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Ozet

Bu calismada, Akdeniz Bdlgesinde dogal olarak yayilim gosteren ii¢ farkli kegiboynuzu genotipinin Plantform biyoreaktor
sistemi ve kat1 besin ortamlarinda karsilastirmali olarak mikrogogaltim ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir. ilk olarak genotiplerin kati
kiiltiir mikrogogaltim denemelerinde, MS, 2 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 diizenleyicileri uygulanmustir. En yiiksek mikrogogaltim degerleri, MS ve /2 MS besin ortamlarindan ve 0.5
ve 2 mg/L BA+0.5 mg/L GA, bitki biiylime diizenleyici konsantrasyonlarindan elde edilmistir. Mikrogogaltim igin belirlenen
en iyi besin ortamu igerigi ile Plantform sisteminde ¢alisilmistir. Calisma neticesinde, Plantform sistemi her ii¢ kegiboynuzu
genotipi i¢in bitki boyu, cogalma katsayisi ve bitki kalitesi bakimindan kati kiiltiir sistemine gore daha iyi sonug vermistir. SSR
markirlari ile yapilan tarama sonucunda kati kiiltiir ortam1 ve Plantform sisteminde ¢ogaltilan bitkilerde herhangi bir genetik
acilimin olmadig: tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Plantform Gegici Daldirmali Biyoreaktor Sistem, MS, WPM, Kec¢iboynuzu, Ceratonia siliqua L.

Micropropagation of Different Carob (Ceratonia siliqua L.) Genotypes by Classical and
New Generation Tissue Culture Techniques

Abstract

In this study, micropropagation 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. Based on the solid media, the best results in all three genotypes were obtained from MS and
72 MS medium containing 0.5 and 2 mg/L BA+0.5 mg/L 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.

Keywords: Plantform Temporary Immersion Bioreactor Systems, MS, WPM, Carob, Ceratonia siliqua L.

GIRIS kegiboynuzunda bulunmakta olan minerallerdir [4].
Keciboynuzu (Ceratonia siliqua L.) yeryiiziinin en Meyveler gida endiistrisinde dogrudan tiiketilmekle birlikle,
eski bitkilerinden birisidir. ilk olarak M.O. 4000 yillarmda ~ katki maddesi olarak insan beslenmesinde kullanilmakta ve
Misir’da ortaya ¢iktig1 tahmin edilmektedir [1]. Tiirkiye’de diger endiistri kollarinda da degerlendirilmektedir.
Akdeniz Bolgesi basta olmak iizere Ege ve Marmara Giin gegtikge Onemi ve tarimsal iretimdeki pay
Bolgelerinde de yetistiriciligi yapilmaktadir. Anavatani olan gittikge artan kegiboynuzu, bu ivmeye bagl olarak firetim
{ilkemizde yabani formda dogal olarak yetismekle birlikte, materyali olan fidan talebini de artirmaktadir. Normal sartlar
ticari cesitleri de bulunmaktadir. Bu meyve tiirii {ilkemizde, altinda ¢6giir ya da yoz anaglar iizerine agilanarak tretilen
Izmir Urla’dan baslayarak, Hatay’in Samandag ilgesine keg¢iboynuzu fidanlarnin dikim olgunluguna gelmesi, anag
kadar olan 1750 km’lik kiy1 seridine kadar uzanan genis bir bitkinin agilanma olgunluguna erigmesi ti¢ yil, agilamadan
alanda yayilim gostermektedir. Tiirkiye’de yetisen ¢esitleri sonraki bir yillik olgunlagma siiresiyle beraber dort yillik bir
etli, susam ve yabani tipleridir [2]. Birlesmis Milletler Gida stireyi kapsamaktadir. Bu durum agilanmis bir keg¢iboynuzu
ve Tarmm Orgiitii [3] 2017 yil1 verilerine gore iilkemiz 2017 fidanin iretim maliyetlerini biiyik 0lgiide artirmaktadir.
yili itibariyle 15.000 ton kegiboynuzu iiretilmistir. Buna bagh olarak tretim yapmak isteyen girisimciler
Keciboynuzu meyvelerinin ve tohumlarinin farkl i¢in fidan temin etmede maliyet agisindan sorunlar ortaya
kullanim alanlar1 bulunmaktadir. Kegiboynuzu mineral ¢ikmaktadr.
madde agisindan zengin bir meyvedir. Potasyum, kalsiyum, Ulkemizde wuzun = yillardan beri doku kiiltiiri

magnezyum, fosfor, sodyum, selenyum, demir ve bakir calismalartyla ok sayida bitki tiirli in vitro sartlarda basariyla



iiretilmektedir. Bu sistem igerisinde ¢ogunlukla katilagtirict
“agar” kullanilarak kati ortam kiiltiirlerinde eksplantlar
kiiltire alinmaktadir. Agar ve diger katilastirict bilesenler
doku kiiltiirlinde girdi maliyeti en yiiksek olan bilesendir.
Ayrica klasik doku kiiltiirii tekniklerinin yogun isgiicii
gerektirmesinin yani sira iiretim maliyetleri de oldukca
yiiksektir. Klasik kat1 kiiltiir yontemlerinde ¢ok sayida kiiltiir
kabina gereksinim duyulmakta ve bu durum iklimlendirme
ortamlarinin biiyiitiilmesini zorunlu hale getirmektedir. Tiim
bu zorlayict durumlar doku kiiltiirii araciligtyla iiretimin
endiistriyel boyutta gelistirilmesine engel olmaktadir [S].
Son yillarda tiretim maliyetlerinin azaltilarak kisa zamanda
biiyiik 6l¢ekte iiretimin yapilabilecegi iretim tekniklerinin
gelismesine yonelik ¢alismalar yapilmaktadir. Uygun
protokollerin kurulmasi halinde, kati kiiltirden daha etkili
iretim olanaklar1 tasiyan sivi kiiltiirlerin kullanilmasi 6n
plana ¢ikmaktadir.

Kati kiiltiir sistemlerinde kat1 besin ortamina yerlestirilen
eksplantlarin gelismelerinde siirekliligin saglanmasi igin
periyodik olarak altkiiltlire alinmalar1 zorunludur. Her
bir altkiiltiir sirasinda besin ortamlarinda kontaminasyon
goriilme olasiligi artmaktadir. Katilagtiric1  bilesenlerin
kullanildig1 kat1 besin ortamlarinda gergeklestirilen doku
kiiltiirii caligmalari, s1v1 besin ortaminda yapilan doku kiiltiir
caligmalar1 ile kiyaslandiginda kat1 kiiltir ortamlarinda
kontaminasyon olugma riski daha yiiksektir [6].

Kati kiiltiir sistemlerinde karsilasilan sorunlar sebebiyle
stvi kiiltiir ortamlar1 tercih edilerek daha biiyiik oranda
kitlesel tiretim yapmak miimkiindiir. Buna karsin s1v1 kiiltiir
ortamlarinda en ¢ok karsilagilan problem bitki materyalinin
sivi  besin ortamina siirekli temas etmesi sebebiyle
eksplantlarda meydana gelen vitrifikasyon (camlagma)
olayidir. Bu sorun sebebiyle son zamanlarda gelistirilen
ve bitkinin belirli araliklarla siv1 yiizeyden uzaklasmasini
miimkiin kilan gegici daldirma sistem biyoreaktorler
kullanilmaktadir. Gegici daldirma sistem biyoreaktorler, ilk
olarak Haris ve Mason (1983) tarafindan gelistirilmis olup
ilk basaril1 bitki rejenerasyon sonuglart Solanum tuberosum
ve Coffee arabicani’nin somatik embriyolarindan elde
edilmistir [7].

Gegicidaldirmasistembiyoreaktorlerde digerbiyoreaktor
sistemlerinden farkli olarak eksplantlar ile sivi besin ortami
arasinda zaman zaman gegici temas saglayabilen bir ylizey
gelistirilmistir. Hava akimi ile ortam belirli araliklarla yukari
dogru ¢ikarak bitkinin ihtiya¢ duydugu besin maddelerine
ulagmasi1 saglanmaktadir. Daldirma islemi siiresince hava
akimi ve besin ortami bitkiye niifuz ederek materyale zarar
vermeden dokulara iletilmektedir. Biyoreaktorlerde kitlesel
bitki iretim protokollerinin kurulabilmesi i¢in, kati kiiltiir
ve stvi ortamlarda optimum kiiltiir kosullarinin belirlenmesi
biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bu caligma kapsaminda Adana ve c¢evresinde dogal
olarak yetisen 3 keciboynuzu genotipinin, klasik kat1 kiiltiir
besin ortami ve gecici daldirma biyoreaktor sistemleri
arasinda yer alan Plantform kiiltiir kaplar1 kullanilarak
mikrogogaltim ¢aligmalari yiiriitiilmiistiir. Bu amagla ilk
olarak kati kiiltiir besin ortamlarinda farkli bitki biiylime
diizenleyicileri ve konsantrasyonlar1 kullanilarak her ii¢
genotipinde en basarili besin ortami ve bitki biiylime
diizenleyici konsantrasyonlar1 tespit edilmistir. Ardindan
belirlenen bu ortam ve bitki biiyiime diizenleyici igerikleri
ile Plantform sistemleri kullanilarak mikrogogaltim
caligmalart yiiriitilmiistiir. Mikrogogaltim1 gergeklestirilen
genotiplerde Plantform sistemi ya da diger faktorlerden
kaynaklanabilecek herhangi bir somaklonal varyasyonun
tespit edilmesi amaciyla, kiiltiire alinan ilk bitkilerden
ve ara asamalarda alinan bitki materyallerinden DNA
izolasyonu yapilarak SSR markirlartyla genetik kararliliklar:

karsilastirilmastir.

MATERYAL VE METOD

Bitkisel Materyal

Bu c¢alismada Adana ve c¢evresinde dogal olarak
yetisen ve ticari dneme sahip olan, Kibris ve Monoik adli
genotipler, Adana’nin Kozan ilgesinde bulunan ticari
bir isletmeden temin edilmistir. Kibris genotipi, sofralik
olarak taze tiiketimde, pekmez ve un yapiminda ve hayvan
yemi rasyonlarinda kullanilan, {izerinde sadece disi ¢igek
bulunduran, yiiksek alkali ve tagli toprak kosullarinda iyi
gelisme gosterebilen bir genotiptir. Ticari olarak Gneme
sahip diger genotip ise endiistriyel amag i¢in tercih edilen
Monoik genotipidir. Elverigsiz topraklarda gii¢lii bir kdk
gelisimi gosterebilen, {izerinde hem disi hem erkek ¢igekleri
bulunduran, bahge plantasyonlari i¢in tozlayici olarak da
kullanilma potansiyeline sahip olan bir genotipdir. Monoik
genotipi, meyvelerinde fazla tohum olusturma yetenegine
sahiptir. Her bir meyve icersinde 12-17 adet tohum
olusturur. Bu nedenle endiistriyel amagli hammadde olarak
kullanilan tohumlar1 i¢in tercih edilmektedir. Ayrica Adana
ili icerisinde peyzaj amacl kullanilan, diizgiin bir habitusa
sahip ve lizerinde sadece erkek ¢icek bulunduran Adana
genotipinin siirgiin uglar1 ve internodlar1 bitkisel materyal
olarak kullanilmistir.

YONTEM

Bitkisel Materyalin Temin Edilmesi

Calismada kullanilan kegiboynuzu genotiplerinden
siirgiin uglar1 ve internodlart bah¢e makasiyla kesilerek
nemlendirilmis filtre kagitlarmma sarilmus ve laboratuvara
getirilmek iizere sogutucuda saklanmistir. Bitkinin siirgiin
uclari ve yaprak koltuklarindaki tomurcuklar eksplant olarak
kullantlmgtir.

Yiizey Sterilizasyonu

Caligmada kullanilan siirgiin uglari ve internodlar 2 cm
uzunlugunda kesilerek ¢esme suyu altinda 30 dk boyunca
ylizeyde bulunan partikiillerin uzaklastirilmast amaciyla
yikanmistir. Daha sonra steril kabin igerisinde %70 oraninda
etil alkol ¢ozeltisinde 3 dk bekletildikten sonra %0.3’1iik
civa kloriir (HgCl,) ¢ozeltisi igerisinde 10 dk bekletilmis
ve sonrasinda %20 oraninda sodyum hipoklorit (NaClO)
iceren soliisyonda 20 dk siire boyunca bekletilerek yiizey
sterilizasyonu  gergeklestirilmistir.  Eksplantlar  kopiik
gidene kadar steril saf su ile durulanip steril filtre kagidinda
kurulandiktan sonra kiiltiir kaplarmna transfer edilmistir.

Kat1 Kiiltiir Mikro¢ogaltim Denemeleri

Genotiplere ait siirgiin uglari ve internodlar, in
vitro kosullarda mikrogogaltim denemelerini kurmak
amaciyla MS, 2 MS ve WPM besin ortamlarinda kiiltiire
almmigti. Mikrogogaltim denemelerinde bitki biiyiime
diizenleyicilerinden BA (0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/L), GA,
(0.1, 0.5 mg/L)’nin kombinasyonlari uygulanmis ve
baslangi¢ bitkileri igin igerisinde 15 ml besi yeri igeren
tiiplerde eksplantlar kiiltiire alinmistir. Besin ortamlarinin
icerisine 30 g/L siikkroz ve 7.5 g/L agar ilave edilmistir.
Ayrica ortam igerisine kontaminasyon riskine kars1 1mg/L
oranda PPM eklenmigtir. Ortamlarin pH’st 5.8 olarak
ayarlanmistir. Deneme siiresince bitkicikler, 16 saat aydinlik
8 saat karanlik ve 25°C sicaklik altinda iklim odalarinda
kiiltiire alinmustir. Bitkicikler dort haftada bir ve toplamda 3
kez altkiiltiire alinmustir.



Plantform Biyoreaktor Sistemi ile Mikrogogaltim
Denemesinin Kurulmasi

Kat1 kiiltir mikrogogaltim denemesi sonucunda
elde edilen optimum besin ortami referans alinarak
Plantform gecici daldirma sisteminde mikrogogaltim
denemesi kurulmustur. Plantform gegici daldirma sistemi
icin hazirlanan besin ortamlarina katilastirict agar ilave
edilmemistir. Plantform biyoreaktor sistemi mikrogogaltim
denemesi i¢in 500 ml besin ortami hazirlanmis ve 60
bitki kiiltire alinmistir. Plantform biyoreaktdr sisteminde
daldirma siiresi 4 saatte 10 dk, havalandirma siiresi ise 4
saatte 15 dk olacak sekilde ayarlanmistir. Bitkiciklerin kiiltiir
kaplarma transfer edilmesinden 6-8 hafta sonra altkiiltiir
islemi 3 tekrarl olarak gerceklestirilmistir.

Deneme Plan, Istatistik Analizleri ve incelenen
Kriterler

Kibris, Monoik ve Adana genotiplerinin mikrogogaltim1
amaciyla kurulan denemelerin tamami 3 tekerriirlii olacak
sekilde, faktoriyel diizende tesadiif parselleri deneme
desenine gore kurulmustur. Calismada kullanilan her iki
sistemde, her altkiiltiir sonunda, kardeslenme katsayis1 (adet/
bitkicik), bitki boyu (cm) ve bitkilerin genel goriiniimlerine
ait kriterler incelenmistir.

Caligmanin kat1 kltiir mikrocogaltim
denemelerinde elde edilen veriler ile varyans analizleri
gerceklestirilmisti. Onemli cikan ortalamalar arasindaki
farkliliklar LSD testi ile belirlenmistir. Ayrica her genotip
icin optimum olarak belirlenen besin ortami ve bitki biiylime
diizenleyici igeriginde klasik kati kiiltir ve Plantform
sistemleri arasinda anlamli bir farklilik olup olmadiginin
tespiti bagimsiz t-testi analizi ile gerceklestirilmistir. Istatistik
analizlerde JMP 8.01 programi kullanilmigtir. Ttim istatistik
analizler her genotip icin ayr1 ayr gerceklestirilmistir.

Doku Kiiltiirii Calismalar: Sonucunda Elde Edilen
Bitkilerde Genetik Kararlihi@in Belirlenmesi

Calisma boyunca gergeklestirilen kat1  kiiltiir

mikrocogaltim ve Plantform gegici daldirma biyoreaktor
sistemi mikrogogaltim denemeleri sonucunda elde edilen
bitkilerde besin ortamlar1 ve biiylime diizenleyicilerin
etkisiyle herhangi bir somaklonal varyasyon olup olmadigi
baslangi¢c materyali ile karsilastirmal1 olarak test edilmistir.
Bu amag¢ dogrultusunda, kullanilan her genotip i¢in ayri
ayrt olmak iizere baslangic materyalinden, kati kiiltiir
mikrocogaltim denemesinde elde edilen bitkiciklerden, ve
Plantform biyoreaktor sistemi ile mikrocogaltim denemeleri
sonucunda ¢ogaltilan bitkiciklerden yaprak ornekleri
almmistir. Alinan yaprak ornekleri -196 °C’de sivi azota
daldirilip —80°C’de muhafaza edilmistir. Genetik kararliligin
belirlenmesi amaciyla SSR markirlar1 kullanilmigtir.

SSR Analizleri

DNA izolasyonu igin her genotipten alinan bitkisel
materyallere ait yapraklar Tissue-Lyser cihazi (Invitrogen-
GT) ile ogiitiilmiistiir. DNA izolasyonu CTAB yo6ntemi takip
edilerek gercgeklestirilmistir [8]. Caligmada PCR reaksiyonu
icin kegiboynuzu genotiplerinde kullanilan ve daha once
polimorfik sonuglar verdigi bildirilen toplam 9 farkli SSR
primeri kullanilmistir [9] (Cizelge 1).

Cizelge 1. Molekiiler testlerde kullanilan SSR primerlerine

ait bilgiler
Na Primer Primer Dizimi (5'-3') Tekrar Motifi
L GGGGAAAACAACCAATATAGTTA
1 Cest_21_em? (CTTTH
[ AGGAGATCGAGCGTATGCAG
[F: ATACTGGGCGTTCTTTGCTT
2 Cesi_187_atls (AT)IS
[ ATTATCTCTTGCTTTGTGGTCOCT
[F: TICTCGTCGOCCAAACTG
Cesi_1157_a9 ————————— (AT)9
[R: CTCCCTCATCTCCTTCGTTG
CGUCACCTCTCOCTOTTOTC
4 Cesi_$09_gal2 (GAI2
B TTTTGTTCTAATTTTGCTTGCA
IF: GCCACCACTTTGAAGGAAGA
5 Ces1 98 _geth (GCT)6
R GUTAGAAGCAGGAGUAGGAG
IF: GACGGTGGAAGGCAACCT
[ Cesi_15_aaatagd {AAATAGH
R GCTOGCTTGGGGAGTGTA
TCCTGAAGGCTGAAGATGATG
Cesi_ 976 _tafigt (TAW(TGH
[R: CAAACCAATGAAGGGCTCTA
IF: AACGCAAACCTCAGCATCAT
& Cesi_T4_ta? (TAYT
R AAGGCAAGTGGOAGACACAL
{F: AAATGCAACAAAGATGACACG
a Cesi_17_ta? (TTAN
R GAAGAAAGCTCGGCCTCTG

Bitkisel materyallerden izole edilen DNA’lar seyreltilerek
sentetik olarak hazirlanmig SSR primerleri ve tiim reaksiyon
komponentleri eklenerek “Thermal cycler” igerisine
yerlestirilmistir. PCR reaksiyonu toplam 20 pl (25 ng
DNA, 2X PCR master mix, 2.5 mM MgCl,, 2 umol primer
(ileri+geri), 0.8 iinite Taqg DNA polimeraz, 5yl ddH,0)
olacak sekilde hazirlanmisti. PCR amplifikasyonu; ilk
denatiirasyon asamasi 3 dk 95 °C, daha sonra 1 dk 95
°C, 1 dk 55 °C, 1 dk 72 °C (35 dongii) ve 5 dk 72 °C son
polimerizasyon olacak sekilde gergeklestirilmistir.

Li-Cor i¢in Poliakrilamide Jel
Elektroforez Kosullari

PCR diriinlerini goriintiilenmek amaciyla %6.5 poliak-
rilamid jel hazirlanmistir. Jel polimerizasyonu tamamlan-
diktan sonra aparat Li-Cor Elektroforez cihazina yerles-
tirilmigtir. Cihazda caligma degerleri; 1000 V, 35 mA, 25
W 45°C’de yaklasik 30 dk 6n 1sitma yapilarak ardindan
esit miktarda formamide yiikleme soliisyonu eklenmis ve
PCR’da 95°C’de 4 dk denatiire edilerek orneklerden 1 ul
jele pipet yardimiyla yiiklenmistir. Daha sonra cihaz ¢aligma
sartlart olan 1500 V, 35 mA, 50 W 48°C’de 1.5 saat kostu-
rulmustur.

Hazirhgr  ve

Molekiiler Calismalarin Sonuclarinin Degerlendi-
rilmesi

SSR markairlari ile yapilan molekiiler analizler sonucun-
da baslangi¢ materyalinin DNA profili ile ¢aligma boyunca
temin edilen kat1 kiiltlir mikrogogaltim ve Plantform mik-
rogogaltim bitkilerinden elde edilen DNA profilleri ile kar-
silastirilmustir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Kibris Genotipine ait Bulgular

Kibris genotipinde kat1 kiiltiirde farkli besin ortamlari
ve bitki biiylime diizenleyicileri kombinasyonlarinin bitki
boyu lizerine etkileri istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.
Kibris genotipinde farkli besin ortamlart ve bitki biiyiime
diizenleyicilerinin kati kiiltiirde bitki boyu iizerine etkisi
incelendiginde, en basarili besin ortami MS, en basarili
bitki bliyiime diizenleyicisi 1.5 mg/L BA+0.5 mg/L GA,
kombinasyonu olarak belirlenmigtir. Kibris genotipinin
mikrocogaltim denemelerinde en yiiksek bitki boyu
ortalamast, 1.34 cmile 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) igeren MS besin ortaminda
istatistiki olarak ©nemli bir farklilik bulunamamustir.
Varyans analizi sonuglarina gére Ortam*BBD etkilesiminin
istatistiksel olarak o6nemli oldugu belirlenmistir. Bu
sonug, besin ortamlar1 ile bitki biliylime diizenleyicileri
interaksiyonunun mikrogogaltim {izerinde farkli etkiler
gosterdigini ortaya koymaktadir.

Kibris genotipinde kati kiiltiirde farkli besin ortamlar:
ve bitki biliylime diizenleyicileri kombinasyonlarmnin
kardeslenme  katsayisina  (kardeg/bitkicik)  etkileri
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. 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 artisin kardeslenme oranini dnemli 6lgiide
etkiledigini gostermektedir. Ayrica varyans analizi sonuglari
g0z Oniine alindiginda Ortam*BBD etkilesiminin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu belirlenmis olup, bu sonuglar besin
ortamlarinin  mikrogogaltim {izerindeki etkisinin bitki
biiylime diizenleyicileri konsantrasyonlarina bagli olarak
degistigini ortaya koymaktadir. Kibris genotipinin 4. haftada
kat1 kiiltirde kardeslenmesine ait resimler Sekil 1°de
sunulmustur.

Erald i S
Zi bl < A el

Sekil 1. Kibris genotipinin 4. haftada kat: kiiltiirde kardeslenmesi (1.5 mg/L BA+0.5 mg/L GA, iceren MS ortami)

Monoik Genotipine ait Bulgular

Monoik genotipinde ait kat1 kiiltiir mikrogogaltim
denemesinde farklt besin ortamlar1 ve bitki biiyiime
diizenleyicileri kombinasyonlarinin bitki boyu iizerine
etkileri istatistiksel olarak onemli bulunmustur. Monoik
genotipinde farkli besin ortamlar1 ve bitki biiylime
diizenleyicilerinin kati kiiltiirde bitki boyu {izerine etkisi
incelendiginde, en basarili besin ortami MS, en basarili
bitki biyiime diizenleyicisi 2 mg/L BA+0.5 mg/L GA,
olarak belirlenmistir. Monoik genotipinin mikrogogaltim
denemelerinde en yiiksek bitki boyu ortalamast 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 6nemli
oldugu belirlenmistir. Bu sonug, Monoik genotipi icinde
besin ortamlarinin mikrogogaltim {izerindeki etkisinin bitki
biiyiime diizenleyicileri konsantrasyonlarma bagl olarak
degistigini ortaya koymaktadir.

Calisma kapsaminda Monoik genotipinin kati kiiltiirde
farkli besin ortamlar1 ve bitki biiylime diizenleyicileri
kombinasyonlarinin  kardeslenme katsayisina (kardes/
bitkicik) etkileri istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.
Calismada en yiiksek kardeslenme sayisi 2.33 ortalama
kardeg/bitkicik ile 2 mg/L BA+0.5 mg/L GA, eklenmis MS
besin ortamindan elde edilmistir. Ayrica varyans analizi
sonuglarina goére Ortam*BBD etkilesiminin istatistiksel
olarak dnemli oldugu belirlenmistir. Yapilan incelemelerde,
besin ortamlarinin mikrogogaltim {izerindeki etkisinin bitki
biliytime diizenleyicileri konsantrasyonlarma bagli olarak
degistigi goriilmektedir. Monoik genotipinin kati kiiltiirde
kardeslenmesine ait goriintiile Sekil 2°de sunulmustur.

Sekil 2. A: Kati kiltiir mikrogoagltim denemeleri
sonucunda Monoik genotipine ait elde edilen bitkicikler
(2 mg/L BA+0.5 mg/L GA, igeren MS ortami1) B: Kati
kiiltiir mikrogoagltim ¢aligmalari sonucunda elde edilen
bitkiciklerin boy 6lgiileri.

Adana Genotipine ait Bulgular

Adana genotipinde kat1 kiiltiirde farkli besin ortamlari
ve bitki biiylime diizenleyicileri kombinasyonlarinin bitki
boyu iizerine etkileri istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.
Adana genotipinde farkli besin ortamlari ve bitki biiylime
diizenleyicilerinin kati kiiltiirde bitki boyu iizerine etkisi
incelendiginde, en basarili besin ortami Y» MS, en basarili
bitki bliyiime 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 gore
Ortam*BBD etkilesiminin istatistiksel olarak dnemli oldugu
belirlenmistir. Bu durum, besin ortamlarinin mikrogogaltim
tizerindeki  etkisinin  bitki biiylime diizenleyicileri
konsantrasyonlarina bagli olarak farklilik gosterdigini
ortaya koymaktadir. Adana genotipinde kati1 kiiltiirde
farkli besin ortamlar1 ve bitki biiylime diizenleyicileri



kombinasyonlarinin  kardeslenme katsayisina (kardes/
bitkicik) etkileri istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.
Calismada en yiiksek kardeslenme sayisi, 5.88 ortalama
kardes/bitkicik ile 0.5 mg/L BA+0.5 mg/L GA, eklenmis V2
MS besin ortamindan elde edilmistir. Ayrica varyans analizi
sonuglarina goére Ortam*BBD etkilesiminin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu belirlenmistir. Gergeklestirilen deneme
sonuglari, in vitro doku Kkiiltiirlinde besin ortamlarinin
mikrogogaltim  {izerindeki  etkisinin  bitki  biiylime
diizenleyicileri konsantrasyonlarma bagl olarak degistigini
ortaya koymaktadir. Adana genotipinin kati1 kiltiirde
kardeslenmesine ait goriintiile Sekil 3’te sunulmustur.

Sekil 3. A: 4 haftalik alt kiiltiir sonucunda elde edilen
bitkicikler B: Kat1 kiiltir mikrogoagltim denemeleri
sonucunda Adana genotipine ait elde edilen bitkicikler (0.5

mg/L BA+0.5 mg/L GA, igeren 2 MS ortami)

Plantform Mikrogogaltim Denemesine Ait Bulgular

Kati kiiltiir mikrogogaltim denemeleri sonucunda
Kibris, Monoik ve Adana genotipleri igin en iyi kardeslenme
ve bitki gelisimi saglayan besin ortamlari ile Plantform
sisteminde mikrocogaltim denemeleri kurulmus olup, elde
edilen sonuglar ile kati kiiltir mikrocogaltim denemesi
karsilastirilmistir. Kibris genotipi i¢in 1.5 mg/L BA+0.5
mg/L GA, ihtiva eden MS besin ortami1, Monoik genotipi igin
2 mg/L BA+0.5 mg/L GA, ihtiva eden MS besin ortami ve
Adana genotipi igin 0.5 mg/L. BA+0.5 mg/L GA, ihtiva eden
Y2 MS besin ortamlart kullanilarak genotipler, Plantform
sisteminde siv1 kiiltiire alinmigtir. Kibris, Monoik ve Adana
genotiplerinin kati kiiltir mikrogogaltim performansi ve
Plantform sistemindeki mikrogogaltim performansi t-testi
ile karsilastirnlmigtir. Elde edilen sonuglar Cizelge 2’de
verilmistir.

Cizelge 2. Kibris, Monoik ve Adana genotiplerinin kati
kiiltiir mikrogogaltim performansi ve Plantform sistemindeki
mikrogogaltim performansina ait veriler (t-testi sonuglar)

Kardes Sayisi Bitki
Genotip| Ortam (kardes/ P Degeri| Boyu | P Degeri

bitkicik) (cm)
Kat1 Ortam| 3.96 1.34

Kibnis 0.02 0.03
Plantform 5.77 2.08
.. |Kat1 Ortam| 2.33 0.70

Monoik 0.0093 0.07
Plantform 2.88 1.01
Kati Ortam 5.88 2.16

Adana 0.004 0.76
Plantform 7.22 1.93

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

Monoik genotipinde yiiriitiilen deneme sonucunda
ise, kardeslenme katsayis1 istatistiki ac¢idan Onemli
bulunurken, bitki boyu ag¢isindan farklilik goriilmemistir.
Kardeslenme katsayis1 kat1 kiiltiirde 2.33 (kardes/bitkicik)
iken Plantform sisteminde 2.88 (kardes/bitkicik) olarak elde
edilmisti. Monoik genotipini bitki boyu (cm) agisindan
inceledigimizde, kati kiiltirde bitki boyu 0.70 cm iken,
Plantform’da 1.01 cm olarak elde edilmistir. Monoik
genotipinin kat1 kiiltiirde maksimum bitki boyu 1.1 cm iken,
Plantform’da 2.4 cm olarak tespit edilmistir.

Adana genotipinde yiiriitilen deneme sonucunda,
kardeslenme katsayisi istatistiki agidan 6nemli bulunurken,
bitki boyu agisindan farklilik goriilmemistir. Kardeslenme
katsayist1 kat1 kiiltirde 5.88 (kardes/bitkicik) iken,
Plantform’da 7.22 (kardes/bitkicik) olarak elde edilmistir.
Buna karsin Adana genotipini bitki boyu (cm) agisindan
inceledigimizde, kati kiiltiirde bitki boyu 2.16 cm iken
Plantform’da 1.93 cm olarak elde edilmistir. Adana
genotipinde kat1 kiiltiirde maksimum bitki boyu 2.7 cm iken
Plantform’da 2.8 cm olarak tespit edilmistir.

Plantform sisteminde her {i¢ genotip i¢in
kardeslenme katsayist ve bitki boyu ortalamasinin daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica her iki sistemden elde
edilen bitkicikler yaprak rengi ve yaprak genisligi agisindan
incelendiginde, Plantform sisteminde gelisen bitkicikler kati
ortamda geligen bitkilere gore daha iyi gelisme gdstermistir
(Sekil 4).



Sekil 4. A: Eksplantlarin Plantform kiiltiir kaplarina aktarilmasi. B: Plantform sisteminde alt kiiltiire alinmis kegiboynuzu
eksplantlart C: Plantform biyoreaktdr siteminin genel goriintiisii D: Kibris genotipinin Plantform sistemi mikrogogaltim
denemelerinde elde edilen bitkicikleri. E: Monoik genotipinin Plantform sistemi mikrogogaltim denemelerinde elde edilen
bitkicikleri. F: Adana genotipinin Plantform sistemi mikrogogaltim denemelerinde elde edilen bitkicikleri.

MOLEKULER CALISMALARA AiT
BULGULAR

Calisma kapsaminda kullanilan {i¢ genotipte de kati kiiltiir
ve Plantform biyoreaktor sistemlerinde ¢ogaltilan bitkilerde
herhangi bir genetik farklilik olup olmadigi baslangic
materyali kullanilarak SSR markirlart ile karsilastirmali
olarak test edilmistir. Bu baglamda, keciboynuzu igin
gelistirilmis ve polimorfik oldugu dogrulanmis toplam 9
SSR primeri kullanilmistir. SSR analizlerinde kullanilmak
iizere Kibris, Monoik ve Adana genotipinden Ornekler
almmigti. SSR  analizleri sonucunda kullanilan SSR
primerlerinin kegiboynuzu igin daha &nce polimorfik
sonuglar vermesi nedeniyle bu calisma sonucunda elde
edilen monomorfik DNA bant profilleri bu bitkilerin genetik
olarak sabit oldugunu ispatlamaktadir. Sonug olarak, 9 SSR
primeri kullanilarak gergeklestirilen analizler sonucunda
bu bitkilerin genetik olarak baslangi¢ materyali ile farkl
olmadig belirlenmistir.

Gegici Daldirma Sistemleri (Temporary Immersion
Systems) bitkilerin in vitro kiltiri i¢in ideal gelisme
ortamlarina olanak saglamaktadir. Gegici Daldirma
Sistemleri, kiiltiir bitkilerinin mikrogogaltimi, sekonder
metabolitlerin {iretimi ve organogenesis ¢alismalarinda
ortaya c¢ikan sorunlarin ¢dziimii i¢in klasik doku kiiltiirii
tekniklerine alternatif bir yontem olarak gelistirilmistir.
Giintimiizde, benzer veya farkli teknolojik prensiplere dayali
cesitli gecici daldirma sistemleri, bitkilerde doku ve organ
kiiltiirii caligmalarinda materyallerin in vitro’da basarili bir
sekilde gelistirilmesi i¢in uygulanmaktadir [10].

Gelistirilen gecici daldirma sistemleri arasinda TIB,
RITA, GIB, SETIS biyoreaktér ve Plantform sistemleri
bulunmaktadir [10]. Son yillarda gelistirilen bu sistemler
arasinda Plantform biyoreaktor sistemi olduk¢a yogun
kullanim alanina sahip olmus ve birgok arastirmaci tarafindan
farkl tiirdeki bitkiler i¢in kullanilmistir. Siis bitkilerinden
endiistriyel bitki tiirlerine kadar genig bir kullanim alani
bulunan bu sistem ile; su mercimegi [11], yiiksiik otu, kirpi
otu ve ahududu [12], saplt mese [13], mersin ve zeytin [14],
siis ¢imi, kasimpati, incir ve kirmizi frenk tiziimii [15],

seker otu [16], phalaenopsis [17], vanilya bitkisi [18], muz
[19], bambu [20], su oku bitkisi [21], mersin bitkisi [22],
gerbera [23], bitkilerinin Plantform biyoreaktdr sisteminde
rejenerasyonu incelenmistir.

Keciboynuzunun in vitro kosullarda farkli kiltiir
ortamlarinin mikrogogaltima etkisini arastirmak amaciyla
yapilan bir ¢aligmada, kati kiiltiir ve Plantform biyoreaktor
sistemleri kiyaslanmistir [24]. 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 ¢aligmada Plantform biyoreaktdr sisteminin
farkli ii¢ keciboynuzu genotipinin mikrogogaltimi ve
koklenmesi lizerine etkinligi agar ile katilastirilmis klasik
doku kiiltiiri yontemi ile karsilastirilarak arastirilmistir.
Calisma kapsaminda elde edilen bulgulara gére Plantform
biyoreaktor sistemi Kibris, Monoik ve Adana genotiplerinin
mikrogogaltiminda kardeslenme katsayist agisindan kati
kiiltlir ortamina gore daha iyi sonuglar vermistir. Plantform
biyoreaktor sistemi Kibris genotipi i¢in bitki boyu (cm)
acisindan daha iyi sonug¢ verirken, Monoik ve Adana
genotipleri igin istatistiksel olarak farklilik gostermemisgtir.
Buna ragmen bu iki genotipe ait bitkicikler Plantform
sisteminde yaprak sayisi ve kalitesi bakimindan daha iyi
gelisme gostermistir.

Gegici daldirma biyoreaktdr sistemlerinde uygulanan
teknik parametreler (daldirma, havalandirma vb) gelisme
ortamlarinin optimizasyonunda etkili olmaktadir. Bunun
yaninda kiiltlir kaplarina transfer edilen eksplant sayisi da
bitki gelisimini etkilemektedir. Bu duruma bagl olarak
optimum daldirma- havalandirma siireleri ve baglangic
cksplant sayisinda net bir Olgiit sdylenemez. Quercus
robur L. bitkisinin in vitro kosullarda Plantform sisteminde
mikrogogaltiminda 8 saatte bir 12 dk ve 16 saatte bir 8
dk olmak iizere iki farkli daldirma siiresi arastirildigi
bir c¢alismada [13], 8 saatte bir 12 dk’lik daldirma
stiresinin  bitki gelisimi {izerine daha etkili oldugunu
belirtilmistir. Plantform biyoreaktdr sisteminde kiiltiire
almarak Afrika yag palmiyesi (Elaeis guineensis Jacq.)
bitkisinin embriyojenik kallus oranimi artirmak amactyla



yapilan bir ¢alismada [25], 1 saatte bir 3 dk, 3 saatte bir
3 dk ve 6 saatte bir 3 dk olmak {izere daldirma siirelerini
uygulanmistir. Calisma neticesinde en yiiksek embriyojenik
kallus olusumunun 3 saatte bir 3 dk daldirma siiresinden
elde edildigi belirtilmistir. Pinellia ternate bitkisinde farkli
daldirma siirelerinin kardeslenme katsayisina ve gelismesi
iizerine etkisini aragtirmak amactyla bir ¢alisma yapilmigtir
[26]. Calismaya ek olarak kiiltiir kaplarina koyulan eksplant
sayisinin  bitki gelisimine etkilerini incelemek amaciyla
kiiltiir kaplarina farkli sayilarda eksplant transfer edilmistir.
Calisma sonunda, bitki ¢ogalmasi ve biiylimesi iizerinde
en basarili daldirma siiresini 12 saatte bir 5 dk olarak
belirtilmigtir. Ayrica en fazla yas agirlik kiiltiir kaplarina 60
eksplant konuldugu zaman elde edilirken, kiiltiir kaplarina
80 ve 100 eksplant koyuldugunda bitkilerin 60 eksplant
koyulan sisteme gore daha zayif gelisme gosterdigi
tespit edilmistir. Gynura procumbens siirgiin kiiltiiriinde
stirglinlerin icerdigi biyokiitle ve flavonoidin tiretimindeki
degiskenlige kiiltiir ortaminin igerigi ve daldirma siirelerinin
etkisini aragtirmak amaciyla yapilan bir ¢alismada [27],
gegici daldirma sisteminde farkli biliyiime diizenleyici
kombinasyonlar1 ve farkli daldirma siireleri (3 saatte bir 5
dk ve 12 saatte bir 15 dk) uygulanmistir. Kiiltiir sonucunda
en yiiksek flavonoidin orani 12 saatte bir 15 dk daldirma
siiresinde elde edilmistir. Bu ¢aligmada kullanilan ti¢ farkli
keciboynuzu genotipi igin Plantform biyoreaktdr sisteminde
daldirma siiresi 4 saatte bir 10 dk, havalandirma stresi ise
4 saatte bir 15 dk olacak sekilde ayarlanmistir. Plantform
biyoreaktor sisteminde mikrogogaltim denemelerinde 60
bitki kiiltiire alinmigtir. [27], tarafindan mersin bitkisinde
ylriitilen ¢aligmalarda Plantform biyoreaktdr sisteminde
kiiltiir kaplarina farkli sayilarda eksplant konularak bitki
gelisimlerini incelemis, 500 ml sivi besin ortamlaria 100,
120 ve 150 bitki konuldugu zaman bitki geligiminin 60 ve
80 bitki konulan kiiltiir kaplarina gére daha iyi oldugunu
belirtmislerdir. Elde edilen bu verilere gore gecici daldirma
biyoreaktor sistemlerinde kiiltlire aliman eksplant sayisinin
her bitki tiiril i¢in optimize edilmesi bitki geligsimi agisindan
bilyiik 6nem tagimaktadir.
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