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Oz

Bu ¢aligmada, bes farkli bogiirtlen ¢esidinin (Black Diamond, Black Pearl, Chester, Triple Crown ve New
Berry) Plantform biyoreaktor sistemi ve kati besin ortamlarinda karsilagtirmali olarak mikrogogaltim ve
koklendirme ¢aligmalart yiiriitilmiistiir. Cesitlerin kati kiiltiir mikrogogaltim denemelerinde, MS temel besin
ortamma BA (Benzil Adenin) (0, 1.0, 2.0 mg/L) ve GAs (Gibberellik Asit) (0.5 mg/L) bitki biiyiime
diizenleyicileri uygulanmisgtir. Kati kiiltiir koklenme denemeleri i¢cin MS besin ortaminda NAA (Naftalen
Asetik Asit) (0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/L) ve IBA (Indol Biitirik Asit) (0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/L) biiyiime diizenleyicileri
denenmistir. Kat1 kiiltlir denemeleri sonucunda en yiiksek mikrogogaltim degerleri 1 mg/L BA ve en iyi
koklenme basaris1 1 mg/L NAA bitki biiylime diizenleyici konsantrasyonlari igeren besin ortamlarindan elde
edilmigtir. Mikrogogaltim ve koklendirme i¢in belirlenen en iyi besin ortami igerigi ile Plantform sisteminde
calisilmistir. Caligma sonucunda, Plantform sistemi her bes bogiirtlen ¢esidi i¢in bitki boyu, ¢ogalma
katsayisi, bitki kalitesi ve koklenme bakimindan kati kiiltiir sistemine gore daha iyi sonu¢ vermistir. Bu
calisma ile Plantform biyoreaktor sistemi, mikrogogaltim ve koklendirme agisindan kati kiiltlir ortamlarina
gore daha etkili bir yontem olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Plantform, gegici daldirma biyoreaktor sistemi, bogiirtlen, Rubus fruticosus L.,
mikrogogaltim.

Investigation of Micropropagation Opportunities of Different Blackberry (Rubus fruticosus L.)
Cultivars with Classical and New Generation Tissue Culture Techniques
Abstract

In this study, micropropagation and rooting studies were carried out in comparative Plantform bioreactor
system and solid media with five different blackberry cultivars (Black Diamond, Black Pearl, Chester, Triple
Crown and New Berry). Micropropagation of blackberry cultivars were evaluated in solid MS media
supplemented with BA (Benzyl Adenine) (0.0, 1.0, 2.0 mg/L) and GAs (Gibberellic Acid) (0.5 mg/L).
Rooting was evaluated in solid MS media supplemented with NAA (Naphthalene Acetic Acid) (0.0, 0.5, 1.0,
2.0 mg/L) and IBA (Indole-3-Butyric Acid) (0, 0.5, 1.0, 2.0 mg/L). Based on the solid media, the best results
in all five blackberry cultivars were obtained from MS medium containing 1 mg/L BA plant growth regulator
concentration for micropropagation and that of from MS medium containing 1 mg/L NAA plant growth
regulatory concentration for rooting. Micropropagation and rooting studies were carried out in the Plantform
system with the best-defined media content from the solid media. As a result of studies, Plantform system
showed better plant growth, multiplication coefficient, plant quality, and rooting than the solid culture system
for all five blackberry cultivars. Plantform bioreactor system was evidenced as a more effective method in
terms of micropropagation and rooting compared to solid culture media with this study.

Keywords: Plantform. temporary immersion bioreactor systems, blackberry, Rubus fruticosus L.,
micropropagation.

Sorumlu Yazar/Correspondence to: M.A. Umarusman; mustafa.alp.umarusman@gmail.com Makalenin Tirii: Aragtirma
Gelis Tarihi/Received: 15.12.2020 Kabul Tarihi/Accepted: 28.12.2020 Category: Research

Mustafa Alparslan UMARUSMAN “#" https://orcid.org/0000-0001-5762-7216 Ozhan SIMSEK " https://orcid.org/0000-0002-1426-466X
Belgin BICEN "/ https://orcid.org/0000-0001-8931-4759 Sedat SERCE " https://orcid.org/0000-0003-4584-2028
Yildiz AKA KACAR “& https://orcid.org/0000-0001-5314-795

Giris iklim smirlarina kadar yayilmistir. Tiirkiye
bogiirtlenin  anavatan1  sinirlar1  igerisindedir.
Bogiirtlenlerin -~ Anadolu’nun 1000 m’nin
iizerinde hava ve toprak neminin saglandigi

Meyve ozellikleri yoniinden iliziimsii meyveler
grubunda yer alan bogiirtlen diinyada iliman
iklim bolgelerinde, subtropik iklimden ve kutup

75



alatarim 2020, 19 (2): 75 - 84

yerlerde yogun olarak yetistiriciligi
yapilmaktadir. Son yillarda, zengin antioksidan
icerigi nedeniyle bogiirtlen meyvelerine olan ilgi
artmugtir  (Goktas, 2011). Ulkemizde uzun
yillardan beri doku kiiltiirii ¢alismalariyla ¢ok
sayida bitki tirid in vitro sartlarda basariyla
iiretilmektedir. Bu sistem igerisinde ¢ogunlukla
katilagtirict  “Agar”  kullanilarak kati ortam
kiiltiirlerinde eksplantlar kiiltiire alinmaktadir.
Agar ve diger katilagtirici bilesenler doku
kiiltiiriinde girdi maliyeti en yiiksek olan
bilesendir. Ayrica klasik doku kiiltiirii
tekniklerinin yogun isgiicii gerektirmesinin yani
sira Uretim maliyetleri de oldukca yliksektir.
Klasik kati1 kiiltiir yontemlerinde ¢ok sayida
kiiltiir kabma gereksinim duyulmakta ve bu
durum iklimlendirme ortamlariin biiytitiilmesi
icin yer ihtiyacin1 zorunlu hale getirmektedir
(Umarusman ve Aka Kagar, 2018). Kati1 kiiltiir
sistemlerinde kati besin ortamina yerlestirilen
eksplantlarin gelismelerinde stirekliligin
saglanmasi i¢in periyodik olarak alt Kkiiltiire
alinmalart  zorunludur. Her bir alt Kkiiltiir
sirasinda  besin ortamlarinda kontaminasyon

goriilme olasiligi  artmaktadir. Katilastirict
bilesenlerin kullanildig1 kati besin ortamlarinda
gerceklestirilen doku kiiltiirii ¢alismalari, sivi
besin ortaminda yapilan doku kiiltiir ¢aligmalari
ile kiyaslandiginda kat1 kiiltiir ortamlarinda
kontaminasyon olusma riski daha yiiksektir
(Etienne ve Berthouly, 2002). Kati kiiltiir
sistemlerinde karsilagilan sorunlar sebebiyle son
zamanlarda gelistirilen ve bitkinin belirli
araliklarla s1v1 yilizeyden uzaklagmasini miimkiin
kilan gegici daldirma sistemi biyoreaktorler
kullanilmaktadir. Gegici  daldirma  sistemi
biyoreaktorler, ilk olarak Haris ve Mason (1983)
tarafindan gelistirilmis olup ilk basarili bitki
rejenerasyon sonuglart Solanum tuberosum ve
Coffee arabica’nin somatik embriyolarindan
elde edilmistir (Etienne ve Berthouly, 2006).

Gegici daldirma sistemi biyoreaktorlerde diger
biyoreaktér  sistemlerinden  farkli  olarak
eksplantlar ile sivi besin ortami arasinda zaman
zaman gegici temas saglayabilen bir yiizey
geligtirilmigtir (Sekil 1).

-~
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Sekil 1. Plantform gegici daldirma biyoreaktdr sistemi (boyutlar 180 x 150 x 150 mm) (Georgiev ve

ark., 2014; Aka Kacar ve ark., 2020)

Hava akimu ile ortam belirli araliklarla yukar
dogru ¢ikarak bitkinin ihtiyag duydugu besin
maddelerine ulagmas1 saglanmaktadir. Daldirma
islemi siiresince hava akimi ve besin ortami
bitkiye niifuz ederek materyale zarar vermeden
dokulara iletilmektedir. Biyoreaktorlerde kitlesel
bitki iiretim protokollerinin kurulabilmesi igin,
kat1 kiiltiir ve sivi ortamlarda optimum kiiltiir
kosullarimin  belirlenmesi  biiyiikk 6nem arz

etmektedir.  Giiniimiizde = doku  kdltiir
calismalari sayesinde bdogiirtlen ¢esitlerinin
klonal ve kitlesel olarak ¢ogaltilmasi

miimkiindiir. Bu ¢alismanin amaci, yeni nesil
doku kiiltiirii sistemi olan Plantform® gegici
daldirma biyoreaktor sistemi ile klasik doku
kiltiirti  tekniklerinin  bogiirtlen  bitkisi igin
mikrogogaltim  ve koklendirme agisindan
basarilarinin karsilagtiriimasidir.
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Materyal ve Yontem

Bitkisel Materyal

Calismada bes farkli (Black Diamond, Black
Pearl, Chester, Triple Crown ve New Berry)
bogiirtlen ¢esidi kullanilmustir.

Bitkisel Materyalin Sterilizasyonu

Calisma kapsaminda kullanilan  bogiirtlen
gesitlerine ait siirglin  uclart  laboratuvara
getirildikten sonra, toz ve kati partikiilleri
uzaklastirmak amaciyla ¢cesme suyu altinda 10
dk yikanmistir. Daha sonra siirgiin uglar1t %70
etil alkol ¢ozeltisinde 3 dk ardindan %5 sodyum
hipoklorit + 1-2 damla Tween 20 ¢dzeltisinde 10
dk  bekletilmigtir.  Ardindan  dezenfektan
maddelerin uzaklastirilmasi amaciyla, 3 defa
steril saf su ile durulanmugtr.
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Kati Kiiltiir Mikrogogaltim Denemelerinin
Kurulmasi

Kat1 besin ortaminda kiiltiire alman bdgiirtlen
gesitleri; 1-2 mg/L BA ve 0.5 mg/L GA;
kombinasyonlar1 ile 30 g/l sakkaroz, 7.5 g/L
agar iceren MS (Murashige ve Skoog, 1962)
besin ortaminda kiiltiire alinmiglardir. Besin
ortaminin pH’s1 5.5’e ayarlanmustir. Kati kiiltiir
mikrogogaltim denemelerinde, mikrogogaltim
ortamlarinda her bir tekerriir i¢in 20 bitki kiiltiire
alinmistir. Kiltiire alman bitkiler 16 saat
aydinlik 8 saat karanlik, 25+2 °C sicaklik
kosullarinda gelismeye birakilmistir. Eksplantlar
dort haftada bir olmak iizere toplamda 3 kez alt
kiiltiire almmustir. Denemede besin ortaminin
mikrogogaltima etkisi belirlenirken her c¢esit
kendi i¢inde degerlendirilmistir.

Kati Kiiltiir Koklendirme Denemelerinin
Kurulmasi

Mikrogogaltim denemeleri sonucunda elde
edilen bogiirtlen gesitlerine ait bitkiler ile kati
kiiltlir koklendirme denemesi kurulmustur.
Koklenme denemelerinde, 0.5-1-2 mg/L IBA ve
0.5-1-2 mg/L NAA ile 30 g/L sakkaroz, 7.5 g/L
agar iceren MS besin ortami kullanilmistir. Kati
kiiltiir koklenme denemelerinde kullanilan besin
ortamlarinin pH’s1 5.5’¢ ayarlanmistir. Kati
kiiltiir koklendirme denemelerinde, koklendirme
ortamlarina her bir tekerriir i¢in 20 bitki kiiltiire
alinmistir.  Koklendirme  ortamina  alinan
eksplantlar 16 saat aydinlik 8 saat karanlik,
25+£2°C  sicaklik  kosullarinda  gelismeye
brrakilmistir. Koklendirme denemesinde besin
ortaminin koklenmeye etkisi belirlenirken her
cesit kendi iginde degerlendirilmigtir.

Plantform Biyoreaktor Sistemi ile
Mikrocogaltim Denemelerinin Kurulmasi

Mikrogogaltim denemeleri sonucunda elde
edilen bitkiler ile Plantform Biyoreaktdr Sistemi

mikrogogaltim denemeleri kurulmustur.
Denemede  kullanilan  besin  ortamlarinin
igerisine kati ortam mikrogogaltim

denemelerinde en iyi sonug veren bitki bilylime
diizenleyici olarak belirlenen 1 mg/L BA ve 30
g/L sakkaroz ilave edilmistir. Mikrogogaltim
denemelerinde besin ortamlarinin pH’s1 5.5°e
ayarlanmigtir. Plantform biyoreaktér —sistemi
mikrocogaltim denemesinde, sivi besi yeri
igeren her kiiltiir kabina 500 mL besin ortami
eklenmis ve 50 bitki kiltire alinmistir.
Plantform biyoreaktdr sisteminde daldirma
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siiresi 4 saatte 10 dk, havalandirma siiresi ise 4
saatte 15 dk olacak sekilde ayarlanmistir.
Kiiltiire alinan eksplantlar 16 saat aydinlik 8 saat
karanlik ve 2542 °C sicaklik biylitme
kosullarinda kiiltiire alinmustir.

Plantform Biyoreaktor Sistemi ile
Koklendirme Denemelerinin Kurulmasi

Mikrogogaltim denemeleri sonucunda elde
edilen bitkiler ile Plantform biyoreaktor
sistemleri kullanilarak koklendirme denemesi
kurulmustur. Koklenme denemelerinde
kullanilan besin ortamlarinin igerisine kati ortam
koklendirme denemelerinde en iyi sonug veren
bitki biiyiime diizenleyici olarak belirlenen 1
mg/L NAA ve 30 g/L sakkaroz ilave edilmistir.
Plantform sistemi koklenme denemelerinde
besin ortamlarinin pH’s1 5.5’e¢ ayarlanmustir.
Plantform  biyoreaktor sistemi koklenme
denemesinde, sivi besi yeri iceren kiiltiir kabina
500 mL besin ortami eklenmis ve 50 bitki
konulmustur. Plantform biyoreaktdr sisteminde,
daldirma siiresi 4 saatte 10 dk ve havalandirma
siresi 4 saatte 15 dk olacak sekilde
ayarlanmistir. Plantform sistemi koklenme
denemelerinde, bitkiler 8 hafta siiresince kiiltiire
almmustir. Kiiltiire alman eksplantlar 16 saat
aydinlik 8 saat karanlk, 25+2 °C sicaklik
kosullarinda gelismeye birakilmustir.

Deneme Plan, Istatistik Analizleri ve
Incelenen Kriterler

Bes farkli bogiirtlen ¢esidi ile kurulan denemeler
tesadiif parselleri deneme desenine gore
kurulmus olup, mikrocogaltim ve koklendirilme
denemelerinin tamami 3 tekerriirlii olacak
sekilde ve her tekerrirde 20 bitki kiiltiire
almarak  gerceklestirilmistir. ~ Kat1  kiiltiir
denemelerinde ortamlar her g¢esit igin ayri ayri
kiyaslanmigtir. Yeni nesil doku kiiltiirii sistemi
olan Plantform gec¢ici daldirma biyoreaktor
sistemi ile klasik doku Kkiiltiirii tekniklerinin
mikrogogalim ve  koklendirme agisindan
karsilagtirmali  olarak ortaya kondugu bu
calismada, cogalma katsayisi, bitki boyu, kok
uzunlugu ve kok sayis1  parametreleri
incelenmigtir. Kati kiiltiir ortami mikrogogaltim
ve koklenme denemelerinde gelisen bitkiler dort
haftada bir alt kiiltiire alinmistir. Mikrogogaltim
denemelerinde  {i¢  alt  kiiltir  islemi
uygulanmistir. Her alt kiiltlirde incelenen
parametrelerin ortalamalar1 alimmistir. Plantform
biyoreaktor sisteminde ise bitkiler 8 hafta



alatarim 2020, 19 (2): 75 - 84

kiltire alinmigtir. Mikrogogalttim denemeleri
sonucunda; bitki boyu (cm) ve kardes sayisi
(kardes/bitki) parametrelerine ait gozlemler,
koklenme denemelerinde ise; bitki boyu (cm),
kok uzunlugu (cm) ve kok sayisi (adet),
parametrelerine  ait gozlemler  alinmistir.
Calismanin  kat1  kiiltir mikrogogaltim ve
koklendirme denemelerinde elde edilen veriler
ile varyans analizleri gerceklestirilmistir.
Onemli ¢ikan ortalamalar arasindaki farkliliklar
LSD testi ile belirlenmistir. Ayrica bogiirtlen
gesitleri icin optimum olarak belirlenen besin

ortam1 ve bitki biiyiime diizenleyici iceriginde
kat1 kiiltir ve Plantform sistemleri arasinda
anlaml bir farklilik olup olmadig t-testi analizi
ile gerceklestirilmistir. Istatistiksel analizler,
IMP 8.01 programi kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Bulgular

Mikroc¢ogaltim Denemelerine Ait Bulgular

Kat1 kiiltiir (Sekil 2) ve Plantform biyoreaktor
sisteminde (Sekil 3) mikrogogaltim denemeleri
yiirtitilmistiir.

Sekil 2. Kat1 kiiltiir ortaminda mikrogogaltilan bogiirtlenler.

Sekil 3. Platform sisteminde

Kat1  kiltlir mikrogogaltim denemelerinde
kardeslenme orani ve bitki boyu parametreleri
g0z Oniline alindiginda tiim ¢esitler i¢in 1 mg/L
BA igeren MS besin ortamu istatistiksel olarak
onemli bulunmustur. Fakat Chester cesidi

mikrogogaltilan bogiirtlenler.

, 2 4

kardeslenme katsay1 agisindan 2 mg/L BA
iceren bliylime ortaminda daha yiiksek oranda
gelisim gosterirken, bitki boyu agisindan diger
cesitlerle benzer sonug vermistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Kati kiiltiir mikrogogaltim kardeslenme ve bitki boyu gelisim oranlari.

Kardeslenme Katsayis1 (kardes/bitki)

BBD (mg/L) Black Diamond  Black Pearl Chester New Berry Triple Crown
BA 1 15,7a 10,4a 10,2b 24,3a 12,6a
BA 1+GA3 0.5 12,1b 9,7a 8,0bc 18,3b 8,6b
BA2 11,4b 9,2a 13,0a 16,5b 8,2b
BA 2+GA3 0.5 10,4b 7,8a 6,0c 15,5b 5,8b
Kontrol 1,1c 1,1b 1,0d 1,3c 1,0c

LSDBIaCk Diamond :0-076**, LSDBIack Pear|:0.037**, LSDChester:O.ng*, LSDNew Berry: 0.024***, LSDTripIe Crown:0.420***

Bitki Boyu (cm)

BA1 2,4a 2,2a
BA 1+GAs 0.5 1,8bc 1,8b
BA?2 2,0b 1,9b
BA 2+GA3 0.5 1,7c 1,8b
Kontrol 1,4d 1,3c

2,2a 2,1a 2,4a
1,4¢ 1,7b 1,4¢c
1,8b 1,6b 1,7b
1,4cd 1,7b 1,8b
1,2d 0,9¢ 0,9¢

LSDglack Diamond :0.039**, LSDaglack peart:0.057**, LSDchester:0.011*, LSDNew Berry:0.063*, LSDrriple crown:0.015**
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Bu sonuglar dogrultusunda kardeslenme ve bitki
uzunlugu ag¢isindan en yiiksek degere sahip olan
1 mg/L BA igeren MS besin ortami ile
Plantform biyoreaktdr mikrogogaltim denemesi
kurulmustur. Plantform biyoreaktor
mikrogogaltim denemesi sonrasinda, kati kiiltiir
ile Plantform biyoreaktor sistemlerinde kiiltiire
alman eksplantlarin  gelisimleri kardeslenme

arasindaki bu fark istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur. Buna karsin Black Pearl ¢esidinde
kardeslenme katsayis1 agisindan  sistemler
arasinda istatistiksel olarak farklilik
goriilmemistir. Chester, Triple Crown ve New
Berry cesitleri bitki boyu ag¢isindan Plantform
biyoreaktor sisteminde kat1 kiiltiir sistemine gore
daha yiiksek basar1 goOstermistir. Sistemler

katsay1si ve bitki boyu acisindan arasindaki bu fark istatistiksel olarak Onemli
karsilastirilmistir.  Black Diamond, Chester, bulunmugstur. Black Diamond ve Black Pearl
Triple Crown ve New Berry c¢esitleri cesitleri ise bitki boyu agisindan sistemler
kardeslenme katsayr agisindan Plantform arasinda istatistiksel olarak farklilik
biyoreaktor sisteminde kati kiiltiir sistemine gore goriilmemistir (Cizelge 2).
daha yiiksek basar1 gostermistir. Sistemler
Cizelge 2. Kat1 kiiltir ve Plantform sistemindeki mikrogogaltim denemelerine ait veriler.
. . Kardeslenme Katsayisi .. s -
Cesitler Sistem (kardes/bitki) P Degeri Bitki Boyu (cm) P Degeri
Black Diamond <4t Kltir 157 0.001 24 0.07
Plantform 20.2a 2.8

Black Pearl Kan Kiiltiir 104 0.08 22 0.04
Plantform 113 3.6

Chester Kat1 Kiiltiir 10.2b 0.005 2.2b 0.044
Plantform 20.6a 3.0a

New Berry Kat1 Kiiltiir 24.3b 0.0043 2.1b 0.003
Plantform 30.3a 2.4a

Triple Crown Kat1 Kiiltiir 12.6b 0.05 2.4b 005
Plantform 19.8a 3.2a

Koéklendirme Denemelerine Ait Bulgular bakimindan  farkliliklar  tespit  edilmistir.

Kati kiiltiir ve Plantform biyoreaktor sisteminde
koklenen bitkiler, dis kosullara aktarilmadan
once Dbitkilerin bulundugu kiiltiir kaplar
kademeli olarak agilarak sera ortamui sartlarina
aligmalari i¢in laboratuvarda 6n alistirma islemi
gerceklestirilmistir. Kati kiiltirde kdklenen bitki
kokleri, katilagtirici agardan uzaklastirmak igin
su ile yikanmistir. Her iki sistemden elde edilen
kokli bitkiler, sera kosullarinda gelistirilmek
tizere 1:1 oranda steril torf:perlit karigimi i¢ceren
viyollere aktarilmistir. Bu asamada bitki
uzunlugu, kok wuzunlugu ve kdok sayisi
parametreleri  incelenmistir.  Kati  kiiltlr
sisteminde  koklenen  bitkilerin = %96’s1,
Plantform sisteminde koklenen bitkilerin %99’u
dis kosullarda hayatta kalmistir.

Kat1 kiiltiir ve Plantform biyoreaktor sisteminde
koklendirme denemeleri yiiriitilmistir. Kati
kiltir ve Plantform sistemi koklendirme
denemelerinde tiim ¢esitlere ait eksplantlar
%100 oranda koklenmistir. Ancak uygulamalar
arasinda kok uzunlugu, kok sayist ve kalite
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Denemelerde kok sayisi, kok uzunlugu ve bitki
boyu parametreleri géz Oniine alindiginda tiim
cesitler icin 1 mg/L NAA iceren MS besin
ortami istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(Cizelge 3). Bu sonuglar dogrultusunda kok
sayisi, kok uzunlugu ve bitki boyu agisindan en
yiiksek degere sahip olan 1 mg/L NAA igeren
MS besin ortami ile Plantform biyoreaktor
koklendirme denemesi kurulmustur. Plantform
biyoreaktor koklendirme denemesi sonrasinda,
katt  kiltir ile Plantform  biyoreaktdr
sistemlerinde  kiiltiire alinan eksplantlarin
gelisimleri kok sayisi, kok uzunlugu ve bitki
boyu acisindan karsilastirilmistir.  Deneme
sonucunda New Berry ¢esidi diginda tiim
cesitler icin Plantform biyoreaktor sistemi kok
sayist agisindan kati kiiltiire gore istatistiksel
olarak daha yiiksek sonug¢ vermistir. Chester,
New Berry ve Triple Crown ¢esitleri Plantform
biyoreaktor sisteminde kok uzunlugu agisindan
kat1 kiiltiire gore daha iyi gelisim gosterirken,
Black Diamond ve Black Pearl ¢esitleri igin
istatistiksel olarak bir fark gorilmemistir. Tiim
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cesitler icin bitki boyu agisindan Plantform
biyoreaktor sisteminde kati kiiltiir sistemine gore

koklendirme caligmalar1 sonrasinda, Plantform
sisteminde koklenen bitkilerde %100 oranda

daha yiiksek basari
arasindaki bu fark istatistiksel olarak Onemli

gdstermistir.

bulunmustur (Cizelge 4). Ayrica in

Sistemler

vitro

ortaminda

hayatta kalma basarisi goriilerken, kati kiiltiir
koklenen bitkilerde
hayatta kalma basaris elde edilmistir.

%98 orada

Cizelge 3.Kat1 kiiltiir koklendirme kok sayisi, kok uzunlugu ve bitki boyu gelisim oranlari

Kok Sayis1 (adet)
BBD (mg/L) Black Diamond Black Pearl Chester New Berry Triple Crown
IBA 0.5 4.3c 2.6d 4.9b 3.4b 2.8cd
NAA 0.5 4.9b 2.7d 3.8d 3.0b 3.2bc
IBA 1 3.8¢c 2.9cd 3.9cd 3.0b 3.1bcd
NAA 1 5.6a 5.4a 6.3a 4.6a 4.1a
IBA 2 4.2¢c 3.4bc 4.0cd 1.8¢c 3.3b
NAA 2 1.5d 2.8d 4.5bc 3.1b 3.1bcd
Control 1.9d 3.4b 3.1le 3.1b 2.1d
LSDslack Diamond :0.048**, LSDaglack pearl: 0.076**,LSDchester:0.032*** L SDnew Berry: 0.124*,LSDriple crown: 0.30***
Kok Uzunlugu (cm)
IBA 0.5 2.7c 2.1b 1.7¢c 2.1cd 2.6b
NAA 0.5 l.8d 2.0b 2.1b 2.2bc 2.3c
IBA 1 2.3c 2.1b 1.9b 1.8e 2.2c
NAA 1 4.7a 2.8a 2.9a 3.1a 3.1a
IBA 2 1.0e 2.2b 2.1b 1.5f 2.0d
NAA 2 0.5e 2.1b 2.0b 2.2b 2.3c
Control 3.6b 2.1b 2.0b 2.0de 2.4bc
LSDalack biamond : 0.082*** L.SDglack pearl: 0.025*,LSDchester: 0.048**,LSDnew erry: 0.036**,LSDrriple crown:0.49**
Bitki Boyu (cm)
IBA 0.5 l.8d 2.6b 2.2bc 2.3bc 2.6b
NAA 0.5 2.0c 2.4bc 2.0c 2.2¢ch 2.4bc
IBA 1 3.0ab 3.2ab 2.4bc 2.8b 2.6b
NAA 1 3.4a 3.5a 4.2a 3.6a 3.8a
IBA 2 2.2bc 2.1c 2.4bc 1.8d 2.2ch
NAA 2 2.8b 3.1ab 2.8b 2.4bc 2.3bc
Control 1.4d 2.0c 2.0c 2.1c 1.7d
LSDglack biamond :0.46***, LSDs8lack pearl:0.86**, LSDchester:0.28*** LSDnNew gerry:0.77*** LSDrriple crown:0.94**
Cizelge 4. Kat1 kiiltiir ve Plantform sistemindeki koklendirme denemelerine ait veriler
Cesitler Sistem Kok Sayisi Kok Uzunlugu Bitki Boyu Koklenme
(adet) P Degeri (cm) P Degeri (cm) P Degeri  Orami (%)

Black Kati Kiiltiir 5.6b 4.7 3.4b 100
Diamond  plantform 10.6a 0.0093 5.2a 0.09 10.6a 0,0015 100
Black Kat Kiiltiir 5.4b 2.8b 3.5b 100
Pearl Plantform 10.9a 0.005 3.6a 0.06 9.8a 0,0023 100
Chester  Kati Kiiltiir 6.3b 2.90 4.2b 100

Plantform 12.7a 0.0041 4.2a 0.032 11.3a 0,002 100
New Kati Kiiltiir 4.6 3.1b 3.6b 100
Berry Plantform 5.8 0.09 4.4a 0.0036 5.6a 0,0016 100
Triple  Kan Kiiltiir 4.1b 3.1b 3.8b 100
Crown Plantform 11.0a 0.0022 4.6a 0.002 11.4a 0,003 100
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Tartisma

Bitki doku kiiltiirii ¢alismalarinda pek ¢ok kiiltiir
bitkisi basariyla ¢ogaltilabilmektedir. Klonal
¢ogaltim tekniklerinin baginda gelen
mikrocogaltim ve koklendirme c¢alismalarinda
bitki biiylime diizenleyicilerinin ¢esidi ve
konsantrasyonu, kullanilan  besin  ortami,
karbonhidrat kaynagi ve yogunlugu gibi bir¢ok
faktéor ¢ogalma ve koklenme basarisin
etkilemektedir. Bu faktorlerin yani sira genetik
yapinin da etkisi vardir. Bu baglamda bdgiirtlen
mikrocogaltim ¢alismalarinda farkli protokoller
gelistirmek adina arastirmalar bulunmaktadir.
Borodulina ve ark. (2019), bogiirtlen klonal
mikrogogaltimi i¢in BAP, IBA ve GAsiceren ve
bitki  biiylime  diizenleyicileri igcermeyen
ortamlarda eksplantlar1 kiiltire almiglardir.
Calisma neticesinde, 2 mg/LL IBA igeren
kuvvette MS besin ortaminda eksplantlarin %96
oraninda koklendigini, bitki biiyiime
diizenleyicileri igermeyen ortamda koklenmenin
goriildiiglinii fakat gelisen koklerin morfolojik
olarak zayif ve kilcal kdk olusturmadigini
belirtmislerdir. Yaptigimiz bu caligmada ise 1
mg/L NAA iceren MS besin ortaminda hem kati

killtirde hem de Plantform sisteminde
eksplantlarm  tamaminda  koék  olusumu
gbzlenmistir. Ayrica Plantform sisteminde

kiiltire alinan eksplantlar, kok sayisi, kok
uzunlugu ve bitki boyu agisindan kati kiiltiire
oranla 6nemli derecede basarili bulunmustur.
Buna ek olarak, Plantform sisteminde koklenen
bitkilerin dis kosullarda %100 oranda hayatta
kalma basaris1 Plantform sisteminin kat1 kiiltiir
sistemine gore olduk¢a basarili oldugunun
gostergesidir. Kefayeti ve ark. (2019), Chester

bogiirtlen  gesidinin  in  vitro  ¢ogaltilmasi
amaciyla yaptiklart  ¢alismada, bogirtlen
siirglinlerini  kullanarak bir mikrogogaltim

protokolii hazirlamiglardir. Yaptiklar ¢alismada,
BAP, NAA, IBA ve GA3; kombinasyonu igeren
Woody Plant Medium (WPM) besin ortaminda
eksplantlar1 mikrogogaltim ve kdklendirme igin
kiiltiire almislardir. Calisma sonuglarina gore, en
yiiksek kardeslenme oran1 2,0 mg/L BAP + 0,2
mg/L IBA (9.66) ortamindan elde etmislerdir.
Gergeklestirdigimiz bu calismada kullandigimiz
cesitlerden biri olan Chester ¢esidine ait
mikrogogaltim verilerini inceledigimizde, hem
katt kiiltiir ortaminda (10.2) hem de Plantform
sisteminde (20.4 adet siirgiin/eksplant) daha
basarili sonuglar elde edilmistir. Buna ek olarak,
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bes farkli ¢esit kullanarak yapilan bu ¢alismada,
genetik  yapinin  mikrogogaltim  basarisin
etkiledigi soylenebilir. New Berry cesidine ait
kardeslenme katsayilar1 géz Oniine alindiginda,
kat1 kiiltiir ortamunda 24.3, Plantform sisteminde

ise 30.3 oranda kardeslenme basarisi
saglanmigtir. Calismada yer verilen diger
gesitlerin  mikrogogaltim  verilerinde  de
farkliliklar gOriilmiistiir. Bu veriler

dogrultusunda, genetik farklilik s6z konusu
oldugunda bile Plantform sistemi bogiirtlen
mikrocogaltiminda kat1 kiiltiir ortamina gore ¢cok
daha basarili olmaktadir.

Fathy ve ark. (2018), WPM, B5 ve MS besin
ortamlarinin bogiirtlen i¢in rejenerasyon basarini
kiyasladiklar1 ¢alismalarinda, kardeslenme orani
(1.83) ve bitki boyu (3.1 cm) bakimindan MS
besin ortamimin WPM ve B5 ortamina gore
olduk¢a basarili  oldugunu bildirmiglerdir.
Ayrica caligmalarinda, 0.6 mg/L BA igeren MS
besin ortaminda birinci alt kiiltiirde 3.4 oranda
kardeslenme elde ettiklerini belirtmislerdir. Ayni
ortam ve biiyiime diizenleyici iceriginin %100
oradan dis kosullarda hayatta kalma basarisi
sagladigini bildirmislerdir. Yaptigimiz
calismada ise, mikrogogaltim icin ortaya
koyulan bu protokol 1 mg/L BA igeren MS
besin ortammin 10.4-24.3 oranlar1 arasinda
kardeslenme basarisi sagladigi tespit edilmistir.
Bu sonuglar, hazirlanan igerigin bogirtlen
mikrogogaltimi i¢in uygulanabilir bir protokol
oldugunun gostergesidir. Keresa ve ark. (2019),
Reuben bogiirtlen ¢esidinin mikrogogaltimi ve
koklendirilmesi i¢in BAP, meta-Topolin ve IAA
kombinasyonlar1  ile  farkli  karbonhidrat
kaynaklar1 iceren besin ortamlarinda eksplantlari
kiiltiire almiglardir. Calisma sonunda, en yiiksek
kardeslenme oranmi (2.6) 1 mg/L BAP iceren
ortamdan elde edilirken, en yiiksek bitki boyu
0.3 mg/L meta-Topolin ve ayni orandaki BAP
ortamindan elde etmislerdir. Koklendirmede ise
en yiksek koklenme basaristi %61 oranla
hormonsuz ortamdan elde edildigini
belirtmiglerdir.  Yaptigimiz  galismada  ise,
kardeslenme katsayisi1 (24.3) ve bitki boyu (2.4
cm) parametreleri goz oniine alindiginda 1 mg/L
BA igeren MS besin ortami mikrogogaltim i¢in
en yliksek sonucu verirken, kok sayisi (6.3), kok
uzunlugu (4.7 cm) ve bitki boyu (4.2 cm)
parametleri incelendiginde 1 mg/L NAA igeren
MS besin ortami koklendirme basarisi agisindan
en etkili ortam igerigi olarak tespit edilmistir.
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Kati ortam ve Plantform sisteminde kiiltiire
alman tiim eksplantlarda %100 oranda kdklenme
basaris1 goriilmiistiir. Bu sonuglar, ortaya
koydugumuz koklendirme protokoliiniin
bogiirtlen koklendirilmesi icin uygulanabilir bir
ortam oldugunun gostergesidir.

Plantform biyoreaktor sistemi kullanilan besin
ortami, bitki biliylime diizenleyici igerigi,
aydinlatma ve havalandirma periyotlart gibi
etkenler kiiltiire alinan bitkinin rejenerasyonu
icin farklilik gostermektedir. Arencibia ve ark.
(2013), bir Rubus tiiriindeki ii¢ ahududu ¢esidi
icin Plantfom gecici daldirma sisteminde
mikrocaogaltim caligmalari ylriitmiistiir.
Yapilan calismada bitki gelisimini tesvik etmek
amaciyla sisteme CO; giibrelemesi yaparak, 15
ve 30 g/L sakkaroz igeren besin ortamlarinda
eksplantlar1 ~ kiiltlire  almiglardir.  Deneme
sonuglarina gore, CO; giibrelemesi yapilan ve 15
g/l sakkaroz igeren ortamda kiiltiire alinan
bitkiler, bitki boyu, yaprak sayist ve dis
kosullara adaptasyon parametreleri agisindan
daha basarili bulunmustur. Ayrica kiiltiire alinan
bitkilerde klorofil oraninda da artis gézlendigini
belirtmislerdir. Yapilan bu ¢alismada goriildiigii
gibi, Plantform biyoreaktoér sistemlerine CO-
giibrelemesi yaparak ve farkli karbonhidrat
kaynaklar1 veya konsantrasyonlar1 kullanarak
rejenerasyon  basarisini  artirmak  miimkiin
olabilmektedir.

Gegici  daldirma  biyoreaktor —sistemlerinde
daldirma siirelerindeki farkliliklar, tiire gore
degismekle birlikte, vitrifikasyon olusumunu
azaltmada etkili olabilmektedir. Bu baglamda
tibbi bir bitki olan Stevia rebaudiana ile yapilan
bir calismada Sacco ve ark. (2015), Plantform
sisteminde rejenerasyon igin farkli daldirma
siirelerinde eksplantlar1  kiiltiire almuglardir.
Calisma sonucunda, 3 saatte bir daldirma
stiresinin  kallus ve vitrifikasyon problemi
meydana getirdigini, 8 saatte bir daldirma
siiresinin ise daha kaliteli siirgiin olugumu
sagladigin1  bildirmiglerdir. Pinellia ternate
bitkisi ile yapilan bir ¢aligmada Zhang ve ark.
(2017) Plantform biyoreaktor sisteminde 9 farkli
daldirma dongiisiiniin mikrogogaltim {izerine
etkisini aragtirmiglardir. Calisma sonucunda, 12
saatte bir 5 dakika daldirma siiresinin
kardeslenme ve gelisimi agisindan en basarili
dongii oldugunu belirtmislerdir.
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Gegici Daldirma Sistemleri, kiiltiir bitkilerinin
mikrocogaltimi, sekonder metabolitlerin {iretimi
ve organogenesis calismalarinda ortaya cikan
sorunlarin ¢oziimii i¢in klasik doku kiiltiiri
tekniklerine alternatif bir yontem olarak
gelistirilmistir. Bugiin, benzer veya farkh
teknolojik prensiplere dayanan gesitli gecici
daldirma sistemleri, bitkilerde doku ve organ
kiiltiiri  calismalarinda basarili  bir  sekilde
uygulanmaktadir. Gelistirilen gegici daldirma
sistemleri arasinda TIB, RITA, BIB, SETIS
biyoreaktor ve Plantform sistemleri
bulunmaktadir (Georgiev ve ark., 2014). Son
yillarda gelistirilen bu sistemler arasinda
Plantform biyoreaktdr sistemi oldukca yogun
kullanim alanma sahip olmus ve bircok
arastirmaci tarafindan farkl tiirdeki bitkiler igin
kullanilmigtir. Tirkiye’de Ceratonia siliqua
(Umarusman ve Aka Kacgar, 2018), turuncgil
anaglart (Cengiz ve Aka Kacar, 2019), Prunus
anaglart (Hasan Ali Dagman, 2019), Myrtus
communis (Aka Kagar ve ark., 2020),
Spathiphyllum (Aka Kagar ve ark., 2020),
Pteridophyta (Ugur ve Yalgin Mendi, 2020) ve
diinyanin farkli yerlerinde bulunan doku kiiltiirii
laboratuvarlarinda Rubus idaeus (Welander ve
ark., 2014), Myrtus communis ve Olea europaea
(Benelli ve ark., 2015), Quercus robur (Gatti ve
ark., 2015), Stevia rebaudiana (Sacco ve ark.,
2015), Phalaenopsis (Masnoddin ve ark., 2016),
Musa spp. (Daungban ve ark., 2017), Guadua
angustifolia (Gutiérrez ve ark., 2016), Gerbera
jamesonii (Frometa ve ark., 2017) gibi pek ¢ok
tiir i¢in Plantform biyoreaktor sistemi basariyla
kullanilmigtir. Plantform biyoreaktor sistemi ile
yapilan c¢aligmalar g6z Oniline alindiginda,
sistemin kullanilabilirligi, kapladigi alanin az
olmasinin yaninda c¢ok daha fazla sayida
eksplantin  kiiltiire alinabilmesi, is¢iligin ve
maliyetin daha az olmasi sebebiyle klasik kati
kiiltiir sistemine alternatif olabilecek basarili bir
sistem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Sonug¢

Yapilan bu ¢alismada bes farkli bogiirtlen gesidi
ile bogirtlen in vitro mikrogogaltim ve
koklendirme ¢aligmalari igin farkh bitki biiylime
diizenleyici konsantrasyonlar1 uygulanarak ideal
bir protokol ortaya konmustur. Optimum
mikrogogalim ve koklendirme igeriginin
belirlenmesi sonrasinda kat1 kiiltlir ve yeni nesil
doku kiiltiirii tekniklerinden biri olan gecici
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daldirma Plantform biyoreaktér sistemlerinin
mikrocogaltim ve koklendirme iizerine etkisi
arastirilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda
Plantform sisteminin bitki gelisimi iizerinde ¢ok
daha  yiikksek oranda basar1  sagladig
goriilmiigtiir. Plantform biyoreaktér sistemi,
sistemin ilk kurulumunda &zel olarak gelistirilen
kiiltiir kaplar1, daldirma ve havalandirma sistemi
ve bu sistemi periyodik olarak diizenleyen
ekipmanlar agisindan belirli maliyet gerektiriyor
olsa da kitlesel iiretime olanak saglamasi ve kati
kiiltiir sisteminde katilastiric1 olarak kullanilan
ve yliksek maliyete sahip olan agarin Plantform
sisteminde kullanilmamasi dolayistyla maliyet
acisindan 6nemli bir avantaja sahiptir. Ayrica
Plantform sisteminde daldirma ve havalandirma
diizeneginin elektrik enerjine bagli olmast
sebebiyle elektrik kesilme olasiligina Kkarsi
jenerator sisteminin bulundurulmas: bu olasi
aksamalarin 6niine gegmek adina kullanilabilir.
Gergeklestirilen bu ¢alisma ile Plantform
sistemin kullanilabilirligi, is glicii ve zamandan
tasarruf acisindan da klasik kati kiiltlir sistemine
gore daha basarili oldugu belirlenmistir. Buna
ek olarak, Plantform biyoreaktér sisteminin
biiyiik capli kitlesel {iretimde basarili bir sekilde

uygulanabilir  bir sistem oldugu ortaya

konmustur.
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