sahip olduklarini ve adaptasyon yeteneklerinin daha yiiksek
oldugunu belirtmisglerdir. Siirgiin uzunlugu, yaprak yapisi ve canlilik gibi kriterlerin
gdz Oniine alindig1 calismada, 5 ve 10 puM zeatin iceren ortamlarda siirgiin
uzunlugunda 6nemli bir farkliligin olmadigini, zeatin miktarinin azaltilmasinin
mikrogogaltimda onemli bir etkisinin olmadigini belirtmislerdir. Sonug¢ olarak
zeytin {iretim maliyetlerinin azaltilmasi konusunda in vitro kosullar altinda
Plantform gecici daldirma biyoreaktdr sisteminin uygun oldugunu tavsiye
etmislerdir.

Cengiz, (2018), iki farkli turunggil anaci ile Plantform biyoreaktor sistemi ve
kat1 kiiltiir ortamlarinda karsilagtirmali olarak mikrogogaltim ve kdklendirme
caligmalarini yliriitmiislerdir. Caligmada kati kiiltiir mikrogogaltim denemeleri igin
MS ve WPM besin ortamlarinda BA, Kinetin ve 2IP bitki biiyiime
diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlar1 ve kat1 kiiltiir koklendirme denemeleri
icin MS, % MS ve WPM besin ortamlarinda IBA ve NAA biiylime
diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlarini rejenerasyon i¢in kullanmiglardir.
Yaptiklar1 caligmada kati kiiltiirde elde edilen optimum besin ortami ve bitki
bliyiime diizenleyicileri referans alinarak Plantform biyoreaktor sisteminde bitkileri
kiiltiire almiglardir. Calisma sonucunda Plantform sisteminde kiiltiire alinan
bitkilerin kat1 ortama gore daha yiiksek oranda kardes ve kok gelisimi gosterdigini

belirtmislerdir.
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3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel Materyal

Tez ¢aligmasi kapsaminda Adana ve gevresinde dogal olarak yetisen ve ticari
Ooneme sahip olan, yiiksek verimli ve yiiksek oranda ¢icek tozu olusturan Kibris ve
Monoik adli genotipler, Adana’nin Kozan ilgesinde bulunan ticari bir isletmeden
temin edilmistir. Kibris genotipi, sofralik olarak taze tiilketimde, pekmez ve un
yapiminda ve hayvan yemi rasyonlarinda kullanilan, iizerinde sadece disi ¢igcek
bulunduran, uygun olmayan toprak kosullarinda iyi gelisme gdsteren bir genotiptir
(Sekil 3.1). Bu genotipe ait dort yasindaki bir agactan ortalama 32 kg {iriin elde
edildigi belirtilmistir.

Ticari olarak 6neme sahip diger genotip ise endiistriyel amag igin tercih
edilen Monoik genotipidir. Elverissiz topraklarda giicli bir kok gelisimi
gosterebilen, tiizerinde hem disi hem erkek ¢igekleri bulunduran, bahge
plantasyonlar1 i¢in tozlayici olarak da kullanilma potansiyeline sahip olan bir
genotipdir (Sekil 3.2). Genotip, meyvelerinde fazla tohum olusturma yetenegine
sahiptir. Her bir meyve igersinde 12-17 adet tohum olusturur. Bu nedenle

endiistriyel amagli hammadde olarak kullanilan tohumlari igin tercih edilmektedir.
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Sekil 3.1. Kibris genotipinin morfolojik yapisi.

A: Kibris genotipine ait 5 yasindaki meyve agaci.
B: Genotipe ait meyveler

C: Genotipe ait siirglinlerin goriiniimii
D: Genotipe ait birlesik yaprak yapist
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Sekil 3.2. Monoik genotipinin morfolojik yapisi.
A: Monoik genotipine ait 5 yagindaki meyve agaci.
B: Genotipe ait meyveler
C: Genotipe ait siirgiinlerin goriiniimii
D: Genotipe ait birlesik yaprak yapisi
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Ayrica Adana ili igerisinde peyzaj amach kullanilan Adana genotipinin

stirgiin uglar1 ve internodlari bitkisel materyal olarak kullanilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Adana genotipinin morfolojik yapisi
A: Adana genotipine ait 10 yasindaki meyve agaci.
B: Genotipe ait siirgiinlerin goriiniimii
C: Genotipe ait birlesik yaprak yapisi

3.2. Metod
3.2.1. Bitkisel Materyalin Temin Edilmesi

Calismada kullanilan keg¢iboynuzu genotipleri arazi kosullarinda siirgiin
uclar1 ve internodlar1 bah¢ce makasiyla kesilerek nemlendirilmis filtre kagitlarina
sarilarak laboratuvara getirilmek iizere sogutucuda saklanmistir. Bitkinin siirgiin
uclar1 ve yaprak koltuklarindaki tomurcuklar eksplant olarak kullanilmistir (Sekil
3.4).
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Sekil 3.4. Bitkisel materyallere ait siirgiinler
A: Kibris genotipine ait siirglinler
B: Monoik genotipine ait siirgiinler

3.2.2. Bitkisel Materyalin Kiiltiire AliInmasi
3.2.2.1. Sterilizasyon Protokoliiniin Optimizasyonu

Calismada kullanilan bitkisel materyalin basarili bir sterilizasyonu i¢in farkl
sterilantlar kullanilarak optimizasyon calismalart yiiriitiilmiistir. Bu calismalar
sonucunda en uygun sterilizasyon protokolii belirlenerek  g¢aligmalar
strdiirilmistiir.

Eksplant canliligmmin ve sterilizasyon etkinliginin en iyi oldugu protokole
gore; calismada kullanilan siirgiin ug¢lart ve internodlar 2 cm uzunlugunda kesilerek
¢esme suyu altinda 30 dk boyunca yiizeyde bulunan partikiillerin uzaklastirilmasi
amaciyla yikanmigtir. Daha sonra steril kabin igerisinde %70 oraninda etil alkol
cozeltisinde 3 dk bekletildikten sonra %0.3’lik civa kloriir (HgCl2) ¢ozeltisi
icerisinde 10 dk bekletilmis ve sonrasinda %20 oraninda sodyum hipoklorit

(NaClO) igeren soliisyonda 20 dk siire boyunca bekletilerek yiizey sterilizasyonu
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gergeklestirilmistir. Eksplantlar kopiik gidene kadar steril saf su ile durulanip steril
filtre kagidinda kurulandiktan sonra kiiltiir kaplarina transfer edilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Esplantlarin steril kabin igerisinde sterilizasyonu
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3.2.3. Kat1 Kiiltiir Mikroc¢ogaltim Denemelerinin Kurulmasi

Tez calismasi kapsaminda ilk olarak Kibris ve Monoik olarak adlandirilan
genotipler ile ¢alismalara baglanmigtir. Adana genotipi tez ¢alismasina daha sonra
eklenmigtir. Kat1 kiiltir mikrogogaltim denemeleri i¢in iki farkli yontem

izlenmistir.

3.2.3.1. Kat1 Kiiltiir Mikrog¢ogaltim Denemeleri I

Genotiplere ait silirglin uglar1 ve internodlar, in vitro kosullarda
mikrocogaltim denemelerini kurmak amaciyla MS, 2 MS ve WPM besin
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. MS ve WPM besin ortami igerigi Cizelge 3.1. ve
Cizelge 3.2°de verilmistir. Mikrocogaltim denemelerinde bitki biiylime
diizenleyicilerinden BA (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/L), 2,4-D (0, 0.5, 1.0 mg/L)’nin
kombinasyonlar1 uygulanmis ve baglangi¢ bitkileri i¢in icerisinde 15 ml besi yeri
iceren tiiplerde eksplantlar kiiltire alnmistir. BA ve 2,4-D’nin farkh
konsantrasyonlarinin kullanilma sebebi yapilan literatiir taramasi sonucuna gore
karar verilmigtir (Naghmouchi ve ark, 2012). Mikrogogaltim denemesi igin
uygulanan ortam igerigi Cizelge3.3’de gosterilmistir. Birinci altkiiltiirden itibaren
mikrogogaltim denemeleri, igerisinde 50 ml besi yeri bulunan kavanozlarda kiiltiire
almmistir. Besin ortamlarinin igerisine 30 g/L siikkroz ve 7.5 g/l agar ilave
edilmistir. Ayrica ortam igerisine kontaminasyon riskine karsi 1mg/L oranda PPM
eklenmigtir. Ortamlarin pH’s1 5.8 olarak ayarlanmistir. Deneme siiresince
bitkicikler, 16 saat aydinlik 8 saat karanlik ve 25°C sicaklik altinda iklim
odalarinda kiiltiire alinmigtir. Bitkicikler doért haftada bir ve toplamda 3 kez

altkiiltiire alinmistir.
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Cizelge 3.1. MS Besin ortami igerigi

Bilesik Konsantrasyon(mg/L)
Makro Elementler (MS, 1962)
MgS0,.7H,0 370
KH,PO, 170

KNO; 1900
NH4NO; 1650
CaCl,.2H,0 440

Mikro Elementler (MS, 1962)
H;BO; 6.2
MnS0O,.H,O 15.6
ZnS0,4.7H,0 8.6
Na,Mo00,4.2H,0 0.25
CuS0,4.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025

Kl 0.83
FeS0,.7H,0O 27.8

Na, EDTA 37.3
Organik Bilesikler (MS, 1962)
Sakkaroz 30-50 g
Myo-inositol 100
Nikotinik asit 0.5
Piridoksin HC1 0.5
Thiamine HCI 0.1

Glisin 2
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Cizelge 3.2. WPM Besin ortaminin igerigi

Bilesik Konsantrasyon (mg/L)

NH4NO; 400
CaCl,.2H,0 96
Ca(NOs), 386.34
MgSO, 180.69
KH,PO, 17
K,SO4 990
MnS0O,.H,O 223
H;BO; 6.2
Na,Mo00,.2H,0 0.25
ZnS04.7H,0 8.6
CuS0,.5H,0 0.25
FeS0O,4.7H,0 27.8

Na, EDTA 37.3

Vitamin Konsantrasyon

Myo-inositol 100
Nikotinikasit 1
Piridoksin HCI 0.5
Thiamine HCl 0.5
Glisin 2
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Cizelge 3.3. Kati Kiiltir Mikrogogalttim Denemeleri

I’de mikrogogaltim

caligmalarinda kullanilan besi ortamlar1 ve biiylime diizenleyici

konsantrasyonlari.

Besin Ortamm

BA(mg/L)

2,4-D (mg/L)

0.0

0.5

1.0

0.5

0.5

1.0

MS, 1/2 MS, WPM

0.5

1.0

1.5

0.5

1.0

0.5

1.0

3.2.3.2. Kat1 Kiiltiir Mikrocogaltim Denemeleri 11

Tez ¢aligmasi kapsaminda kat1 kiiltiir mikrogogaltiminin optimizasyonu igin

gergeklestirilen I. deneme sonucunda literatiirde belirtilenin aksine yogun bir kallus

olusumu gozlendigi igin II. bir kat1 kiiltiir mikrogogaltim denemesi yuriitilmiistir.

I. denemede kullanilan Kibris ve Monoik genotiplerine ek olarak Adana genotipi

de calismaya dahil edilmistir. I. denemede oldugu gibi besin ortami olarak, MS, %2

MS ve WPM besin ortamlar1 kullanilmistir. II. mikrogogaltim denemelerinde bitki

bliylime diizenleyicilerinden BA (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/L), GA; (0.1, 0.5

mg/L)’nin kombinasyonlar1 uygulanmis ve kiiltiire alma islemleri ilk deneme de

oldugu gibi yiiriitiilmiistiir. Mikrogogaltim denemesi i¢in uygulanan ortam igerigi

Cizelge3.4’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.4. Kati Kiiltir Mikrogogalim Denemeleri II’de mikrogogaltim
caligmalarinda kullanilan besi ortamlar1 ve biiyiime diizenleyici
konsantrasyonlari.

Besin Ortami BA(mg/L) GA; (mg/L)

0.1
0.5
0.1
0.5
0.1
0.5
0.1
0.5
0.1
0.5

0.5

MS, 1/2 MS, WPM 1

1.5

3.2.4. Kat1 Kiiltiir Kéklendirme Denemelerinin Kurulmasi

Mikrogogaltim denemesinde elde edilen genotiplere ait homojen yapida
bitkicikler ile koklendirme denemesi kurulmustur. Bu denemede oksin grubu bitki
biiyiime diizenleyicilerinden IBA (Indol biitirik asit) ve NAA (Naftalen asetik
asit)’nin farkl konsantrasyonlarmi (0, 1.0, 2.0 mg/L) igeren MS, 2MS ve WPM
besin ortamlar1 kullanilmistir. Icerisinde 15 ml besin ortami iceren tiiplerde 20 bitki
kiiltiire alinmstir (Cizelge 3.5). Besin ortamlariin igerisine 30 g/L siikroz ve 7.5
g/L agar ilave edilmistir. Ortamlarmm pH’s1 5.8’e¢ ayarlanmigtir. Ayrica ortam
icerisine kontaminasyon riskine karst 1mg/L oranda PPM eklenmistir.
Koklendirme ortamlarina 15 bitki aktarilmig ve bitkicikler 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik, 25°C sicaklik kosullarinda 8 hafta siire ile kiiltiire alimmistir. 8 hafta

sonunda kok gelisimleri incelenmistir.
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Cizelge 3.5. Koklendirme denemesinde kullanilan besin ortamlari ve biiylime
diizenleyici konsantrasyonlari.

Besin Ortamm Biilyiime Diizenleyiciler (mg/L)
0
IBA 1
2
MS, /2 MS, WPM 5
NAA 1
2

3.2.5. Plantform Biyoreaktor Sistemi ile Mikrocogaltim Denemesinin
Kurulmasi

Kati kiiltiir mikrogogaltim denemesi sonucunda elde edilen optimum besin
ortami referans alinarak Plantform gegici daldirma sisteminde mikrogogaltim
denemesi kurulmustur. Plantform gecici daldirma sistemi ic¢in hazirlanan besin
ortamlarina katilastirici agar ilave edilmemistir. Plantform biyoreaktdr sistemi
mikrogogaltim denemesi igin 500 ml besin ortami hazirlanmis ve 60 bitki kiiltiire
alinmistir. Plantform biyoreaktor sisteminde daldirma siiresi 4 saatte 10 dk,
havalandirma siiresi ise 4 saatte 15 dk olacak sekilde ayarlanmigtir. Bitkiciklerin
kiiltiir kaplarina transfer edilmesinden 6-8 hafta sonra altkiiltiir iglemi 3 tekrarl
olarak  gergeklestirilmigtir.  Plantform biyoreaktdr sistemi mikrogogaltim

denemesinde kiiltiir kaplarina ait goriintii Sekil 3.6'da sunulmustur.
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Sekil 3.6. Plantform biyoreaktor sistemi kiiltiir kaplari.

3.2.6. Plantform Biyoreaktor Sistemi ile Koklendirme Denemesinin Kurulmasi
Kati kiiltiir koklendirme denemesi sonucunda ¢alismada kiiltiire alinan her
ii¢ genotip i¢in istenilen koklenme basarisi saglanamamaistir. Bu nedenle Plantform

biyoreaktor sisteminde koklendirme calismalarina yer verilmemistir.

3.2.7. Deneme Plan, istatistik Analizleri ve incelenen Kriterler

Kibris, Monoik ve Adana genotiplerinin mikrogogaltimi ve kdklendirilmesi
amaciyla kurulan denemelerin tamami 3 tekerriirli olacak sekilde, faktoriyel
diizende tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Kegiboynuzu
genotiplerinin in vitro kosullarda hizli ve klonal ¢ogaltiminin amaglandigi bu tezde
klasik doku kiiltiirii sistemi ile Plantform biyoreaktor sisteminin bitki kalitesi,
¢ogalma Kkatsayist ve koklenme iizerine etkileri incelenmistir. Plantform
biyoreaktor sisteminde ise bitkiler 8 haftada bir altkiiltiire alimmistir. Her iki
sistemde, her altkiiltiir sonunda, kardeslenme katsayist (adet/bitkicik), bitki boyu
(cm) ve bitkilerin genel goriiniimlerine ait kriterler incelenmistir. Koklenme

denemelerinde; koklendirme ortaminda kiiltiire alma isleminden 8 hafta sonra
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koklenme orant (%), bitki uzunlugu (cm), kok sayist (adet), kok uzunlugu (cm)
degerleri hesaplanmuistir.

Caligmanin kat1 kiiltiir mikrogogaltim denemelerinde elde edilen veriler ile
varyans analizleri gerceklestirilmisti. Onemli c¢ikan ortalamalar arasindaki
farkliliklar LSD testi ile belirlenmistir. Ayrica her genotip igin optimum olarak
belirlenen besin ortami ve bitki biiyiime diizenleyici i¢eriginde klasik kat1 kiiltiir ve
Plantform sistemleri arasinda anlamli bir farklilik olup olmadiginin tespiti bagimsiz
t-testi analizi ile gerceklestirilmistir. Istatistik analizlerde JMP 8.01 programi

kullanilmustir. Tiim istatistik analizler her genotip i¢in ayr1 ayri gerceklestirilmistir.

3.2.8. Doku Kiiltiirii Calismalar1 Sonucunda Elde Edilen Bitkilerde Genetik
Kararhhgin Belirlenmesi

Calisma boyunca gerceklestirilen kat1 kiiltiir mikrogogaltim-koklendirme ve
Plantform gegici daldirma biyoreaktér sistemi mikrogogaltim denemeleri
sonucunda elde edilen bitkilerde besin ortamlar1 ve biiyiime diizenleyicilerin
etkisiyle herhangi bir somaklonal varyasyon olup olmadig1 baslangi¢c materyali ile
karsilastirmali olarak test edilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, kullanilan her genotip
icin ayr1 ayr olmak lizere baglangic materyalinden, kati1 kiiltiir mikrogogaltim
denemesinde elde edilen bitkiciklerden, kat1 kiiltiir koklendirme denemesinden elde
edilen bitkilerden ve Plantform biyoreaktor sistemi ile mikrogogaltim denemeleri
sonucunda c¢ogaltilan bitkiciklerden dort farkli donemde yaprak Ornekleri
alinmigtir. Alman yaprak ornekleri -196 °C’de sivi azota daldirilip —80°C’de
muhafaza edilmistir. Genetik kararliligin belirlenmesi amaciyla SSR markirlar

kullanilmustir.

3.2.9. DNA izolasyonu
DNA izolasyonu i¢in her genotip i¢in 4 farkli donemlerde alinan bitkisel

materyallere ait yapraklar 2 ml’lik eppendorf tiiplere yerlestirilmis ve sivi azota
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daldirilarak Tissue-Lyser cihazi (Invitrogen-GT) ile ogiitiilmiistir. Calismada

yaprak orneklerinin 6giitiilmesine ait goriintii Sekil 3.7’de verilmistir.

Sekil 3.7. Bitkisel materyale ait yaprak Orneklerinin Tissue-Lyser cihazinda

ogiitiilmesi.

3.2.10. DNA izolasyonu icin Gerekli Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Bu calismada bitkisel materyallerin DNA izolasyonunda MiniPrep DNA

izolasyon yontemi kullanilmistir (Dellaporta ve ark, 1983). DNA izolasyonu

asamasinda kullanilan tampon ¢dzeltinin icerigi Cizelge 3.6’de gosterilmistir.

izolasyon sirasinda ekstraksiyon tampon ¢ozeltiler disinda kloroform: izoamilalkol

(24:1 oraninda), Tris-EDTA (Tris 1 M pH:8, EDTA: 0.5 M pH:8), izopropanol ve

etil alkol (%99) kullanilmstir.

Cizelge 3.6. DNA izolasyon yonteminde kullanilan tampon ¢ozeltisinin igerigi

Soliisyon Konsantrasyon
CTAB %2,0
NaCl (5 M) 1,4 M
EDTA (0,5 M) pH 8,0 02M
TRIS-HCI (1 M) pH 8,0 0,1 M
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3.2.11. DNA izolasyon Asamalar:
Hazirlanan ekstraksiyon soliisyonundan her tipe 396ul ve 4ul pB-

merkaptoetanol eklenmistir.

v Bir pipet araciligtyla tiipler homojenlik saglanana kadar karigtirilmigtir. Daha
sonra tiipler 65°C’de 20 dk bekletilip ve iki defa karistirilmistir.

v Her tiipe 400 pl kloroform: izoamilalkol eklenmis ve 15 dk Kkaristirici
yardimiyla karigtirilmistir.

v Tipler 5 dk 13 000 devirde santrifiij edilmistir. Bekleme sirasinda her 6rnek
icin yeni temiz bir santrifiij tlipli hazirlanip etiketlenmis ve her birinin igine
400 pl soguk (-20°C) izopropanol eklenmistir.

v/ Santrifiij tamamlandiginda tiiplerin {ist kismindaki sivi kisim steril pipet
araciligryla 400 pl soguk (-20°C) izopropanol igeren santrifiij tiiplerine
aktarilmistir. Tiipler dikkatli bir sekilde karigtirilarak 1 saat siireyle —
20°C’de bekletilmistir.

v/ Bir saatin ardindan tiipler 5 dk 13 000 devirde santrifiij edilmistir.

v Siipernatant dikkatli bir sekilde dokiilmiis, pelletin kurumasi igin tiipler ters
birakilip bekletilmistir.

v Kuruyan Pellet 100 pl TE (Tris-EDTA) igerisinde ¢ozdiiriilecektir.

v Her tiipe 500 pl soguk EtOH (%100) (buzluktan ¢ikmis) eklenmis ve tiipler
dikkatli bir sekilde karigtirilarak 1 saat siireyle —20°C’de bekletilmistir.

v' 5 dakika 13 000 devirde santrifiij edilmistir.

v Siipernatant dikkatli bir sekilde dokiilmiis ve pelletin kurumasi igin tiipler
ters ¢evirilmistir (yaklagik 10 dk).

v Pellet 100 ul TE (Tris-EDTA) igerisinde ¢oziilmiistiir.

v Ornekler —20°C’de saklanmustir.

DNA izolasyonu agsamalarina ait goriintiiler Sekil 3.8’de verilmistir.
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£

Sekil 3.8. DNA izolasyon agamalari
A: Cekerocak’ta tiiplere Kloroform:izoamilalkol eklenmesi
B: Tiiplerin 65°C’de 20 dk inkiibasyonu
C: Tiiplerin santrifiij edilmesi
D: Siipernatant’mn alinmast
E: Siipernatant’in yeni tiiplere aktarilmast
F: izole edilmis DNA pelleti

37



3. MATERYAL METOD Mustafa Alparslan UMARUSMAN

3.2.12. DNA Kalitesi ve Kantitesinin Belirlenmesi
Izolasyonu  gergeklestirilen ~ DNA’larin  kalitesi ve  miktarlari

spektrofotometre ile (NanoDrop ND 100) olgiimler yapilarak belirlenmis olup

Sekil 3.9°da verilmigtir.

0
= NanoDrop*
ND-1003 Spectopmarirmiy

Sekil 3.9. DNA kalite ve kantitesinin l¢iilmesi.
A: Nanodrop cihazi.
B: DNA miktarinin 6lgiilmesi.
C: DNA miktar ve kalitesinin goriintiilenmesi.

3.2.13. SSR- PCR Kosullar

Bitkisel materyallere ait DNA’lar ve sentetik olarak tasarlanan SSR
primerleri ile PCR reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan PCR
protokol ve PCR dongii kosullar1 asagida belirtilmistir. PCR Reaksiyon Kosullart:
Toplam hacim 20 pl olacak sekilde Cizelge 3.7°de verilen kosullarda reaksiyon
gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.7. PCR kosullarinin igerigi

Kullanilan Kimyasallar Her 6rnek icin kullanilan miktar (ul)
ddH,O 5,00
IPCR Master Mix 2X 8,00
MgCl, 0,50
M 13 primer (Forward&Reverse) 0,50
F + R primer 1,00
IDNA (5ng) 5,00
Tag DNA polimeraz 0,05
Toplam Hacim 20
PCR Déngii Programi;
95°C 5dk 6n “denaturation”
95°C 1dk DNA’nin ¢ift iplik¢iginin ayrilmasi “denaturation”
55°C 30sn primer baglanmasi “annealing” 35 dongi
72°C 1dk yeni iplik¢igin yazilimi “extension”

72°C 6 dk son yazilim
4°C o
PCR calismalarina ait goriintiiler Sekil 3.10’da verilmistir.

Sekil 3.10. PCR ¢aligmalarina ait g6

AL
rintiiler

A: Reaksiyon i¢in gerekli malzemelerin hazirlanmasi
B: Reaksiyon i¢in gerekli kimyasallarm tiipe aktarim
C: Tiiplerin PCR cihazina yerlestirilmesi
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3.2.14. SSR Analizleri
Tez c¢aligmasinda PCR reaksiyonu icin kegiboynuzu genotiplerinde

kullanilan toplam 9 farkli SSR primeri kullanilmistir (La Malfa ve ark, 2014). SSR

primerlerine ait bilgiler Cizelge 3.8’de sunulmustur.

Cizelge 3.8. SSR Analizinde Kullanilan Primer Listesi

No Primer Primer Dizimi (5'-3") Tekrar Motifi

F: GGGGAAAACAACCAATATAGTTA

1 Cesi 21 cttt7 (CTTT)7
R: AGGAGATCGAGCGTATGCAG
F: ATACTGGGCGTTCTTTGCTT

2 | Cesi 187 atl5 (AT)15
R: ATTATCTCTTGCTTTGTGGTCCT
F: TTCTCGTCGCCCAAACTG

3 | Cesi_ 1187 at9 (AT)9
R: CTCCCTCATCTCCTTCGTTG
F: GCCACCTCTCCCTCTTCTC

4 | Cesi_509 gal2 (GA)12
R: TTTTGTTCTAATTTTGCTTGCA
F: GCCACCACTTTGAAGGAAGA

5 Cesi_98 gct6 (GCT)6
R: GCTAGAAGCAGGAGCAGGAG
F: GACGGTGGAAGGCAACCT

6 |Cesi_15 aaatagd (AAATAG)4
R: GCTCGCTTGGGGAGTGTA
F: TCCTGAAGGCTGAAGATGATG

7 | Cesi_976 taStgb (TA)S(TG)6
R: CAAACCAATGAAGGGCTCTA
F: AACGCAAACCTCAGCATCAT

8 Cesi_74 ta7 (TA)7
R: AAGGCAAGTGGGAGACACAC
F: AAATGCAACAAAGATGACACG

9 Cesi_17 tta7 (TTA)7
R: GAAGAAAGCTCGGCCTCTG
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3.2.15. Li-Cor i¢in Poliakrilamid Jel Hazirhgi
PCR iriinlerini  goriintilenmek amaciyla %6.5 poliakrilamid jel
hazirlanmigtir. Poliakrilamid jelin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallarin listesi

ve miktarlar1 Cizelge 3.9’da verilmistir.

Cizelge 3.9. Poliakrilamid jel i¢in kullanilan kimyasallar

Kimyasal Miktar
Ure 84g
%50 LongRangerAkrilamide 2.4 ml
10X TBE Buffer 2.0 ml
TEMED 15wl
Amonyum Persulfat (APS-%10) 150 pl

3.2.16. Li-Cor Elektroforez Kosullar:

Jel polimerizasyonu tamamlandiktan sonra aparat Li-Cor Elektroforez
cihazina yerlestirilmigtir. Poliakrilamid jelin hazirlanmasi ve aparatin Li-Cor
Elektroforez cihazina yerlestirilmesine ait goriintiiler Sekil 3.11°de verilmistir.
Cihazda c¢alisma degerleri; 1000 V, 35 mA, 25 W 45°C’de yaklagik 30 dk. 6n
1sitma yapilarak ardindan esit miktarda formamide yiikleme soliisyonu eklenmis ve
PCR’da 95°C’de 4 dk denatiire edilerek orneklerden 1 pl jele pipet yardimiyla
yuklenmistir. Daha sonra cihaz ¢alisma sartlar1 olan 1500 V, 35 mA, 50 W 48°C’de

1.5 saat kosturulmustur.
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Sekil 3.11. Poliakrilamid jel hazirlanmast ve Li-Cor elektroforez cihazinin
goruntiisii.
A: Aparatin hazirlanmast.
B: PCR firiinlerinin jele yiiklenmesi.
C: Aparatin Li-Cor elektroforez cihazindaki goriintiisii.

3.2.17. Molekiiler Calismalarin Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

SSR markirlart ile yapilan molekiiler analizler sonucunda baslangic
materyalinin DNA profili ile calisma boyunca temin edilen kati kiiltiir
mikrogogaltim, kat1 kiiltiir kdk ve Plantform mikrocogaltim bitkilerinden elde
edilen DNA profilleri ile karsilagtirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez calismasinda, verim ve kalite agisindan iyi dzelliklere sahip ticari
cesit aday1 Kibris ve Monoik keciboynuzu genotipleri ile morfolojik olarak sahip
oldugu ozellikler bakiminda nitelikli ve peyzaj amach kullanilan Adana
genotipinin mikrogogaltim olanaklar1 klasik kati kiiltiir ve yeni nesil doku kiiltiiri
teknikleri ile arastirilmigtir. Her genotip i¢in mikrogogaltim ve koklendirme
denemeleri sonucunda belirlenen en basarili besin ortami ve bitki biiylime
diizenleyici konsantrasyonlari géz oniine alinarak kati kiiltiire kiyasla Plantform
gecici daldirma biyoreaktor sisteminin mikrogogaltim iizerine etkisi arastirtlmistir.
Plantform gecici daldirma biyoreaktdr sisteminde kiiltlir kaplarina 4 saatte bir 10
dk daldirma ve 4 saatte bir 15 dk havalandirma islemi uygulanmistir. Calisma
boyunca besin ortamlarinin ve bitki biiylime diizenleyicilerin, kati kiiltiir ve
Plantform sistemlerinde c¢ogaltilan bitkilerde somaklonal varyasyona sebep olup

olmadig1 baslangi¢ materyali ile karsilagtirilarak test edilmistir.

4.1. Sterilizasyon Protokoliiniin Optimize Edilmesine ait Bulgular

Tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan bitkisel materyalin yiizey
sterilizasyon optimizasyonu i¢in farkli c¢aligmalar yiriitilmistir. Bitkisel
materyaller Kasim ve Mart ayinda temin edilerek donemsel bir karsilagtirma
gergeklestirilmistir. Bununla beraber farkli konsantrasyonlarda gesitli sterilantlar
kullanilmgtir.

Caligmada kullanilmak tizere, ilk olarak 2016 yil1 Kasim ayinda Adana’nin
Kozan ilgesinde bulunan kapama keciboynuzu bahgesinden eksplant kaynagi
olarak temin edilen siirglinler 2-3 cm uzunlukta pargalara ayrilarak yiizeyde
bulunan partikiillerin uzaklastirilmas: amaciyla 20 dk boyunca ¢esme suyu altinda
yikanmis, daha sonra steril kabin igerisinde %70 oraninda etil alkol ¢ozeltisinde 3
dk bekletilmis ve sonrasinda %5 oraninda sodyum hipoklorit (NaClO) iceren

soliisyonda 20 dk boyunca bekletilerek sterilizasyon iglemi gergeklestirilmistir. Bu
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uygulama sonucunda Kibris genotipine ait eksplantlarin %93.4’linde, Monoik
genotipine ait eksplantlarin  %98.6’mnda  kontaminasyon goriilmiistiir. Bu
sterilizasyon protokoliine gore tekrarlanan uygulamalarda kontaminasyon oraninda

benzer sonuglar ortaya ¢ikmuistir.

Sekil 4.1. Caligmada kullanilan eksplantlar A: Kegiboynuzu genotiplerine ait
stirgiinler B: Sterilizasyon uygulamasi i¢in hazirlanmis eksplantlar

Yiiksek kontaminasyon goriilen sterilizasyon protokoliinde yapilan
degisiklikler dogrultusunda, 2-3 cm wuzunlukta pargalara ayrilan eksplantlar
ylizeyde bulunan partikiillerin uzaklastirilmasi amaciyla 30 dk boyunca ¢esme suyu
altinda yikanmis, 6g/L. oraninda Benlate soliisyonunda 30 dk bekletilmis, daha
sonra steril kabin icerisinde 5 mg/L ve 10 mg/L civa kloriir (HgCl,) soliisyonunda
15 dk bekletilmis, sonrasinda %70 oraninda etil alkol ¢ozeltisinde 3 dakika
bekletilmis ve son olarak %10 oraninda sodyum hipoklorit (NaClO) igeren
soliisyonda (2-3 damla Tween-20) 20 dk siire boyunca bekletilerek yiizey
sterilizasyonu gerceklestirilmistir. Ayrica hazirlanan besin ortamlarina 1 mg/L,
2mg/L, 3mg/L oranlarinda PPM eklenerek kontrol grubu ile kiyaslanmistir. Bu
uygulama sonucunda 5 mg/L civa kloriir uygulanmig PPM’siz kontrol grubundaki
eksplantlarin  %37.5’inde kontaminasyon goriilirken, bu gruptaki bitkilerin
%44.5’nin canliligin1 kaybettigi tespit edilmistir. Diger taraftan 10 mg/L civa
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kloriir uygulanmig PPM’siz kontrol grubundaki eksplantlarda %33.3 oranda
kontaminasyon goriiliirken, bu gruptaki bitkilerin %52.7’sinin canliligin1 kaybettigi
tespit edilmistir. Uygulama neticesinde 10mg/L civa kloriir uygulanan ve 3mg/L
PPM igeren besin ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda kontaminasyon
gozlenmezken eksplantlarda canlilik orani %12.4 olarak tespit edilmistir. Bu
protokolde civa kloriiriin kontaminasyon oranini azalttigi gdézlemlenirken, artan
ctva kloriir oraninin eksplantlarin  canligini da o6nemli derecede azalttig1
gorilmiistiir.

Sterilizasyon uygulamalarinda dezenfektan miktar1 ve uygulama siiresinin
kontaminasyon oranina etkisinin belirlemek ve eksplantlarin canliligimi artirmak
amactyla yapilan sterilizasyon c¢aligmasinda, 2-3 cm uzunlukta parcalara ayrilan
eksplantlar ylizeyde bulunan partikiillerin uzaklastirilmasi amaciyla 30 dk boyunca
cesme suyu altinda yikanmis, daha sonra steril kabin igerisinde 5 mg/L ve 10 mg/L
crva kloriir (HgCl,) soliisyonunda 15 dk bekletilmis, sonrasinda %70 oraninda etil
alkol ¢ozeltisinde 3 dk bekletilmis ve son olarak %10 oraninda sodyum hipoklorit
(NaClO) igeren soliisyonda (2-3 damla Tween-20) 7.5 ve 15 dk siire boyunca
bekletilerek yiizey sterilizasyonu gercgeklestirilmistir. Ayrica hazirlanan besin
ortamlarina 1 mg/L PPM eklenerek kontrol grubu ile kiyaslanmistir. Bu uygulama
sonucunda 10 mg/L civa kloriir ve 15 dk sodyum hipoklorit uygulanmig
eksplantlarin higbirinde kontaminasyona rastlanmazken, bu gruptaki bitkilerin
%60’nin canliligin1 kaybettigi tespit edilmistir. 10 mg/L civa kloriir ve 7.5 dk
sodyum hipoklorit uygulanmis eksplantlarda kontaminasyon oran1i %9 olarak
belirlenirken, eksplantlarin %58’1 canliligini kaybetmistir. Bu sonuca gore sodyum
hipoklorit ¢ozeltisinin eksplant canliligina biiylik oranda etkisinin olmadigi
belirlenirken, kontaminasyon oranin azaltilmasinda bekletme siiresinin %9 oranda
etkili oldugu ortaya g¢ikmistir. Ayrica 5 mg/L civa klorir ve 15 dk sodyum
hipoklorit uygulanmis eksplantlarda %2 oranda kontaminasyon goriiliirken,
eksplantlarin %45’ canliligin1 kaybetmistir. 15dk ve 7.5 dk sodyum hipoklorit

soliisyonunda bekletilme siirelerinin kontaminasyon oranini azaltmada dnemli bir
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etkisi goriilmemistir. Bu uygulama sonucuna gore civa kloriir oraninin eksplant
canliligin1 6nemli derecede azalttig1 belirlenmistir.

Yiiksek oranda civa kloriir uygulamasinin eksplant canliligina olumsuz
etkisinden dolay1 yapilan farkli bir sterilizasyon denemesinde 2-3 cm uzunlukta
parcalara ayrilan eksplantlar, yiizeylerinde bulunan partikiillerin uzaklagtirilmasi
amaciyla 30 dk ¢esme suyu altinda yikanmistir. Daha sonra steril kabin igerisinde
0.1 mg/L civa kloriir (HgCl,) soliisyonunda 15 dk bekletilmis, sonrasinda %70
oraninda etil alkol ¢ozeltisinde 3 dk bekletilmis ve son olarak %5 oraninda sodyum
hipoklorit (NaClO) igeren soliisyonda (2-3 damla Tween-20) 5, 10 ve 15 dk siire
bekletilerek yiizey sterilizasyonu gerceklestirilmistir. Ayrica hazirlanan besin
ortamlarina 1 mg/L PPM eklenerek kontrol grubu ile kiyaslanmigtir. Bu deneme
sonucunda civa kloriir uygulanmayan ve 5, 10 ve 15 dk, %5 oraninda sodyum
hipoklorit uygulanan gruptaki eksplantlarda sirasiyla %75, %66 ve %55 oranlarda
kontaminasyon  goriiliirken, eksplant canlilifinda herhangi bir kayip
gdzlenmemistir. 0.1 mg/L civa kloriir uygulanan ve 5,10 ve 15 dk %S5 oraninda
sodyum hipoklorit uygulanan gruptaki eksplantlarda sirasiyla %35, %25 ve %20
oranda kontaminasyon goriiliirken, eksplant canliliginda herhangi bir kayip
goriilmemigtir. Bu uygulama ile diisik oranda civa kloriir uygulamasinin
kontaminasyon oranini azaltmada onemli derecede etkili oldugu belirlenirken,
eksplant canliligina herhangi bir olumsuz etki géstermemistir.

Yapilan sterilizasyon denemelerinde kontaminasyon oraninda istenilen
azalma saglanamadig igin gerceklestirilen yeni bir sterilizasyon denemesinde 2-3
cm uzunlukta parcalara ayrilan eksplantlar yiizeyde bulunan partikiillerin
uzaklastirilmasi amaciyla 30 dk boyunca ¢esme suyu altinda yikanmis, daha sonra
steril kabin icerisinde 0.2 mg/L civa kloriir (HgCl,) soliisyonunda 15 dk
bekletilmis, kontrol grubuna ek olarak 6g/L oraninda Benlate soliisyonunda 10 dk
bekletilmis sonrasinda %70 oraninda etil alkol ¢ozeltisinde 3 dk bekletilmis ve son
olarak %35 oraninda sodyum hipoklorit (NaClO) iceren soliisyonda (2-3 damla

Tween-20) 15 dk slire boyunca bekletilerek ylizey  sterilizasyonu
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gergeklestirilmistir. Ayrica hazirlanan besin ortamlarina 1 mg/LL PPM eklenerek
kontrol grubu ile kiyaslanmigtir. Bu uygulama sonucunda 0.2 mg/L civa kloriir
uygulanan gruptaki eksplantlarda %20 oraninda kontaminasyon goézlemlenirken,
civa kloriire ek olarak 6 g/L oraninda Benlate (Fungusit) soliisyonu ile uygulama
gormiis gruptaki eksplantlarda da ayni sonug¢ elde edilmistir. Bu uygulama
sonucunda bitki canliliginda kayiplar goriilmezken, Benlate soliisyonunun
kontaminasyon oraninin azaltilmasinda onemli bir etki gostermedigi tespit
edilmistir.

Yapilan sterilizasyon denemelerinde civa kloriiriin diisiik konsantrasyonu
kontaminasyon oranini 6nemli derecede azaltirken eksplant canliligini korudugu
belirlenmistir. Bu sonuglara gore yapilan sterilizasyon denemesinde, 2-3 cm
uzunlukta pargalara ayrilan eksplantlar yiizeyde bulunan partikiillerin
uzaklastirilmas1 amaciyla 30 dk boyunca ¢esme suyu altinda yikanmis, daha sonra
steril kabin icerisinde 0.3 mg/L civa klorir (HgCl,) soliisyonunda 15 dk
bekletilmis, sonrasinda %70 oraninda etil alkol ¢6zeltisinde 3 dk bekletilmis ve son
olarak %35 oraninda sodyum hipoklorit (NaClO) igeren soliisyonda (2-3 damla
Tween-20) 10 dk siire boyunca bekletilerek ylizey  sterilizasyonu
gerceklestirilmistir. Bu uygulama neticesinde eksplantlarda %3 oraninda
kontaminasyon goriiliirken eksplant canliliginda sterilizasyona bagli bir kayip

goriilmemistir.

4.2. Kat1 Kiiltiir Mikrogogaltim Denemelerine ait Bulgular
4.2.1. Kati Kiiltiir Mikrocogaltim Denemeleri I’e ait Bulgular

Tez c¢alismasinda ilk olarak kati kiiltiir mikrocogaltim denemeleri
ylritilmistiir. Kat1 kiiltiir mikrogcogaltim denemelerinde MS, 2 MS ve WPM
besin ortamlari ile bitki biiyiime diizenleyicilerinden BA (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/L)
ve 2,4-D (0, 0.5, 1.0 mg/L)’nin kombinasyonlar1 kullanilmistir. Bu denemelerde
Kibris ve Monoik olarak adlandirilan genotipler yer alirken, Adana genotipi

calismaya daha sonra dahil edilmistir. Yapilan bu denemede Kibris genotipine ait
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eksplantlarin %95’inde ve Monoik genotipine ait eksplantlarin %97’inde kallus
olusumu meydana gelmistir.

Tez galigmasi kapsaminda literatiir incelemelerine dayali olarak BA ve 2,4-
D’nin farkli konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Yiiriitiilen ilk deneme sonucunda
kullanilan her iki genotipte de yogun bir kallus olusumunun gergeklestigi ve
herhangi bir siirgiin gelisiminin goriilmedigi net olarak tespit edilmistir.
Naghmouchi ve ark, (2012) kegiboynuzunda gerceklestirdikleri mikrogogaltim
caligmasinda en iyi sonuglarin tomurcuklar sismeye bagladigr donemdeki meristem
kiiltiirtinden elde ettiklerini belirtmisler ve en iyi siirgiin gelisiminin 2 mg/L. BAP
ve 2 mg/L 2,4-D kombinasyonu iceren yar1 kuvvette MS ortamindan meydana
geldigini bildirmiglerdir. Tez calismasinda da benzer sekilde 2 mg/L BAP ve 2
mg/L 2,4-D igeren %2 MS ortamu siirgiin gelisimi amaciyla kullanilmistir. Ancak
herhangi bir siirgiin gelisimi olmadigi, yogun bir sekilde kallus yapilarinin ortaya
cikt1g1 tespit edilmistir. Iki aligma arasinda siirgiin gelisimi acisindan ortaya ¢ikan
bu farkliligin en biiyiik sebebinin genotip etkisi oldugu disiiniilmektedir. Farkl
keciboynuzu genotiplerinde basarili ve siirdiiriilebilir bir mikrogogaltim
protokoliiniin hazirlanmas1 amaciyla yiiriittigiimiiz bu tez ¢calismasinda 1. deneme

olarak adlandirilan yontem tercih edilmemistir.

4.2.2. Kati Kiiltiir Mikrocogaltim Denemeleri II’e ait Bulgular

Tez kapsaminda gerceklestirilen 1. deneme sonucunda bitkilerde meydana
gelen yogun kallus olusumu g6z Oniine almarak kati kiiltiir mikrogogaltim
denemesinde uygulanmis protokolde degisiklikler yapilmistir. Bu baglamda, kati
kiiltiir mikrogogaltim denemelerinde MS, 2 MS ve WPM besin ortamlar1 ile BA
0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/L) ve GA; (0.1, 0,5 mg/L)’lin farkli konsantrasyonlar1
kullanilmistir. Mikrogogaltim denemelerinde genotiplere ait kardeslenme katsayisi

(kardes/bitkicik) ve bitki boyu (cm) parametreleri incelenmistir.

48



4. BULGULAR VE TARTISMA Mustafa Alparslan UMARUSMAN

4.2.2.1. Kibris Genotipine ait Bulgular

Kibris genotipinde kati kiiltiirde farkli besin ortamlart ve bitki bilylime
diizenleyicileri kombinasyonlariin bitki boyu iizerine etkileri istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (Cizelge 4.1). Kibris genotipinde farkli besin ortamlari ve bitki
biiyiime diizenleyicilerinin kat1 kiiltiirde bitki boyu {izerine etkisi incelendiginde,
en basarili besin ortami MS, en basarili bitki biliylime diizenleyicisi 1.5 mg/L
BA+0.5 mg/L GA; kombinasyonu olarak belirlenmistir. Kibris genotipinin
mikrogogaltim denemelerinde en yiiksek bitki boyu ortalamasi, 1.34 cm ile 1.5
mg/L BA+0.5 mg/L GA; eklenmis MS besin ortamindan elde edilmistir. Calismada
2 mg/L BA+0.1 mg/L. GA; (1.26 cm) iceren MS besin ortaminda istatistiki olarak
onemli bir farklilik bulunamamistir. Varyans analizi sonuglarina goére Ortam*BBD
etkilesiminin istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmistir. Bu sonug, besin
ortamlar1 ile bitki biiyiime diizenleyicileri interaksiyonunun mikrogogaltim

iizerinde farkl etkiler gosterdigini ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.1. Kibris genotipi kat1 kiiltiir mikrogogaltim denemesinden elde edilen
bitki boyuna (cm) ait veriler

BBD Konsantrasyonu MS Besin | %2 MS Besin | WPM Besin BBD
Ortami Ortami Ortami Ortalamasi

Kontrol 0.52d 0.50d 0.50d 0.50C

0 mg/L BA-0.1 mg/L GA; 0.55d 0.61cd 0.51d 0.55BC
0 mg/L BA-0.5 mg/L GA; 0.72bc 0.52d 0.52d 0.58BC
0.5 mg/L BA-0.1 mg/L GA; | 0.60cd 0.50d 0.50d 0.53BC
0.5 mg/L BA-0.5 mg/L GA; | 0.55d 0.57cd 0.50d 0.54BC
1.0 mg/L BA-0.1 mg/L GA; | 0.55d 0.51d 0.51d 0.52BC
1.0 mg/L BA-0.5 mg/L GA; | 0.85b 0.50d 0.46d 0.60B
1.5 mg/L BA-0.1 mg/L GA; | 0.81b 0.50d 0.50d 0.60B
1.5 mg/L BA-0.5 mg/L GA; | 1.34a 0.54d 0.50d 0.79A

2 mg/L BA-0.1 mg/L GA; 1.26a 0.58cd 0.50d 0.78A

2 mg/L BA-0.5 mg/L GA; 0.71bc 0.58cd 0.50d 0.60B
Ortam Ortalamasi 0.77A 0.54B 0.50B -

LSDortam: 0.043%**
LSDgpp: 0.083***
LSDortam*seD: 0.145%%*
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Kibris genotipinde kati kiiltiirde farkli besin ortamlar1 ve bitki bilyiime
diizenleyicileri kombinasyonlarinin kardeslenme katsayisina (kardes/bitkicik)
etkileri istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.2). Calismada en yiiksek
kardeslenme sayisi, 3.39 kardes/bitkicik ile 1.5 mg/L BA+0.5 mg/L GA; eklenmis
MS besin ortamindan elde edilmistir. Bu orani, 2.01 kardes/bitkicik ile 1.5 mg/L
BA+0.1 mg/L GA; eklenmis MS besin ortami takip etmistir. Bu durum, GA;
miktarindaki artigin kardeslenme oranini 6nemli dlgiide etkiledigini gostermektedir.
Ayrica varyans analizi sonuglart géz oniine alindiginda Ortam*BBD etkilesiminin
istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmis olup, bu sonuglar besin ortamlarinin
mikrogogaltim  iizerindeki etkisinin ~ bitki  bliyime  diizenleyicileri
konsantrasyonlarina bagli olarak degistigini ortaya koymaktadir. Kibris genotipi
keciboynuzunun kat1 kiiltiirde ait 4.2'de

kardeslenmesine gorlintii ~ Sekil

sunulmustur.

Cizelge 4.2. Kibris genotipi kat1 kiiltiir mikrogogaltim denemesinden elde edilen
kardeslenme katsayisina (kardes/bitkicik) ait veriler

BBD Konsantrasyonu MS Besin | % MS Besin | WPM Besin BBD
Ortami Ortami Ortami Ortalamasi

Kontrol 0.99de 1.00de 1.02cde 1.00CD
0 mg/L BA-0.1 mg/L GA; 0.88e 0.77e 0.93e 0.86D

0 mg/L BA-0.5 mg/L GA; 1.00de 1.03cde 1.00de 1.01CD
0.5 mg/L BA-0.1 mg/L GA; | 1.00de 1.00de 1.03cde 1.01CD
0.5 mg/L BA-0.5 mg/L GA; | 1.00de 1.00de 1.00de 1.00CD
1.0 mg/L BA-0.1 mg/L GA; | 1.00de 1.00de 1.00de 1.00CD
1.0 mg/L BA-0.5 mg/L GA; | 1.00de 1.00de 1.03cde 1.01CD
1.5 mg/L BA-0.1 mg/L GA; | 2.01b 1.50bcd 1.03cde 1.51B
1.5 mg/L BA-0.5 mg/L GA; | 3.39a 1.06cde 1.00de 2.01A

2 mg/L BA-0.1 mg/L GA; 1.00de 1.56bc 1.04cde 1.20BC
2 mg/L BA-0.5 mg/L GA; 1.00de 1.00de 1.00de 1.00CD
Ortam Ortalamasi 1.35A 1.08B 1.00B -

LSDortam: 0.167%**
LSDgpp=: 0.323***
LSDortam*sBD: 0.560%%%*
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"

Sekil 4.2. Kibris genotipinin 4. haftada kati kiiltiirde kardeslenmesi (1.5 mg/L
BA+0.5 mg/L GA; igeren MS ortami)

4.2.2.2. Monoik Geneotipine ait Bulgular

Monoik genotipinde ait kati kiiltiir mikrogogaltim denemesinde farkli besin
ortamlar1 ve bitki biiyiime diizenleyicileri kombinasyonlariin bitki boyu iizerine
etkileri istatistiksel olarak onemli bulunmustur (Cizelge 4.3). Monoik genotipinde
farkli besin ortamlar1 ve bitki biiyliime diizenleyicilerinin kat1 kiiltiirde bitki boyu
tizerine etkisi incelendiginde, en basarili besin ortami1 MS, en basarilt bitki biiylime
diizenleyicisi 2 mg/L BA+0.5 mg/L GA; olarak belirlenmistir. Monoik genotipinin
mikrogogaltim denemelerinde en yiiksek bitki boyu ortalamasi 0.7 cm ile 2 mg/L
BA+0.5 mg/L GA; eklenmis MS besin ortamindan elde edilmistir. Varyans analizi
sonuglarina gore Ortam*BBD etkilesiminin istatistiksel olarak onemli oldugu
belirlenmistir. Bu sonug, Monoik genotipi i¢inde besin ortamlarinin mikrogogaltim
tizerindeki etkisinin bitki biiylime diizenleyicileri konsantrasyonlarina bagl olarak

degistigini ortaya koymaktadir.
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Cizelge 4.3. Monoik genotipi kat1 kiiltiir mikrogogaltim denemesinden elde edilen
bitki boyuna (cm) ait veriler.

BBD Konsantrasyonu MS Besin | %2 MS Besin | WPM Besin BBD

Ortami Ortami Ortami Ortalamasi
Kontrol 0.50cde 0.50cde 0.47def 0.49B
0 mg/L BA-0.1 mg/L GA; 0.50cde 0.50cde 0.50cde 0.50B
0 mg/L BA-0.5 mg/L GA; 0.50cde 0.50cde 0.50cde 0.50B
0.5 mg/L BA-0.1 mg/L GA; | 0.50cde 0.50cde 0.50cde 0.50B
0.5 mg/L BA-0.5 mg/L GA; | 0.50cde 0.50cde 0.50cde 0.50B
1.0 mg/L BA-0.1 mg/L GA; | 0.45f 0.45f 0.50cde 0.46C
1.0 mg/L BA-0.5 mg/L GA; | 0.50cde 0.50cde 0.51cd 0.50B
1.5 mg/L BA-0.1 mg/L GA; | 0.50cde 0.51cd 0.50cde 0.50B
1.5 mg/L BA-0.5 mg/L GA; | 0.53bc 0.51cd 0.47def 0.50B
2 mg/L BA-0.1 mg/L GA; 0.55b 0.51cd 0.45¢ 0.50B
2 mg/L BA-0.5 mg/L GA; 0.70a 0.46ef 0.52bc 0.56A
Ortam Ortalamast 0.52A 0.49B 0.49B -

LSDortam:0.01 1%**
LSDBBD:: 0.043***
LSDOnam*BBD: 0.037***

Calisma kapsaminda Monoik genotipinin kati kiiltiirde farkli besin ortamlar
ve bitki bilyiime diizenleyicileri kombinasyonlarinin kardeslenme katsayisina
(kardes/bitkicik) etkileri istatistiksel olarak o6nemli bulunmustur (Cizelge 4.4).
Calismada en yiiksek kardeslenme sayis1 2.33 ortalama kardes/bitkicik ile 2 mg/L
BA+0.5 mg/L. GA; eklenmig MS besin ortamindan elde edilmistir. Ayrica varyans
analizi sonuglarina gore Ortam*BBD etkilesiminin istatistiksel olarak onemli
oldugu belirlenmistir. Yapilan incelemelerde, besin ortamlarinin mikrogogaltim
tizerindeki etkisinin bitki biiyiime diizenleyicileri konsantrasyonlarina bagl olarak
degistigi goriilmektedir. Monoik genotipinin katr kiiltiirde kardeslenmesine ait

goriintii Sekil 4.3'de sunulmustur.
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Cizelge 4.4. Monoik genotipi kat1 kiiltiir mikrogogaltim denemesinden elde edilen
kardeslenme katsayisina (kardes/bitkicik) ait veriler

BBD Konsantrasyonu MS Besin | %2 MS Besin | WPM Besin BBD
Ortam Ortam Ortam Ortalamasi

Kontrol 1.01lef 1.00ef 1.00ef 1.00B

0 mg/L BA-0.1 mg/L GA; 1.00ef 1.10ef 1.00ef 1.03B

0 mg/L BA-0.5 mg/L GA; 1.00ef 1.03ef 1.00ef 1.01B
0.5 mg/L BA-0.1 mg/L GA; | 1.00ef 1.00ef 1.00ef 1.00B
0.5 mg/L BA-0.5 mg/L GA; | 1.03ef 0.77f 1.16cdef 0.99B
1.0 mg/L BA-0.1 mg/L GA; | 1.70b 1.66bc 1.00ef 1.45A
1.0 mg/L BA-0.5 mg/L GA; | 1.63bed 1.00ef 1.00ef 1.21AB
1.5 mg/L BA-0.1 mg/L GA; | 1.00ef 1.00ef 1.06ef 1.02B
1.5 mg/L BA-0.5 mg/L GA; | 1.10ef 1.06ef 1.03ef 1.06B

2 mg/L BA-0.1 mg/L GA; 1.46bcde 1.20bcdef 1.04ef 1.23AB
2 mg/L BA-0.5 mg/L GA; 2.33a 1.13def 1.00ef 1.48A
Ortam Ortalamasi 1.29A 1.08B 1.02B

LSDoytam: 0.157%%*
LSDBBD:: 0.030%**
LSDOnam*BBD: 0.052*
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Sekil 4.3. A: Kat1 kiiltiir mikrogoagltim denemeleri sonucunda Monoik genotipine
ait elde edilen bitkicikler (2 mg/L BA+0.5 mg/L. GA; igeren MS ortami)
B: Kati kiiltiir mikrogoagltim c¢alismalart sonucunda elde edilen
bitkiciklerin boy dl¢iileri.

4.2.2.3. Adana Genotipine ait Bulgular

Adana genotipinde kati kiiltiirde farkli besin ortamlar1 ve bitki biiyiime
diizenleyicileri kombinasyonlariin bitki boyu iizerine etkileri istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (Cizelge 4.5). Adana genotipinde farkli besin ortamlar1 ve
bitki biiyiime diizenleyicilerinin kati1 kiiltiirde bitki boyu iizerine etkisi
incelendiginde, en basarili besin ortami1 2 MS, en basarili bitki biiyiime
diizenleyicisi 0.5 mg/L BA+0.5 mg/L GA; olarak belirlenmistir. Adana genotipinin
mikrogogaltim denemelerinde en yiiksek bitki boyu ortalamasi, 2.16 cm ile 0.5
mg/L BA+0.5 mg/L GA; eklenmis 2 MS besin ortamindan elde edilmistir.
Varyans analizi sonuglarina goére Ortam*BBD etkilesiminin istatistiksel olarak

onemli oldugu belirlenmistir. Bu durum, besin ortamlarinin mikrogogaltim
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tizerindeki etkisinin bitki biiyiime diizenleyicileri konsantrasyonlarina bagli olarak

farklilik gosterdigini ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.5. Adana genotipi kat1 kiiltiir mikrogogaltim denemesinden elde edilen
bitki boyuna (cm) ait veriler

BBD Konsantrasyonu MS Besin | /2 MS Besin | WPM Besin BBD
Ortam Ortam Ortam Ortalamasi

Kontrol 0.51defg 0.57de 0.50defg 0.52DE

0 mg/L BA-0.1 mg/L GA; 0.54def 0.50defg 0.50defg 0.51E

0 mg/L BA-0.5 mg/L GA; 0.54def 0.53def 0.50defg 0.52DE
0.5 mg/L BA-0.1 mg/L GA; | 0.58de 1.55b 0.46efg 0.87B

0.5 mg/L BA-0.5 mg/L GA; | 0.78¢ 2.16a 0.62d 1.19A

1.0 mg/L BA-0.1 mg/L GA; | 0.46efg 0.46efg 0.51defg 0.48E

1.0 mg/L BA-0.5 mg/L GA; | 0.50defg 0.45efg 0.50defg 0.48E

1.5 mg/L BA-0.1 mg/L GA; | 0.37g 0.45efg 0.54def 0.45E

1.5 mg/L BA-0.5 mg/L GA; | 0.77¢ 0.55def 0.50defg 0.61C

2 mg/L BA-0.1 mg/L GA; 0.81c 0.50defg 0.50defg 0.60CD

2 mg/L BA-0.5 mg/L GA; 0.52def 0.42fg 0.48defg 0.47E
Ortam Ortalamast 0.58B 0.74A 0.51C

LSDortam: 0.039%**
LSDBBD:Z 0.077***
LSDOnam*BBD: 0.013***

Tez calismas1 kapsaminda kati kiiltiirde Adana genotipinde kat1 kiiltiirde
farkli besin ortamlar1 ve bitki biiylime diizenleyicileri kombinasyonlarinin
kardeslenme katsayisina (kardes/bitkicik) etkileri istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (Cizelge 4.6). Calismada en yiiksek kardeslenme sayisi, 5.88 ortalama
kardes/bitkicik ile 0.5 mg/L BA+0.5 mg/L. GA; eklenmis 2 MS besin ortamindan
elde edilmistir. Ayrica varyans analizi sonuglarina gore Ortam*BBD etkilesiminin
istatistiksel olarak onemli oldugu belirlenmistir. Gergeklestirilen deneme sonuglari,
in vitro doku kiiltiiriinde besin ortamlarinin mikrogogaltim tizerindeki etkisinin
bitki biiylime diizenleyicileri konsantrasyonlarina bagli olarak degistigini ortaya
koymaktadir. Adana genotipinin kati kiiltiirde kardeslenmesine ait goriintii Sekil

4.4'de sunulmustur.
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Cizelge 4.6. Adana genotipi kat1 kiiltiir mikrogogaltim denemesinden elde edilen
kardeslenme katsayisina (kardes/bitkicik) ait veriler

BBD Konsantrasyonu MS Besin | 2 MS Besin | WPM Besin BBD
Besin Ortamlar Ortam Ortam Ortam Ortalamasi

Kontrol 1.001 1.001 1.001 1.00E
0 mg/L BA-0.1 mg/L GA; 1.001 [.11l 1.16gh1 1.09DE
0 mg/L BA-0.5 mg/L GA; 1.001 1.06h1 1.26fghi 1.11DE
0.5 mg/L BA-0.1 mg/L GA; | 1.001 4.10b 1.22gh1 2.10B
0.5 mg/L BA-0.5 mg/L GA; 1.65def 5.88a 1.36efgh1 2.97A
1.0 mg/L BA-0.1 mg/L GA; | 1.90d 1.10h1 1.10h1 1.36C
1.0 mg/L BA-0.5 mg/L GA; 1.40efgh1 1.76de 1.14gh1 1.43C
1.5 mg/L BA-0.1 mg/L GA; | 3.01c 1.66def 1.06h1 1.91B
1.5 mg/L BA-0.5 mg/L GA; 1.55defg 1.06h1 1.06h1 1.22CDE
2 mg/L BA-0.1 mg/L GA; 4.03b 1.13gh1 1.031 2.06B
2 mg/L BA-0.5 mg/L GA; 1.20gh1 1.46efgh 1.10h1 1.25CD
Ortam Ortalamast 1.70B 1.94A 1.13C

LSDoytam: 0.125%%*
LSDBBD:: 0.024***
LSDOnam*BBD: 0.042***
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Sekil 4.4. A: 4 haftalik alt kiiltiir sonucunda elde edilen bitkicikler B: Kati kiiltiir
mikrogoagltim denemeleri sonucunda Adana genotipine ait elde edilen
bitkicikler (0.5 mg/L. BA+0.5 mg/L GAj; igeren %2 MS ortami)

4.3. Kati Kiiltiir Kéklenme Denemelerine ait Bulgular

Kibris, Monoik ve Adana genotiplerinin kati ortam mikrogogaltim
denemelerinin  ardindan kat1  kiiltiir koklenme denemeleri  kurulmustur.
Koklendirme denemelerinde MS, Y2 MS ve WPM besin ortamlari ile NAA ve IBA
bitki biiylime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlar1 (0, 1.0 ve 2.0 mg/L)
kullanilmistir. Sekiz haftalik kiiltiir siiresi sonucunda 2 mg/L IBA igeren MS besin
ortaminda Monoik genotipine ait bitkiciklerde koklenme goriilse de, istatistiksel

acidan anlamli bulunamamustir. Kibris ve Adana genotiplerine ait bitkiciklerde
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kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri ile herhangi bir kdklenmenin olmadig:

gbzlemlenmisgtir.

Sekil 4.5. Monoik genotipine ait bitkiciklerde koklenme durumu

Koklendirme ¢aligmalarinda basari oraninin artirilmasi amaciyla bazi ilave
calismalar gergeklestirilmistir. ilk olarak MS besin ortaminda NAA ve IBA bitki
bliylime diizenleyicilerinin miktarlart arttirilmig (0, 1.0, 5.0 ve 10.0 mg/L) ve
ortamlar aktif karbonlu (3 mg/L) ve aktif karbonsuz olmak {izere hazirlanarak
koklendirme denemesi tekrarlanmistir. Aktif karbon icermeyen besin ortamlarinda
bitkiciklerde yaprak olusumu ve bitki boyunda (ortalama bitki boyu 2.6 cm,
ortalama yaprak sayisi1 6 adet) daha iyi gelisme gdzlemlenirken, herhangi bir

koklenme saglanamamistir (Sekil 4.6).

58



4. BULGULAR VE TARTISMA Mustafa Alparslan UMARUSMAN

Sekil 4.6. A: Genotiplerin aktif karbonlu koklenme ortaminda 4. haftadaki gelisim
asamasi. B: Aktif karbonlu ve aktif karbonsuz ortamlardaki genotiplerin
gelisme durumu

Genotiplerin koklenme basarisini artirmak i¢in NAA ve IBA bitki biiylime
diizenleyicileri (0, 1.0 ve 2.0 mg/L) igeren 2 kuvvette MS ve Rugini Olive Medium
besin ortamlar1 kullanilmigtir. Ayrica besin ortami igerisine toz haline getirilmis
keciboynuzu tozu (20 g/L) eklenmistir. Yapilan bu uygulamalar sonucunda
genotiplerde basarili bir koklenme saglanamamagtir.

Koklendirmeyi tesvik etmek amaciyla yapilan farkli bir denemede,
mikrogogaltimdan elde edilen bitkiciklerin uzun siire boyunca bitki biiylime
diizenleyicilerine maruz kaldig1 goz oniine alinarak bitkicikler hormon free MS
besin ortaminda dinlenmeye alinmustir. Bir aylik inkiibasyon sonrasinda besin
ortamima eklenen bitki biiyiime diizenleyici miktar1 artirilarak bitkicikler 2 MS
besin ortaminda NAA ve IBA bitki biiylime diizenleyicilerinde (0, 1.0, 5.0 ve 10.0
mg/L) kiiltiire alinmistir. Bitkiciklerde karanlik stresine bagli olarak koklenmenin
tesvik edilmesi amaciyla tiiplerde bulunan bitkicikler bir hafta siireyle karanlik
iklimlendirme ortaminda tutulmustur. Yapilan bu uygulama sonucunda
koklendirme saglanamamustir.

Koklendirmeyi tesvik etmek amaciyla yapilan bir bagka denemede 2 MS
besin ortaminda NAA ve IBA bitki biiylime diizenleyicileri kullanilmis (0, 1.0 ve
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2.0 mg/L) ve ortama ek olarak makro besin elementi azot (N) ve potasyum (K)
ilavesi yapilmistir. Makro besin kaynagi olarak KNO3; (202.31 mg/L) kullanilmistir.
Yapilan bu denemede bitkiciklerin morfolojik yapisinda olumlu gelismeler
gozlemlenirken kdklendirmede istenilen basari saglanamamastir.

Koklendirmeyi saglamak amaciyla yapilan bir baska denemede MS besin
ortaminda IBA bitki biiylime diizenleyicisi kullanilmis (10 mg/L) ve ortama ek
olarak MgS0O, (36.674 g/L) ve KNO; (202.31 mg/L) ilave edilmistir. Bu uygulama
sonucunda her {i¢ genotipe ait bitkiciklerin morfolojik agidan olumlu gelismeler

gozlemlenirken, kdklendirmede istenilen basariya ulasilamamistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. MS besin ortamina ek olarak MgSO,4 ve KNO; ilave edilmis MS besin
ortamindaki bitkiciklerin gelisme durumu
1: Kontrol.
2: MS+ MgSO,
3: MS+ KNO;
4: MS+ MgSO4+ KNO;

Son olarak koklenmeye tesvik etmek amaciyla gergeklestirilen bir baska
denemede, hormonsuz MS besin ortami kullanilmis ve 0,5 cm uzunlukta
eksplantlar 1000 ppm oranindaki IBA c¢dzeltisine 3 dk boyunca daldirilmistir.
Daldirma oncesinde steril kabin igerisinde soguk sterilizasyon yontemi ile IBA
cozeltisi steril edilmistir. Daldirma sonrasinda bitkicikler hormonsuz MS besin
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ortamlarina transfer edilmistir. Yapilan bu uygulama sonucunda her ii¢ genotip i¢in

istenilen koklendirme basarist saglanamamistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Dipping yontemi ile IBA soliisyonuna daldirilan bitkicikler A: 1000 ppm
oraninda IBA soliisyonunun soguk sterilizasyon yodntemi ile steril
edilmesi B: Keciboynuzu siirglinlerinin IBA ¢ozeltisine daldirilmas: C:
Daldirma sonrasinda hormonsuz MS ortamina transfer edilen eksplant

4.4. Plantform Mikrocogaltim Denemesine Ait Bulgular

Kat1 kiiltiir mikrogogaltim denemeleri sonucunda Kibris, Monoik ve Adana
genotipleri icin en iyi kardeslenme ve bitki gelisimi saglayan besin ortamlar ile
Plantform sisteminde mikrogogaltim denemeleri kurulmus olup, elde edilen
sonugclar ile kati kiiltiir mikrocogaltim denemesi karsilastirilmistir. Kibris genotipi
icin 1.5 mg/L BA+0.5 mg/L GA; ihtiva eden MS besin ortami, Monoik genotipi
icin 2 mg/L BA+0.5 mg/L GAj;ihtiva eden MS besin ortami ve Adana genotipi i¢in
0.5 mg/L BA+0.5 mg/L GA; ihtiva eden 2 MS besin ortamlar1 kullanilarak
genotipler, Plantform sisteminde s1v1 kiiltlire almmistir. Kibris, Monoik ve Adana
genotiplerinin kat1 kiiltlir mikrogogaltim performans: ve Plantform sistemindeki
mikrogogaltim performansi t-testi ile karsilastirilmis ve elde edilen veriler Cizelge

4.6’da sunulmustur.
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Cizelge 4.7. Kibris, Monoik ve Adana genotiplerine ait kat1 kiiltiir ve Plantform
sistemi mikrogogaltim sonuglarina ait veriler.

. Kardes Sayisi . . | Bitki Boyu ..
PD PD
Genotip Ortam (kardes/bitkicik) egeri (cm) egeri
Kati Ortam 3.96 1.34
Kibris
Plantform 5.77 0.02 2.08 0.03
) Kat1 Ortam 2.33 0.70
Monoik
Plantform 2.88 0.0093 1.01 0.07
Kati Ortam 5.88 2.16
Adana
Plantform 7.22 0.004 1.93 0.76

T-testi sonucunda Kibris genotipinin kat1 kiiltiir ve Plantform sisteminde
mikrocogaltim deneme sonuglari incelendiginde, sistemler arasinda istatistiki
acgidan farklilik bulunmustur. Kibris genotipi gelisimini bitki boyu (cm) agisindan
inceledigimizde, kat1 kiiltiir denemesinde bitki boyu 1.34 cm iken Plantform’da
2.08 cm olarak elde edilmistir. Kardeslenme katsayist ise kati kiiltiir denemesinde
3.96 (kardes/bitkicik) iken Plantform sisteminde 5.77 (kardes/bitkicik) olarak elde
edilmistir. Kibris genotipi bitki boyu acisindan incelediginde kat1 kiiltiirde
maksimum bitki boyu 1.34 cm iken Plantform’da 2.08 cm olarak tespit edilmistir.

Monoik genotipinde yiiriitiillen deneme sonucunda ise, kardeslenme katsayist
istatistiki agidan onemli bulunurken, bitki boyu agisindan farklilik gériilmemistir.
Kardeslenme katsayist kati kiiltiirde 2.33 (kardes/bitkicik) iken Plantform
sisteminde 2.88 (kardes/bitkicik) olarak elde edilmistir. Monoik genotipini bitki
boyu (cm) agisindan inceledigimizde, kati1 kiiltiirde bitki boyu 0.70 cm iken,
Plantform’da 1.01 cm olarak elde edilmistir. Monoik genotipinin kati kiiltiirde
maksimum bitki boyu 1.1 cm iken, Plantform’da 2.4 cm olarak tespit edilmistir.

Adana genotipinde yiiriitiilen deneme sonucunda, kardeslenme katsayisi
istatistiki agidan 6nemli bulunurken, bitki boyu agisindan farklilik goriilmemistir.
Kardeslenme katsayis1 kat1 kiiltiirde 5.88 (kardes/bitkicik) iken, Plantform’da 7.22
(kardes/bitkicik) olarak elde edilmistir. Buna karsin Adana genotipini bitki boyu
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(cm) agisindan inceledigimizde, kati kiiltiirde bitki boyu 2.16 cm iken Plantform’da
1.93 cm olarak elde edilmistir. Adana genotipinde kati kiiltiirde maksimum bitki
boyu 2.7 cm iken Plantform’da 2.8 cm olarak tespit edilmistir.

Plantform sisteminde her {i¢ genotip i¢in kardeslenme katsayisi ve bitki boyu
ortalamasinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica her iki sistemden elde
edilen bitkicikler yaprak rengi ve yaprak genisligi a¢isindan incelendiginde,
Plantfom sisteminde gelisen bitkicikler kat1 ortamda gelisen bitkilere gére daha iyi

gelisme gdstermistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. A: Eksplantlarin Plantform kiiltiir kaplarina aktarilmasi. B: Plantform
sisteminde alt kiiltiire alinmis kegiboynuzu eksplantlar1 C: Plantform
biyoreaktor siteminin genel goriintiisii D: Kibris genotipinin Plantform
sistemi mikrocogaltim denemelerinde elde edilen bitkicikleri. E:
Monoik genotipinin Plantform sistemi mikrogogaltim denemelerinde
elde edilen bitkicikleri. D: Adana genotipinin Plantform sistemi
mikrocogaltim denemelerinde elde edilen bitkicikleri.
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4.5. Molekiiler Calismalara Ait Bulgular

Tez ¢aligmasi kapsaminda kullanilan {i¢ genotipte de kati kiiltir ve
Plantform biyoreaktdr sistemlerinde c¢ogaltilan bitkilerde herhangi bir genetik
farklilik olup olmadig1r baslangic materyali kullanilarak SSR markirlar ile
kargilastirmali olarak test edilmigtir.

Plantform siteminin kullanim1 ile ilgili basarili bir protokoliin
gelistirilebilmesi i¢in Plantform sisteminde caligilan bitkilerin baslangic materyali
ile genetik olarak ayni genetik yapiya sahip olmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu
baglamda, ke¢iboynuzu i¢in gelistirilmis ve polimorfik oldugu dogrulanmis toplam
9 SSR primeri kullanilmistir. SSR analizlerinde kullanilmak tizere Kibris
genotipinden 4, Monoik genotipinden 4 ve Adana genotipinden 4 olmak {izere
toplam 12 6rnek alinmistir. SSR analizlerinde kullanilan 6rneklerin DNA kalite ve

miktarina ait bilgiler Cizelge 4.7’de sunulmustur.

Cizelge 4.8. DNA kalite ve miktarlarina ait sonuglar

Ornek No Ornek Ad1 ng/ul | 260/280
1 Kibris Kontrol 276.56 1.92
2 Kibris Kat1 Kiiltiir Mikrogogaltim Denemesi Sonras1 | 112.28 2.11
3 Kibris Plantform Mikrogogaltim Denemesi Sonrasi 128.78 2.23
4 Kibris Kat1 Kiiltiir Koklenme Denemesi Sonrasi 246.89 1.99
5 Monoik Kontrol 246.23 1.84
6 Monoik Kat1 Kiiltiir Mikrogogaltim Denemesi 57181 513

Sonrasi
7 Monoik Plantform Mikrogogaltim Denemesi Sonras1 | 146.27 2.08
8 Monoik Kati Kiiltiir Kéklenme Denemesi Sonrasi 216.74 1.95
9 Adana Kontrol 187.46 2.05
10 Adana Kati Kiiltiir Mikrogogaltim Denemesi Sonrast | 231.19 2.16
11 Adana Plantform Mikrogogaltim Denemesi Sonras1t | 254.63 1.98
12 Adana Kati Kiiltiir Koklenme Denemesi Sonrasi 287.13 1.90
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Tez kapsaminda DNA analizleri i¢in kullanilan bitkisel materyallerden DNA
izolasyonlar1 yapilmig ve izolasyonlar1 gerceklestirilen DNA’larin miktar ve
kalitelerine spektrofotometre araciligiyla bakilmistir. Bitki molekiiler biyoloji
caligmalarinda DNA izolasyon asamast son derece Onemlidir. PCR
uygulamalarinda ise DNA’nin miktar ve 6zellikle safligi amplifikasyon agisindan
daha da oOnem kazanmaktadir (Ergiil, 2000). Bitki molekiiler biyoloji
caligmalarinda iyi bir DNA izolasyonu basarityr 6nemli olgiide etkilemektedir.
Calismada kullanilan keciboynuzu 6rneklerine ait DNA’lar incelendiginde, DNA
miktarlar1 yeterli bulunmustur. DNA’lar kalite bakimindan degerlendirildiginde,
kaliteli DNA’larda safligin A260/A280 oraninin yaklasik 2.0 civarinda bulunmasi
beklenmektedir. Elde edilen degerin 2.0’den yiiksek olmasi; ornegin RNA,
kloroform ya da fenol ile kirli oldugunu ve 1.6 degerinden diisiik olmasi ise d6rnek
icerisinde proteinler ya da fenolik (polifenol) bilesikler bulundugunun gostergesidir
(Hoisington, 1992). Tez kapsaminda izolasyonlar1 gerceklestirilen DNA’larin
saflik oranlar1 1.84-2.23 arasinda degigmistir.

SSR analizleri sonucunda kullanilan SSR primerlerinin kegiboynuzu igin
daha 6nce polimorfik sonuglar vermesi nedeniyle bu ¢alisma sonucunda elde edilen
monomorfik DNA bant profilleri bu bitkilerin genetik olarak sabit oldugunu
ispatlamaktadir. Sonug olarak, 9 SSR primeri kullanilarak gerceklestirilen analizler
sonucunda bu bitkilerin genetik olarak baslangic materyali ile farkli olmadigi

belirlenmistir. Sonuglara ait jel goriintiisii 6rnegi Sekil 4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10. Cesi_21_cttt7 nolu primere ait poliakrilamid jel goriintiisii
1: Kibris kontrol,

: Kibris Kat1 Kiiltiir Mikrogogaltim Denemesi Sonrasi,

: Kibris Plantform Mikrogogaltim Denemesi Sonrast,

: Kibris Kat1 Kiiltiir Koklenme Denemesi Sonrast,

: Monoik Kontrol,

: Monoik Kat1 Kiiltiir Mikrogogaltim Denemesi Sonrasi,

: Monoik Plantform Mikrogogaltim Denemesi Sonrasi,

: Monoik Kat1 Kiiltiir Kéklenme Denemesi Sonrast,

: Adana Kontrol,

10: Adana Kati Kiiltiir Mikrogogaltim Denemesi Sonrasi,

11: Adana Plantform Mikrogogaltim Denemesi Sonrasi,

12: Adana Kat1 Kiiltiir Koklenme Denemesi Sonrasi, M: Markir,

O 0 1N LN B WI

Bitki biyoteknolojisinde uzun yillardan beri dis kosullarda vegetatif olarak
cogaltilmas1 zor olan bitkilerin klonal ¢ogaltilmasinda ve koklendirilmesinde,
dogada tohumla ¢ogalmada ve tohum taslag: icerisinde embriyo canliliinda sorun
yasayan bitkilerde embriyo kurtarma ¢aligmalarinda, haploidizasyon yontemlerinde
saf hatlarin elde edilmesinde, kitlesel ¢cogaltimda anag elde edilmesinde, sekonder
metabolitlerin iiretilmesinde ve daha pek ¢ok alanlarda doku kiiltiirii tekniklerinden
yararlanilmaktadir. In vitro bitki doku ve organ kiiltiirlerinde bitki dokularmin
farkli besin ortamlar1 ve farkli bitki biiyiime diizenleyicilerde kiiltiire alinmasi bir
takim sorunlara neden olmaktadir. Kati kiiltiirlerde her bir alt kiiltiir asamasinda
kontaminasyon riski bulunmaktadir. Ayrica uzun siireli alt kiiltire alman bitki
dokularinda vitrifikasyon sorunlari ortaya ¢ikmaktadir. Bu olay bitki dokularinda
camlagmaya ve dokularda biiylime morfolojisi ve fizyolojisinde problemlere neden

olarak bitki gelisiminde engel teskil etmektedir. Dahas1 uzun siireli alt kiiltiirlerde
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bitki biiylime diizenleyici ve besin ortamlarmin etkisiyle bitkilerde somaklonal
varyasyonlar olusabilmektedir. Tiim bu sorunlarin yaninda kati kiiltiir ortamlarinda
katilastirici bilesen olarak kullanilan agar yiikksek maliyetli bir girdidir. S6z konusu
olan bu sikintilart gidermek i¢in yeni nesil doku kiiltiiri teknikleri gelisim
gostermeye devam etmektedir. Bu teknikler arasinda son yillarda 6ne ¢ikan Gegici
Daldirma Sistemleri (Temporary Immersion Systems) gelistirilmistir. Bu sistemler,
bitkilerin in vitro kiiltirii i¢in ideal gelisme ortamlarina olanak saglamaktadir.
Gegici Daldirma Sistemleri, kiiltiir bitkilerinin mikrogogaltimi, sekonder
metabolitlerin iiretimi ve organogenesis calismalarinda ortaya ¢ikan sorunlarin
¢Oziimii i¢in klasik doku kiiltiirii tekniklerine alternatif bir ydntem olarak
gelistirilmistir. Giiniimiizde, benzer veya farkli teknolojik prensiplere dayali ¢esitli
gecici daldirma sistemleri, bitkilerde doku ve organ Kkiiltiirii ¢aligmalarinda
materyallerin in vitro’da basarili bir sekilde gelistirilmesi i¢in uygulanmaktadir
(Cengiz, 2018).

Gelistirilen gecici daldirma sistemleri arasinda TIB, RITA, GIB, SETIS
biyoreaktor ve Plantform sistemleri bulunmaktadir (Cengiz, 2018). Son yillarda
geligtirilen bu sistemler arasinda Plantform biyoreaktor sistemi olduk¢a yogun
kullanim alanina sahip olmus ve birgok arastirmaci tarafindan farkl tiirdeki bitkiler
icin kullanilmigtir. Siis bitkilerinden endiistriyel bitki tiirlerine kadar genis bir
kullanim alani bulunan bu sistem ile; su mercimegi (Yenice, 2010), yiiksiik otu,
kirpi otu ve ahududu (Welander ve ark, 2014), sapli mese (Gatti ve ark, 2015),
mersin ve zeytin (Benelli ve ark, 2015), siis ¢imi, kasimpati, incir ve kirmizi frenk
tiziimii (Lambardi ve ark, 2015), seker otu (Sacco ve ark, 2015), phalaenopsis
(Masnoddin ve ark, 2016), vanilya bitkisi (Ramirez-Mosqueda ve Iglesias-Andreu,
2016), muz (Daungban ve ark, 2017), bambu (Gutiérrez ve ark, 2016), su oku
bitkisi (Meiping ve ark, 2016), mersin bitkisi (Bicen, 2017), gerbera (Frometa ve
ark, 2017), bitkilerinin Plantform biyoreaktdr sisteminde rejenerasyonu

incelenmistir.
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Cavallaro ve ark (2015), kegiboynuzunun in vitro kosullarda farkl kiiltiir
ortamlarinin mikrogogaltima etkisini arastirmak amaciyla kati kiiltiir ve Plantform
biyoreaktor sistemlerini kiyaslamiglardir. Calisma sonunda Plantform biyoreaktor
sisteminden elde edilen bitkilerde bitki boyu, taze ve kuru agirlik parametreleri kati
kiiltiirlerden elde edilen parametrelere gore daha yiiksek oranda sonuglar vermistir.
Bu tez calismasinda Plantform biyoreaktor sisteminin farkli ii¢ kegiboynuzu
genotipinin mikrogogaltimi ve koklenmesi lizerine etkinligi agar ile katilagtirilmis
klasik doku kiiltiirii yontemi ile karsilastirilarak arastirilmistir. Tez ¢alismasinda
elde edilen bulgulara gore Plantform biyoreaktor sistemi Kibris, Monoik ve Adana
genotiplerinin mikrogogaltiminda kardeslenme katsayis1 agisindan kati kiiltiir
ortamina gdre daha iyi sonuglar vermistir. Plantform biyoreaktor sistemi Kibris
genotipi i¢in bitki boyu (cm) agisindan daha iyi sonug verirken, Monoik ve Adana
genotipleri icin istatistiksel olarak farklilik gostermemistir. Buna ragmen bu iki
genotipe ait bitkicikler Plantform sisteminde yaprak sayisi ve kalitesi bakimindan
daha iyi gelisme gostermistir.

Goncalves ve ark (2005), keciboynuzu genotiplerinde mikrogogaltim ve
koklendirme denemeleri yapmis, c¢aligmalarinda MS, 2 MS ve MS+N besin
ortamlarinda eksplantlar1 kiiltiire almislardir. Calisma sonucunda MS+N besin
ortaminda kiiltlire alinan siirgiinlerin  %50’sinin kdklendigini belirtmislerdir.
Siirgiinlerin temin edildigi ana bitkilerden alinan yaprak 6rnekleri ile makro besin
madde igerigi analiz edilmis ve elde edilen sonuglara gore yeni bir besin ortami
hazirlamiglardir. Modifiye edilen ortamda kiiltiire alinan bitkilerin %80’nin de
koklenme saglamiglardir. Bu tez ¢alismasinda MS, Y2 MS ve WPM besin ortamlari
ile NAA ve IBA bitki biiyiime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlarinda (0,
1.0 ve 2.0 mg/L) kiiltire alman bitkiciklerde 6nemli bir koklenme basarisi
saglanamamistir. Tez c¢alismast kapsaminda koklenmeyi tesvik etmek amaciyla
besin ortamlarinda ve miktarlarinda, bitki biiyiime diizenleyicilerinde ve
oranlarinda ve g¢evresel faktorlerde yapilan modifikasyonlara ragmen koklenme

saglansa da istatistiksel acidan istenilen basar1 elde edilememistir. Bu durum
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kegiboynuzunun kdklenme giigliigii cekmesinde genotiplerin genetik yatkinligr ile
ilgili oldugunu ortaya koymaktadir. Keciboynuzu yesil aksaminda kaempferol,
tannik asit, katesin hidrat ve polidatin gibi bir¢ok fenolik bilesik bulunmaktadir
(Rtibi ve ark, 2017). Kiiltiire alinan genotiplerin salgiladigi bu biyokimyasallar
kiiltiir ortamin1 kontamine ederek besin ortaminin yapisini bozmaktadir. Bu durum
kiiltlir ortaminda bulunan besin elementlerinin ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin
bitkiler tarafindan yararlanma oranin1 azaltarak ke¢iboynuzu genotiplerinin
vejetatif kok gelisimine engel oldugu ihtimalini desteklemektedir.

Gegici daldirma biyoreaktor sistemlerinde uygulanan teknik parametreler
(daldirma, havalandirma vb) gelisme ortamlarinin optimizasyonunda etkili
olmaktadir. Bunun yaninda kiiltiir kaplarina transfer edilen eksplant sayis1 da bitki
gelisimini  etkilemektedir. Bu duruma baghh olarak optimum daldirma -
havalandirma siireleri ve baslangic eksplant sayisinda net bir 6lciit sdylenemez.
Gatti ve ark (2015) Quercus robur L. bitkisinin in vitro kosullarda Plantform
sisteminde mikrogogaltiminda 8 saatte bir 12 dk ve 16 saatte bir 8 dk olmak tizere
iki farkli daldirma siiresi uygulamislardir. Calismada 8 saatte bir 12 dk’lik daldirma
stiresinin bitki geligsimi lizerine daha etkili oldugunu belirtmislerdir. Marbun ve ark
(2015) Plantform biyoreaktor sisteminde kiiltiire aldiklar1 Afrika yag palmiyesi
(Elaeis guineensis Jacq.) bitkisinin embriyojenik kallus oranini artirmak amaciyla
yaptiklar1 ¢aligmada 1 saatte bir 3 dk, 3 saatte bir 3 dk ve 6 saatte bir 3 dk olmak
tizere daldirma siirelerini uygulamiglardir. Calisma neticesinde en yiiksek
embriyojenik kallus olusumunun 3 saatte bir 3 dk daldirma siiresinden elde
edildigini belirtmislerdir. Zhang ve ark (2017) Pinellia ternate bitkisinde farkli
daldirma siirelerinin kardeslenme katsayisina ve gelismesi {izerine etkisini
arastirmislardir. Buna ek olarak kiiltiir kaplarina alinan eksplant sayisinin bitki
gelisimine etkilerini incelemek amaciyla kiiltiir kaplarina farkli sayilarda eksplant
koymuslardir. Calisma sonunda, bitki ¢ogalmasi ve biiylimesi iizerinde en basarili
daldirma siiresini 12 saatte bir 5 dk olarak rapor etmislerdir. Ayrica en fazla yas

agirhik kiiltiir kaplarina 60 eksplant konuldugu zaman elde edilirken, kiiltiir
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kaplarina 80 ve 100 eksplant koyuldugunda bitkilerin 60 eksplant koyulan sisteme
gore daha zayif gelisme gosterdigini belirtmislerdir. Pramita ve ark (2018), Gynura
procumbens siirgiin kiiltiriinde siirgiinlerin igerdigi biyokiitle ve flavonoidin
uretimindeki degiskenlige kiiltlir ortaminin igerigi ve daldirma siirelerinin etkisini
aragtirmak amaciyla gecici daldirma sisteminde farkli biiylime diizenleyici
kombinasyonlar1 ve farkli daldirma siireleri (3 saatte bir 5 dk ve 12 saatte bir 15
dk) uygulamiglardir. Kiiltiir sonucunda en yiiksek flavonoidin oran1 12 saatte bir 15
dk daldirma siiresinde elde etmislerdir. Bu tez calismasinda kullanilan ii¢ farkli
keciboynuzu genotipi icin Plantform biyoreaktor sisteminde daldirma siiresi 4
saatte bir 10 dk, havalandirma siiresi ise 4 saatte bir 15 dk olacak sekilde
ayarlanmistir. Plantform biyoreaktor sisteminde mikrocogaltim denemelerinde 60
bitki kiiltiire alinmistir. Bigen ve ark, (2017) tarafindan mersin bitkisinde yiiriitiilen
caligmalarda Plantform biyoreaktor sisteminde kiiltiir kaplaria farkli sayilarda
eksplant konularak bitki gelisimlerini incelemis, 500 ml s1v1 besin ortamlaria 100,
120 ve 150 bitki konuldugu zaman bitki gelisiminin 60 ve 80 bitki konulan kiiltiir
kaplarina gore daha iyi oldugunu belirtmislerdir. Elde edilen bu verilere gore gecici
daldirma biyoreaktor sistemlerinde kiiltiire alinan eksplant sayisinin her bitki tiirii
icin optimize edilmesi bitki gelisimi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bitki doku ve organ kiiltiiriinde, tiire bagl olarak degiskenlik gostermekle
birlikte uzun siire bitki biiyiime diizenleyici igeren ortamlarda kiiltiire alinan
bitkilerde bitki genetiginde yapisal degismeler meydana gelebilmektedir. Bu olay
somaklonal varyasyon olarak adlandirilmaktadir. Klonal g¢ogaltimin esas oldugu
bitki doku ve organ kiiltiiriinde bu olay vejetatif cogaltima engel tegkil etmektedir.
Plantform gegici daldirma sistemlerinin klasik kat1 kiiltiir sistemlerine gore biiyiik
bir avantaj sagladig: kiiltiir siirelerinin daha kisa tutulmasi ve altkiiltiir sayilariin
daha aza indirgenmesi bitkilerde meydana gelebilen bu sorunu azaltmaktadir
(Bigen, 2017).

Cengiz, (2018), turunggil anaglarinda yaptigi mikrogogaltim ve

koklendirme calismalarinda kati kiiltiir ile Plantform biyoreaktor sistemlerinin
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rejenerasyona etkilerini incelemistir. Yapilan ¢aligmada kati kiiltiirde elde edilen
optimum besin ortami ve bitki bliylime diizenleyicileri referans alinarak Plantform
biyoreaktor sisteminde bitkileri kiiltiire almistir. Calisma boyunca farkli bitki
biiylime diizenleyicileri iceren besin ortamlarinda kiiltiire alinan bitkilerde, bitki
biiyiime diizenleyicilerinin ve alt kiiltlir siirelerinin rejenerasyon sonucunda elde
edilen bitkilerin genetik yapilarinda herhangi bir degismeye sebep olup olmadigini
turunggiller i¢in polimorfik 6zellik tagiyan 22 SSR markiri ile molekiiler testleri
yapmig ve taramalar sonucunda somaklonal varyasyona rastlanmadigini
belirtmistir. Gelistirilen biyoreaktor sistemlerinin kati kiiltiir sistemlerine gore daha
etkin ve uygulanabilir olmasma karsin Plantform ve diger gecici daldirma
biyoreaktor sistemlerinde bitki biiylime diizenleyicilerinin ve kiiltlir siirelerinin
etkisiyle bitkilerde meydana gelebilecek somaklonal varyasyonun kontroliine
yonelik calismalar simirli kalmistir. Bu tez calismasinda keciboynuzu genotipleri
icin gelistirilen SSR markirlar ile yapilan tarama sonucunda Plantform sisteminde
cogaltilan bitkilerde somaklonal varyasyonun bulunmadigi molekiiler ¢alismalarla
belirlenmis olup, baslangic materyali ile herhangi bir genetik farklilik
goriilmemistir. Bu sonug¢ Plantform sisteminin kegiboynuzu genotiplerinin klonal

cogaltiminda kullanilabilir bir yontem oldugunu desteklemektedir.
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, ticari dneme sahip yiiksek verim ve kalitede meyve
olusturan Kibris ve Monoik genotipleri ve morfolojik agidan iyi bir tag olusumuna
sahip peyzaj amagli kullanilan Adana genotipinin kati kiiltiir ve Plantform
sistemlerinde mikrogogaltim caligmalar1 gergeklestirilmigtir. Kullanilan {i¢ genotip
icinde Plantform biyoreaktor sistemi kati kiiltiir teknikleriyle kiyaslanmugtir.
Calismada her genotip icin ayri ayri iki farkli kat1 kiiltiir mikrogogaltim denemesi
ylritilmistiir. 1. kati1 kiiltiir mikrogogaltim denemesinde MS, 2 MS ve WPM
besin ortamlari ile bitki biiylime diizenleyicilerinden BA (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/L)
ve 2,4-D (0, 0.5, 1.0 mg/L)’nin kombinasyonlar1 kullanilmistir. Bu denemelerde
Kibris ve Monoik olarak adlandirilan genotipler yer alirken, Adana genotipi
calismaya daha sonra dahil edilmistir. Yapilan bu deneme de Kibris genotipine ait
eksplantlarin %95’inde ve Monoik genotipine ait eksplantlarin %97’inde kallus
olusumu meydana gelmistir. Bitkilerde herhangi bir siirgiin gelisimi olmadig:
goriilmiistiir. I1. kat1 kiiltiir mikrogogaltim denemesinde MS, 2 MS ve WPM besin
ortamlar1 olmak {izere ii¢ farkli besin ortami ve BA (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/L) ve
GA; (0, 0.1, 0.5 mg/L) grubu bitki biiyiime diizenleyicilerinde her {i¢ genotipe ait
eksplantlar kiiltiire alinmigtir. Caligmada kardeslenme katsayisi (kardes/bitkicik) ve
bitki boyu (cm) parametreleri incelenmistir. Kat1 kiiltiir mikrogogaltim sonuglari
g0z Oniine alindiginda, her ti¢ genotip iginde MS besin ortami bagarili bulunmustur.
Genotip faktorii bitki doku kiiltiirii caligmalarinda gelismeyi etkileyen 6nemli bir
etkendir. Bu ¢aligmada en iyi kardeslenme ve bitki gelisimini Kibris genotipi igin
MS besin ortaminda 1.5 mg/L BA+ 0.5 mg/L GA3, Monoik genotipi i¢cin MS besin
ortaminda 2 mg/L BA+ 0.5 mg/L GA; ve Adana genotipi i¢cin /2 MS besin
ortaminda 0.5 mg/L BA+ 0.5 mg/L GA; bitki biiyiime diizenleyicileri
kombinasyonundan elde edilmistir. Farkli besin ortamlarinin, bitki biiyiime
diizenleyicilerinin ve altkiiltlirlerin etkisi ile genotiplerde meydana gelebilme

ihtimaline karsi hem kati kiiltir hem de Plantform sisteminden elde edilen
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bitkiciklerde SSR markir sistemi kullanilarak incelenen bitkilerde genetik kararlilik
tespit edilmisgtir.

Caligmada gergeklestirilen 1. kat1 kiiltiir mikrogogaltim denemesinde MS,
Y2 MS ve WPM besin ortamlari ile bitki bliylime diizenleyicilerinden BA (0, 0.5,
1.0, 1.5, 2.0 mg/L) ve 2,4-D (0, 0.5, 1.0 mg/L)’nin kombinasyonlar1 kullanilmis
olup, bu denemeler neticesinde eksplantlarda yogun bir sekilde kallus olustugu
gorilmiistiir. Keciboynuzu mikrogogaltim ¢alismalarinda indirekt siirgiin
olusumunu tegvik etmek adina elde edilen bu kalluslardan, hormonsuz veya farkl
bitki biiylime diizenleyicileri iceren besin ortamlarinda kiiltiire alinarak siirgiin elde
edilebilir. Bu tez c¢alismasinda indirekt organogenesis ¢aligmalarina yer
verilmemesine karsin elde edilen bu kallus yapilann farkli kegiboynuzu
caligmalarinda eksplant kaynagi olarak kullanilabilir.

Calisgmada 2016 Kasim ay1 ve 2017 Mayis ayinda alinan baslangig
materyallerinin mikrogogaltim performanslar1 gozlemsel olarak kiyaslanmistir.
Incelemeler sonucunda, bahar déneminde (Mayis 2017) alman eksplantlarin
kardeslenme oran1 ve bitki gelisimleri gliz doneminde (Kasim 2016) alinan
eksplantlarin kardeslenme orami ve bitki gelisiminden daha basarili oldugu
gozlenmigtir. Bu gelisim farkinin aktif biiyime doneminde bitki biinyesinde
bulunan uyarici biyokimyasallarin etkisiyle ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir. Ayrica
yagis sonrast alinan eksplantlarda meydana gelen kontaminasyon orani yagis
oncesinde alinan eksplantlarda meydana gelen kontaminasyon oranindan 5 kat
daha fazla olmustur. Bu durum, yagis ile birlikte bitki siirgiinlerinde artan nem
miktarinin mikroorganizmalarin ¢ogalmasi ve yayilmasina olanak sagladigi igin
sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Baslangi¢ materyallerinin in vitro da kiiltiire alinmadan once uygulanan
sterilizasyon protokoliinde civa kloriir oranindaki artigin, kontaminasyon oranini
azaltirken, eksplant canliliginda 6nemli azaliglara sebep oldugu goriilmiistiir.
Ayrica sodyum hipoklorit oranindaki artisin @ ve uygulama siirelerinin

kontaminasyon oranini azaltirken eksplant canlilifinda da azalisa sebep oldugu
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tespit edilmistir. Kontaminasyon oraninin azaltilmasi ve eskplant canliliginin
artirilmasi i¢in yapilan sterilizasyon g¢aligsmalarinda en iyi protokol: 30 dk boyunca
¢esme suyu altinda yikama, 0.3 mg/L civa kloriir (HgCl,) soliisyonunda 15 dk
bekletme, sonrasinda %70 oraninda etil alkol ¢6zeltisinde 3 dk bekletme ve son
olarak %20 oraninda sodyum hipoklorit (NaClO) igeren soliisyonda 15 dk siire
boyunca bekletme sonucunda elde edilmistir. Bu uygulama ile %3 oraninda
kontaminasyon goriiliirken eksplantlarin tamaminin canli kaldig1 goriilmiistiir.

Tez caligmasinda kullanilan tiim genotiplerin bitki boyu (cm) ve
kardeslenme katsayis1 (kardes/bitki) verilerinin Plantform sisteminde kati kiiltiire
kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Kat1 kiiltiir koklenme denemesinde MS, %2 MS ve WPM besin ortamlari ile
oksin grubu bitki biiyiime diizenleyicilerinden NAA (0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/L) ve IBA
(0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/L) iceren ortamlarda bitkicikler kiiltiire alinmistir. Bu
uygulamada Monoik genotipine ait bitkiciklerde koklenme saglansa da istatistiksel
acidan 6nemli bulunamamastir.

Koklendirmeyi tegvik etmek amaciyla: MS besin ortaminda NAA ve IBA
bitki biiylime diizenleyicilerinin oranlart arttirilmig (0, 1.0, 5.0 ve 10.0 mg/L) ve
ortamlar aktif karbonlu (3 mg/L) ve aktif karbonsuz olmak {izere hazirlanarak
koklendirme denemesi tekrarlanmistir. Yapilan farkli bir denemede, 2 kuvvetli MS
ve Rugin Olive Medium besin ortaminda NAA ve IBA bitki biiylime
diizenleyicileri kullanilmig (0, 1.0 ve 2.0 mg/L) ayrica ortama toz haline getirilmis
kegiboynuzu tozu (20 g/L) eklenerek bitkiciklerin kdklenmesi tesvik edilmeye
caligmistir. Koklendirmeyi saglamak amaciyla yapilan farkli bir denemede,
mikrogogaltimdan elde edilen bitkiciklerin uzun siire boyunca bitki biiylime
diizenleyicilere maruz kaldig1 géz oniine alinarak bitkicikler hormonsuz MS besin
ortaminda dinlenmeye alimmistir. Bir aylik inkiibasyon sonrasinda bitkicikler 2
MS besin ortaminda NAA ve IBA bitki biiyiime diizenleyicileri kullanilarak (0,
1.0, 5.0 ve 10.0 mg/L) hazirlanan ortamlara transfer edilmistir. Bitkiciklerde strese

bagl olarak kdklenmenin tesvik edilmesi amaciyla tiiplerde bulunan bitkicikler bir
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hafta siireyle karanlik iklimlendirme ortaminda tutulmustur. Koklendirmeyi tesvik
etmek amaciyla yapilan bir bagka denemede 2 MS besin ortaminda NAA ve IBA
bitki bliyiime diizenleyicileri kullanilmis (0, 1.0 ve 2.0 mg/L) ve ortama ek olarak
makro besin elementi olan azot ilavesi yapilmistir. Azot kaynagi olarak KNO;
(202.31 mg/L) kullanilmigtir. Kdklendirmeyi saglamak amaciyla yapilan bir baska
denemede MS besin ortaminda IBA bitki biiylimesi diizenleyicisi kullanilmig
(10 mg/L) ve ortama ek olarak MgSO, (36.674 g/L) ve KNO; (202.31 mg/L) ilave
edilmistir. Koklenmeye tesvik etmek amaciyla gergeklestirilen bir baska denemede,
hormon free MS besin ortam1 kullanilmis ve 0,7 cm uzunlukta eksplantlar 1000
ppm oranindaki IBA c¢ozeltisine 3 dakika boyunca daldirilmistir. Daldirma
sonrasinda bitkicikler hormon free MS besin ortamlarina transfer edilmistir.
Yapilan bu protokollerde bitkiciklerde vegetatif agidan 6nemli gelismeler olsa da
koklendirme konusunda her ii¢ genotip i¢inde basari saglanamamistir. Doku
kiltiiri ¢alismalari incelendiginde kegiboynuzunun in vitro’da koklendirilmesi ile
alakali bagarili ¢aligmalar bulunmaktadir. Bitkilerin in Vvitro rejenerasyonunda
genotip faktorii Onemli bir yer teskil etmektedir. Bu tez c¢aligmasinda
koklendirmeyi tesvik etmek amaciyla yapilan birgok denemede genotiplerin
koklenmeye kars1 diisiik oranda cevap vermesinin genotiplerin genetik yatkinligina
bagl olarak ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir. Kegiboynuzu in vitro koklendirilmesi
ile 1ilgili yapilmasi diisliniilen c¢aligmalarda farkli oksin grubu biiylime
diizenleyicilerinin ve farkli dozlarinin kdklenmeye etkileri arastirilmalidir.

Doku kiiltlirlinde klonal g¢ogaltmanin en biiylik avantaji iiretilen tiim
bitkilerin ana bitkiyle ayni genetik yapiya sahip olarak iiretilmesidir. Besin
ortamlari, bitki biiylime diizenleyicileri, alt kiiltiir ¢alismalar1 ve diger uygulamalar
bitkilerde strese bagli olarak somaklonal varyasyonalara neden olabilmektedir.
Keg¢iboynuzunda in vitro klonal ¢ogaltmada bu sorunun ortaya ¢ikma ihtimaline
karsi, doku kiiltiirii ¢aligmalarinin tamamlanmasinin ardindan ke¢iboynuzu
genotiplerinin ~ kararliliginin ~ belirlenmesi amaciyla molekiiler ¢aligmalar

yiiriitilmistiir. Calismada kullanilan genotiplere ait eksplantlardan alinan bitki
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dokular1 ile DNA izolasyonu yapilmis ve 9 adet kegiboynuzu i¢in polimorfik SSR
markirlart ile molekiiler ¢aligmalar tamamlanmistir. Baslangic materyali ile kati
kiiltir ve Plantform sisteminde kiiltiire alinan bitkilerden elde edilen test
sonuglarma gore, her li¢ genotip icinde herhangi bir genetik farklilik tespit
edilmemistir. Bu tez calismasi neticesinde yapilan molekiiler calismalar ile
Plantform biyoreaktér sisteminin bu yoniiyle doku kiiltiirii c¢aligmalarinda
uygulanabilir bir yontem oldugu ortaya konulmustur.

Tez calismasinda bitkisel materyallerin gelisimlerine ait parametrelerden
bitki boyu (cm), ¢ogalma katsayis1 (kardes/bitkicik) ve bitki kalitesi gdz Oniine
alindiginda, Plantform biyoreaktdr sisteminin kati kiiltiir sistemine nazaran oldukca
etkili oldugu tespit edilmistir. Bu durum, Plantform biyoreaktér sisteminin
keciboynuzu mikrogogaltim c¢aligmalarinda kalite parametreleri icin beklentileri
karsilayabilir nitelikte oldugunu ispatlamaktadir. Keg¢iboynuzu ve diger tiirler i¢in
biyoreaktor sistemin etkinliginin belirlenmesi amaciyla planlanan ¢alismalarda, bu
tez calismasinda incelenen parametrelere ek olarak farkli parametrelerinde
incelenmesi tavsiye edilmektedir. Yeni nesil doku kiiltiirii teknikleri i¢inde yer alan
Plantform gecici daldirma biyoreaktdr sistemi ile ilgili gergeklestirilen ¢aligmalar
g0z Online alindiginda, farkli daldirma ve havalandirma siirelerinin bitki gelisimine
etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan c¢aligmalar bulunmaktadir. Plantform
biyoreaktér sistemleri kullanilarak yapilacak kegiboynuzu mikrogogaltim
caligmalarinda optimum daldirma ve havalandirma siirelerinin belirlenmesi
amaciyla ¢alismalarin yapilmasi onerilmektedir. Tez ¢aligmasi oncesinde yapilan
6n denemelerde Plantform kiiltiir kaplarina transfer edilen bitki sayis1 artiginin bitki
gelisiminde uyarict etkiye sahip oldugu goézlemlenmistir. Bu sonuca gore
keciboynuzunda yapilmasi planlanan mikrogogaltim ¢alismalarinda Plantform
kaplarina daha fazla bitkisel materyal konularak bu durumun etkisi aragtirilabilir.
Ayrica yapilan 6n denemelerde Plantform kaplarina kegiboynuzu genotipleri ile
Mersin bitkisi (Myrtus communis L.)’ne ait eksplantlar aktarilmig ve bitkilerde

morfolojik agidan olumlu gelismeler goriilmiistir. Bu durum bitkilerin
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salgiladiklar1 biyokimyasallarin sinerjistik etki saglayarak kiltiir ortaminin
optimize edilmesine olumlu etki sagladigi diisiincesini desteklemektedir.

Bu ve benzeri calismalar goz Oniine alinarak Plantform biyoreaktor
sistemlerinin farkli biyoreaktdr sistemleri ile kiyaslanmasi ve uygulanan teknik
parametrelerdeki  farkliliklarin = bitki  gelisiminde etkinliginin  belirlenmesi
miimkiindiir. Plantform biyoreaktér sisteminin kullanilabilirligi, isgiici ve
zamandan tasarruf saglamasi, iiretimde girdi maliyetlerinin azaltilmas: ve daha
etkili kitle tiretiminin miimkiin olmas1 yoniiyle kati1 kiiltiirlere kiyasla iyi bir
potansiyele sahip oldugu bu tez ¢alismasiyla ortaya konmustur. Yapilan bu tez
calismasindan elde edilen veriler neticesinde, Plantform biyoreaktor gecici
daldirma sisteminin kec¢iboynuzu mikrogogaltiminda kalite ve kantite yoniinden

uygulanabilir oldugu belirlenmistir.
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