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OZET

MAXMA 14 DELBARD® BROKFOREST (PRUNUS MAHALEB x
PRUNUS AViUM) KIRAZ MEYVE ANACININ KLONAL
COGALTIMI VE iKi YENi BIYOREAKTOR SISTEMINDE
GENIS OLCEKLI URETIMI

ANSIZ, Arif

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Damgmant: Prof. Dr. Aynur GUREL
Agustos, 2015, 56 sayfa

Yeni biyoreaktdor sistemlerinin tasarimi  yoluyla mikrogogaltimin
otomasyonu, ticarilesme ve tiretim maliyetlerinin diisiiriilmesi agisindan ¢ok
6nemlidir. Bu ¢alismada, Maxma 14 Delbard® Brokforest (Prunus mahaleb x
Prunus avium) kiraz meyve anacinin klonal gogaltimi igin iki farkli biyoreaktor
tasarlanmistir. Bu reaktorlerden biri gegici daldirma prensibi ile ¢alisan rafli
biyoreaktor, digeri ise gegici yagmurlama prensibine dayanan biyoreaktordiir. Bu
amacla Maxma 14 Delbard® Brokforest kiraz anaclarmi kiiltiire almak igin
oncelikle farkli konsantrasyonlarda BAP (6-Benzylaminopurin), IBA (Indole-3-
butyric acid) ve NAA (1-Naphthaleneacetic acid) igeren MS (Murashige and
Skoog, 1962) ve WPM (Lloyd & McCown, 1980) yar1 kat1 ortamlar1 Algen Tarim
ve Gida San. Tic. Ltd. Sti. firmasinda kullamilan yar1 kati ticari ortamla
kiyaslanmiglardir. Ticari ortam en yliksek saglikli ¢oklu siirgiin olusum oranini
(%100) gosterdigi icin biyoreaktor ¢alismalarinda sivi besin ortami Olarak agarsiz
ticari ortam  kullanilmistir.  Biyoreaktorlerde — siirgiin = ¢ogaltim  islemi
gerceklestirildikten sonra elde edilen siirgiinler ex vitro ortamlarda
koklendirilmislerdir. Gegici daldirma prensibi ile c¢alisan rafli biyoreaktdrde
stirglin cogaltiminda 5,03 cogaltim katsayis1 saglanmistir ve elde edilen siirgiinler
%73,12 oraninda koklendirilerek aklimatize edilmistir. Gegici yagmurlama
prensibi ile calisan biyoreaktorde ise 7,29 cogaltim katsayisi saglanirken elde

edilen stirglinlerin %93,22’s1 koklendirilerek aklimatize edilmislerdir.

Anahtar sozciikler: Biyoreaktor, meyve anact, kiraz, mikrogogaltim.
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ABSTRACT

MICROPROPAGATION AND LARGE SCALE PRODUCTION OF
MAXMA 14 DELBARD® BROKFOREST (PRUNUS MAHALEB X
PRUNUS AVIUM) SWEET CHERRY ROOTSTOCKS IN TWO NEW
DESIGNED BIOREACTORS

ANSIZ, Arif

MSc in Bioengineering.
Supervisor: Prof. Dr. Aynur GUREL
August, 2015, 56 pages

Automation of micropropagation processes via design of new bioreactor
systems is very important for commercialization and reducing of production cost.
In this study, two new type bioreactors are designed for micropropagation of
Maxma 14 Delbard® Brokforest (Prunus mahaleb x Prunus avium) sweet cherry
rootstocks. These reactors are temporary immersion bioreactor with shelves and
temporary sprinkling bioreactor with shelves. We have compared MS (Murashige
and Skoog, 1962) and WPM (Lloyd & McCown, 1980) medium which include
BAP (6-Benzylaminopurine), IBA (Indole-3-butyric acid) ve NAA (1-
Naphthaleneacetic acid) with different concentration with commercial
multiplication medium of Algen Tarim ve Gida San. Tic. Ltd. Sti. We have
provided the highest healthy shoot rate (%100) in the commercial multiplication
medium, because of this we have used this medium without agar as liquid medium
for bioreactors. We have propagated shoots in bioreactors and then we have
rooted and made acclimatization successfully. In the temporary immersion
bioreactor with shelves, we have provide 5.03 multiplication rate and 73.12%
rooting and acclimatization efficiency. In the temporary sprinkling bioreactor with
shelves, we have provided 7.29 multiplication rate and 93.22% rooting and
acclimatization efficiency.

Key words: Bioreactor, rootstocks, micropropagation, liquid culture.
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1. GIRIS

Tirkiye, igerisinde bulundugu cografi konumu itibariyle bir¢cok sert ve
yumusak ¢ekirdekli meyve tiirtiniin kolayca yetistirilebildigi bir tilkedir. Iliman
iklim bolgelerinde yetisebilecek {riinlerin hemen hemen hepsi biiylik bir
cesitlilikte tilkemizde iiretilebilmektedir. Kirazin Tiirkiye’de yetisen tiim meyveler
arasinda iilke ekonomisi agisindan onemli bir yeri bulunmaktadir. Tiirkiye’deki
kiraz iiretimi yillara ve iklim kosullarma gore degisiklik gostermekle birlikte,
diinya tiretiminde ilk siralarda yer almaktadir. Bu agidan Tiirkiye diinyadaki kiraz
iiretiminde ve ihracatinda sdz sahibi bir iilkedir (Demiral ve Ulger, 2008;
Demirtas ve Sarisu, 2011).

Kiraz diinyada genis alanlarda tarimi yapilan bir meyvedir. Ancak diinya
tiretimindeki en biiyiik paya sirasiyla Tiirkiye, ABD ve Italya gibi iilkeler sahiptir.
Kiraz; gosterigli, insanlar tarafindan sevilerek yenilen ve uluslararas1 pazarlarda
aranan bir meyvedir. Bu sebeple son yillarda kiraz meyvesine olan talep olduk¢a
artmustir (FAO, 2014; Demirtas ve Sarisu, 2011).

FAO (Food And Agiculture Organization of The United Nations)’nun
istatistik  verilerine gére 2012 yilinda diinyada kiraz {iiretimini en ¢ok
gergeklestiren lilke 494325 ton ile Tiirkiye olmustur. Tirkiye’yi 301205 ton ile
takip eden Amerika Birlesik Devletleri ikinci sirada kalmistir (Food and
Agriculture Organization of The United Nations Statistics Division, 2015) (Sekil
1.1).
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Sekil 1.1: 2013 yilinda diinya kiraz tiretiminde lider tilkeler (Food and Agriculture Organization of
The United Nations Statistics Division (a), 2015)



Ulkemizde kiraz yetistiriciliginin 6nemi son yillarda giderek artmistir. Kiraz
yetistiriciligi i¢in oldukg¢a uygun ekolojiye sahip olan iilkemiz, yiiksek kalitede ve
yiikksek miktarlarda iriin iiretebilme 6zelligi sayesinde iiretici iilkeler arasinda
onemli bir yere sahiptir. Modern kiraz yetistiriciliginde 6zellikle klon anaglarin
kullanilmas: ile kisa siirede ve yiiksek kalitede iirlin iiretimi mimkiin hale
getirilmigtir. Bu sayede son yillarda ihracat imkanlar1 giderek artmis ve
uluslararas1 pazarda bir ‘Tirk Kirazi® imaji olusturulmustur. Tiim bu etmenler
sonucunda da lilkemizdeki kiraz iiretimi her sene artis gostermektedir (Food and
Agriculture Organization of The United Nations Statistics Division, 2015; Giinal,
2006) (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2: Tirkiye’de yillara gore kiraz tiretim miktarlart (Food and Agriculture
Organization of The United Nations Statistics Division (a), 2015)

Tiirkiye lider oldugu kiraz meyvesi iiretimi yaninda kiraz ihracatinda da sz
sahibi bir tilkedir. Tirkiye’den ihrag edilen kiraz miktar1 yillara gore dalgalanma
gosterse de kiraz ihracatindan elde edilen gelir son yillarda genellikle artis
gostermektedir (Sekil 1.3, Sekil 1.4)
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Sekil 1.3: Tirkiye'de yillara gore ihrag edilen kiraz miktar1 (Food and Agriculture
Organization of The United Nations Statistics Division (b), 2015)
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Sekil 1.4: Tirkiye'nin yillara gore kiraz ihracatindan elde ettigi gelir (Food and Agriculture
Organization of The United Nations Statistics Division (b), 2015)

Kiraz fidam ¢6giir (generatif) ve klon anaglar1 iizerine asilama yapilarak
yetistirilmektedir (Hepaksoy vd., 2004; Erogul, 2012). Diinyada kiraz tiretiminde
ilk olarak Prunus avium L. ve P. mahaleb L. gibi ¢6giir anaglar1 kullanilmaktaydi.
Coglir anaclari, asilama yapilan c¢esitlerde standart bir fidan olusumu

gostermemekle birlikte, genellikle kiraz hasadini1 zorlastiracak sekilde biiytik tagh



ve ge¢ meyveye yatan agaglarin olusumuna yol agmaktadirlar. Bu durum meyve
elde edilme zamanini geciktirmekte ve hasat icin yapilan masraflar1 da
arttirmaktadir. Bu nedenle, asilandiginda kiiglik tag olusturan, erken meyveye
yatan, kritik iklim kosullarinda kiraz-visne yetistiriciligine olanak veren ve
degisik hastalik-zararlilara dayanikli anaglar 1slah edilerek bu anaglarin klonal
cogaltim ile ¢ogaltilmasi kiraz iiretimi agisindan 6nem tasimaktadir (Hepaksoy
vd., 2004; Erogul, 2012).

Kiraz yetistiriciliginde anag¢ olarak genellikle idris (Prunus mahaleb L.) ve
kuskirazinin (Prunus avium L.) ¢ogiirleri ve bu anaglardan islah edilen klon
anaglar1 kullanilmaktadir. Cogiir anaglarr, tohumlardan kolay ve daha az bir
maliyetle lretilebilmektedirler. Bununla birlikte, gosterdikleri heterozigot yapi
nedeniyle standart meyve fidan1 elde edilmesini ve buna bagli olarak standart
meyve iretimini ¢ok zorlagtirmaktadirlar. Bu sebeple asili fidan iiretiminde klon
anaclar1 tercih edilmektedir. Modern kiraz yetistiriciliginde uzun boylu ve genis
hacimli agaclar arzulanmamaktadir. Clinkii kiraz yetistiriciliginde birim maliyetler
arasinda en onemli girdiyi, hasat olusturmaktadir. Bu nedenle yetistiriciler, daha
kiigiik boylu agaclar1 tercih etmektedirler. Bu amaca ulagsmak i¢in zayif gelisen
bodur anaglarin kullanilmasi1 6nemlidir. Ayrica klon ana¢ kullanimi ile genotipin
devamlilig1 saglanmakta, tek tip popiilasyon olusturulabilmekte, genglik kisirligi
donemi daha kisa siirdiigli icin meyve fidanlarindan daha erken meyveye elde
edilebilmektedir. Bu nedenlerden dolayi, modern meyve yetistiriciliginde klon
ana¢ kullanimi tercih edilmektedir Gilintimiizde, P. avium, P. mahaleb ve P.
cerasus tiirleri i¢cinde ¢ok sayida ¢dgiir ve klon anaglar ile, tiir ve tiirler arasi
melezleme yoluyla elde edilen hibrit klon anaglar1 bulunmaktadir. Maxma 14
Delbard® Brokforest (Prunus mahaleb x Prunus avium) kiraz anact da bu hibrit
anaglardan biridir (Hepaksoy, 2004, Bolsu ve Akga., 2011).

Mikrogogaltim yontemi, genotipik ve fenotipik olarak birbirinin tamamen
aynt milyonlarca bitkinin ¢ok kii¢iik alanlarda {iretilebilmesine olanak
saglamaktadir (George et al., 2008). Islah galismalar1 sonucunda seg¢ilen klon
anacglarinin mikrogogaltim ile cogaltilarak elde edilen klon anaglarinin kiraz
yetistiriciliginde kullanilmasi {iriin ve verim standardizasyonu agisindan 6nem arz
etmektedir (Erogul, 2012).

Swv1  kiltiirlerin -~ kullanim1, mikrogogaltimin otomasyonu ve biiyiik
Olceklerde gerceklestirilmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Bununla birlikte, sivi

kiiltiirler camsilasma gibi bir takim problemleri de birlikte getirmektedir. Bu



acidan sivi kiiltiirlerle birlikte, uygun biyoreaktdr sistemlerinin gelistirilmesi de
biliylik 6nem arz etmektedir. Sivi kiiltiirlerde; biiyiikk Olcekte, camsilasma vb.
morfolojik ~ bozukluklardan  bagimsiz  bir  sekilde kitlesel {iretimin
gerceklestirilebilmesi i¢in gegici besleme prensibi ile c¢alisilan biyoreaktor
sistemlerinin kullanilmas1 zorunludur (Hvoslef-Eide, 2005).

Bu tez projesinde Maxma 14 Delbard® Brokforest (Prunus mahaleb x
Prunus avium) kiraz anacinin mikrogogaltim yontemi ile klonal g¢ogaltilabilmesi
icin uygun aseptik yar1 kati kiiltiirlerin olusturulmasi ve tasarlanmis nobetlese
besleme sistemi ile ¢alisan iki farkli biyoreaktor (biyotepkime kabi) sisteminde
stvi kiiltiirlerde biiyiik 6lgekte tiretimleri gergeklestirilmesi hedeflenmistir.

Ulkemizde 2014 yilinda yaymlanan Meyve/Asma Fidan ve Uretim
Materyali ile Cilek Fideleri Ithalat Uygulama Genelgesi’ne gore tedarikgiler yurt
disindan sadece liretim amagli, bahge tesisi amagli, arastirma, gelistirme, deneme
ve demonstrasyon amagli ve teshir amacgli ithalatin1 gerceklestirebilmektedir

(Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, 2015). Bu genelgeye gore;

“Oretim Amagch ithalat: Yetkilendiriimis Tohumculuk Kuruluslari, {lkemizde de
kayit altina alinmis, i1slahgi materyali/don temel/temel kademede sertifikalandiriimis olan
fide, fidan veya Uretim materyallerini, bir/iki/i¢ no’'lu damizlik Unitelerinin kurulmasi igin

ithal edebilirler.”

“Bahge Tesisi Amagch ithalat: Yetkilendirilmis Tohumculuk Kurulusu olan veya
olmayan kisi veya kuruluglar bahge tesisi amaciyla sahibi olduklari veya kiraladiklar
araziler icgin ithalat yapabilirler. Bu amagla getirilecek cilek fidesi ve meyve/asma
fidanlarina ait gesitlerin tlkemizde kayitli ¢esit olmamasi gerekir. Ancak, anaglar bahge

tesisi amaciyla ithal edilemez.”

“Aragtirma, Gelistirme, Deneme ve Demonstrasyon Amagh ithalat: Yurt iginde
arastirma gelistirme faaliyetleri gergcevesinde arastirma gelistirme ve deneme amagli
olarak kullanilacak fidan, fide ve Uretim materyali ithalat 6n izni, yetki devredilen Bakanlik

il MidarlUkleri tarafindan verilir.

“Teshir Amagh ithalat: Fuar kapsaminda teshir ve tanitim amagl olarak yapilacak
ithalatlarda; sergi sonunda ihracatg¢i tlkeye iade edilmesi, materyallerin gimrikten girisi
ve c¢ikisl sirasinda karantina kontrollerinin materyali getiren kisi veya kurulus tarafindan

yaptirilmasi ve ticari amagla kullanilmayacaginin taahhit edilmesi sartiyla izin verilebilir.



Geri gétirilememesi durumunda ise, Bakanlk i Mudarligia teknik elemanlari

g6zetiminde imha edilir.”

Bu agidan yapilacak olan tez projesi, Tiirkiye’nin kiraz anaci ihtiyacini
kargilama acisindan ve kiraz anacglarinin mikrogogaltiminda kullanilacak olan,
kiraz anaclarinin siv1 kiiltiirlerde ve genis Ol¢ekte iiretimine imkan verecek olan

iki yeni biyoreaktor tipinin sektdre kazandirilmasi agisindan 6nem arz etmektedir.



2. LITERATUR BiLDiRiIMLERI

2.1. Yan Kat1 Kiiltiirlerde Yapilan Klonal Cogaltim Calismalari

Klon anaglarmin  ¢ogaltilmasinda  geleneksel  vejetatif  cogaltim
yontemlerinden en fazla kullanilani ¢elik ile ¢cogaltmadir. Bazi anaglarda daldirma
metodunu da uygulamak miimkiindiir. Genis capli iiretim ve kisa siirede ¢ok
sayida ana¢ materyali elde etmek amaci ile in vitro tekniklerden de son yillarda

yaygin olarak yararlanilmaktadir (Hepaksoy, 2004, Giiglii vd., 2010).

Kiraz anaglarinin in vitro kosullarda g¢ogaltilmasi ile ilgili yaymlanmis
cesitli calismalar bulunmaktadir. Giinal, 2006 yilinda yaptigi ¢alismada, Gisela 5
ve Maxma 14 Delbard® Brokforest kiraz anaclarimin doku kiiltiiri ile
cogaltilmasinit amaclamistir. Kiraz klon anaglarinin siirglin ucu kiiltiirii ile
cogaltilmasinda eksplant olarak tepe ve yan siirgiin uglari, temel besin ortami
olarak ise MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortami kullanilmistir. Bitki biiyiime
diizenleyicilerinin farkli dozlarinin siirgilinlerin gelisme orani, siirgiin ¢ogaltilmast,
slirgiin sayis1 ve slirglin uzunlugu tizerine etkileri arastirilmistir. Yapilan arastirma
sonucunda yan siirglin ¢ogaltiminda, bitki biiyiime diizenleyicisi olarak BAP’1n
(6-Benzylaminopurine) tek basina diisiik dozlarinin (0.1 ve 0.5 mg/l) veya disiik
dozdaki 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid) (0.01 mg/l) ile birlikte
kombinasyonlarinin basarili oldugu saptanmistir. Bununla birlikte, siirgiin
cogaltimi asamasinda altkiiltiir sayis1 arttikca yan silirgiin sayisinin da arttig

gozlenmistir.

Muna et al. 2000 yilinda yaptiklari calismada, Maxma 14 Delbard®
Brokforest yar1 bodur kiraz anact igin in vitro iiretim protokoli gelistirmislerdir.
Dort haftalik kiiltiir siiresince ¢ogaltim katsayisini 6 olarak elde etmislerdir.
Cogaltim ortami olarak 4.44 uM BAP ve 0.49 uM IBA (Indole-3-butyric acid)
iceren MS ortami kullanilmigtir. Yar1 kat1 ve sivi ortamlarda yiiksek oranlarda
koklendirme elde etmislerdir. En yiiksek verimde koklendirmeyi 0.49 uM NAA
( 1-Naphthaleneacetic acid) veya 0.49, 2.45uM IBA igeren sivi MS ortamlarda

elde etmislerdir.

Sarropoulou et al. 2013 yilinda yaptiklan ¢alismada, CAB-6P, Gisela 6 ve
Maxma 14 Delbard® Brokforest kiraz anaglari i¢in in vitro iiretin protokolleri
gelistirmislerdir. Kiraz anaglari; farkli konsantrasyonlarda SNP  (sodium
nitroprusside), 17.6uM BAP ve 8uM NAA igeren MS bazli ortamlarda kallus



olusumunu, siirgiin ve kok gelisimini saglamak amaciyla kiiltiire alinmislardir.
CAB-6P anaci en fazla siirgiin gelisimini 10uM SNP igeren ortamda saglarken, en
uzun siirgiin gelisimini ve en iyi kallus olusumunu ise 30uM SNP iceren ortamda
elde etmislerdir. En iyi kok gelisimi 50uM SNP igeren ortamda tespit edilmistir.
Gisela 6 anaci i¢in en iyi kallus olusumu 30uM SNP igeren, en iyi siirgiin
olusumu ise 40uM SNP ilaveli MS ortaminda belirlenmistir. Maxma 14 Delbard®
Brokforest anaci igin yapilan ¢alismalarda en iyi kallus olusumunu 40uM SNP
iceren ortamlarda, en ¢ok sayida siirglin ve kdk olusumunu ise 30uM SNP igeren
MS ortamlarinda elde etmislerdir.

Sarropoulou et al. 2013 yilinda IBA’nin yalniz veya L-arginin ile birlikte
besin ortami igerisinde kullanildiginda, siirglin ve kok olusumu iizerine etkilerini
tespit etmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismalardaki bulgularda diisiik konsantrasyonlarda
0,5mg/L IBA’nin besin ortaminda L-arginin ile birlikte kullanimi koklii
stirgiinlerdeki kok sayisini, koklerdeki karbonhidrat icerigini ve yapraklardaki
klorofil miktarin1 arttirdigin1 saptamiglardir. Yiiksek konsantrasyonlarda (1-
2mg/L) IBA kullannminda ve L-arginin bulunmayan ortamlarda ise kok
uzunluklarmin arttigini, fakat sayisinin ve koklerdeki karbonhidrat igeriginin

azaldigini belirlemislerdir. Ayrica yapraklardaki klorofil igerigi de yine azalmustir.

Ayrica Maxma 14 Delbard® brokforest (Prunus mahaleb x Prunus avium)
kiraz anacimin ebeveynleri olan Prunus mahaleb ve Prunus avium iizerinde
yapilan mikrogogaltim g¢alismalari da bulunmaktadir. Kitin et al., 2005 yilinda
yaptiklar1 bir ¢alismada, bir yabani kiraz tiiri olan Prunus avium’un in vitro
kosullarda MS besin ortamlar1 icerisinde ¢ogaltimmi gergeklestirmislerdir.
Yaptiklart denemelerde kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen siirgiin sayisinin
BAP  konsantrasyonuna  bagli  oldugunu  tespit  etmislerdir. = BAP
konsantrasyonunun 0.5, 0.75, 1.00 ve 1.25 mg/L yar1 kati1 besin ortamlarinda
cogaltim katsayisinin sirayla 3.63, 5.37, 8.93 ve 7.30 oldugunu belirlemislerdir.

Hosseini et al., 2011 yilinda yaptiklari ¢alismada Prunus mahaleb kiraz
anacinin mikrogogaltimini gerceklestirmislerdir. Farkli kombinasyonlarda ve
konsantrasyonlarda BAP, GAj; (gibberellic acid), IBA, NAA bitki biiyiime
diizenleyicilerini 30 g/L konsantrasyonda siikroz i¢ceren MS ortamlarinda siirgiin
cogaltimi ve koklendirme denemeleri yapilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda, en
iyl slrgiin ¢ogaltim verimini 2mg/L. BAP iceren MS ortaminda, en 1yi kok
gelisimini ise 1.5mg/L IBA ve 0.5mg/L NAA igeren MS ortaminda
saptamiglardir.



2.2. Biyoreaktorlerde Yapilan Klonal Cogaltim Calismalari

Debnath, (2011), yaptig1 ¢alismada yar1 kati ortamlarda ¢ogalttig1 kisa cali
formundaki mavi yemis siirglinlerinin uzamasi igin biyoreaktdr olarak
RITA® kiiltiir kaplarini kullanmustir. Mavi yemis yapraklarindan; 2,3-4.5uM TDZ
(thidiazuron) igeren, yari katit DM bazal ortaminda (Debnath and McRae’s, 2001)
siirglin tesviki saglamistir. Siirgiin tesvik ortaminda olusan siirgiinleri, siirgiin
cogaltimi amaciyla 1.2-2.3 uyM TDZ igeren yar1 kati DM ortaminda kiiltiire
almigtir. Cogaltilan siirgilinler jellestirici ajan icermeyen ve 1 pM zeatin i¢eren sivi
DM ortaminda RITA® kiiltiir kaplarinda siirgiin uzamasi elde etmistir. Uzatilan
siirglinler 3:2 (v/v) oraninda turba yosunu ve torf karisiminda koklendirilerek
aklimatize edilmistir.

Arencibia et. al., 2013 yilinda fotomiksotrofik kosullarda, ahududu (Rubus
spp.) bitkisinin ticari genotiplerinde (Heritage, Meeker ve Amity) klonal ¢ogaltim
protokolii  belirlemislerdir. Bitkiler gecici besleme prensibine dayanan
biyoreaktérlerde, 550 ppmv CO; varliginda, 80 uM.m 2.5 151k yogunlugunda, 15
g/l ve 30 g/L konsantrasyonlardaki siikroz iceriginde kiiltiire alinmislardir.
Yapilan CO,; akist ve klorofil o6l¢limleri sonucunda, 15g/L  silikroz

konsantrasyonunda olusturulan kiiltiirlerin daha basarili oldugu belirlenmistir.

Welander et. al., 2014 yilinda Digitalis lutea x purpurea, Echinacea
purpurea ve Rubus idaeus bitkileri igin gecici besleme prensibi ile ¢alisan yeni
tipte Platform Biyoreaktorler gelistirmislerdir. Yaptiklari ¢alismada sivi ortamda
biyoreaktorlerden elde ettikleri siirglinlerde siirglin kalitesinin ve c¢ogaltim
katsayisinin agar ile katigaltirllmig yar1 kati ortamlardan daha iyi oldugu
belirlenmistir. Ug bitki tiirii de 30g/L siikroz iceren MS ortamlarinda kiiltiire
alimmiglardir. Digitalis lutea 1mg/L BAP, 0.1mg/L IBA , Echinacea purpurea 0.2
mg/L BAP, Rubus idaeus’da 0.5mg/L BAP, 0.0lmg/L IBA igeren ortamlarda
siirglin ¢ogaltimi tespit edilmistir. Biyoreaktorlerden elde edilen siirgiinler yar1
kat1 ortamlardan elde edilen siirgiinler kadar basarili bir sekilde koklendirilmis ve

aklimatize edilmistir.

Shaik et. al., 2010 yilinda tibbi bir bitki olan Lessertia frutescens bitkisi i¢in
hizli ve etkili bir klonal ¢ogaltim protokolii belirlemislerdir. Bu amagla; Lessertia
frutescens bitkisini, farkli konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri igeren
farkli bazal ortamlarda, siirekli ve gecici besleme prensibine dayali

biyoreaktorlerde kiiltiire almiglardir. En basarili sonuglar1 2.22 uM BA ve 0.54
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uM NAA iceren sivi MS ortamlarinda gegici besleme prensibine dayali
biyoreaktorlerde elde etmislerdir. Fakat bu ortamlarda bile %50 oraninda
camsilasma saptanmistir. Gegici besleme prensibine dayali biyoreaktdrden elde
edilen siirglinler 19.6 uM IBA igeren yar1 katt MS ortamlarinda %78 verimle

koklendirilmislerdir.

Klerk and Brugge, 2011 yilinda dalya (yildiz ¢igegi) bitkisinde yaptiklart
caligmada siv1 kiiltiirlerde, yar1 kat1 kiiltiirlerden yaklagik olarak 4 kat daha hizli
siirglin gelisimi elde etmislerdir. Stv1 kiiltiirler Wavin kiiltlir kaplar igerisinde
siirekli besleme prensibi ile olusturulmuslardir. Yaptiklar1 calismada dalya
bitkisini DKW (Driver—Kuniyuki walnut medium) (Driver and Kuniyuki, 1984)
makro elementleri, MS mikro elementleri ve 0.44 uM BAP igeren sivi ve yar1 kati
ortamlarda kiiltiire almiglardir. Siv1 kiiltlirlerde ortamlardaki temel bilesenlerinin
%75-80’1inin kiiltiir siiresinin ilk 6 haftasinda tiikendigi belirlenmistir. Bu siireden
sonra eklenecek olan ortam bilesenleri ile biiyiimenin de arttig1 gézlemlenmistir.
Kiiltlir baglangicinda ortama eklenen fazla bilesenlerin ise bliylimeyi durdurdugu

tespit edilmisgtir.

Jin et. al. 2013 yilinda; hava kaldirmali balon tip biyoreaktdrler igerisinde,
inokiilasyon yogunlugunun, havalandirma hizinin ve 151k yogunlugunun, asma
anacinin ‘SBB’ siirgiin ¢ogaltimi iizerine etkilerini arastirmiglardir. En basarili
siirgiin olusumu ve ¢ogaltimi ve kdklenmesinin; 5 L’lik hava kaldirmal1 balon tip
biyoreaktérlerde, 150mL/dakika havalandirma hizinda ve 50 pumol.m s ' 1s1k
yogunlugunda 40-50 giinde elde edilmistir. Biyoreaktorlerde 40 giinliik kiiltiir
sonunda elde edilen bitkicikler vermikiilit, 2:1 (v/v) vermikiilit perlit, 1:1 (v/v)
vermikiilit perlit, (D) 1:2 (v/v) vermikiilit perlit ve perlit igeren saksilarda, 90
umolm2.s ' 1sik siddetinde ve 16 saat fotoperiyotta kiiltire alinmislardir.
Vermikiilitin aklimatizasyon sirasinda asma anaglar1 iizerinde olumlu etki

gosterdigi belirlenmistir.

Scherer et. al. 2013 yilinda ananas (Ananas CcOmosus var.
comosus) bitkisi ile yaptiklar1 ¢alismada, farkl kiiltiir yontemleri ile kalluslardan
elde ettikleri nodiil gruplarindan bir klonal ¢cogaltim protokolii gelistirmislerdir. In
vitro ortamlarda elde edilen ¢oklu siirgiin yapraklari, 2 pM NAA ve 8 uM 2-ip
(isopentenyl adenine) veya BAP iceren MS tuzlar1 ve Morel vitaminlerinden
(Morel and Wetmore, 1951 ) olusan bazal ortamlarda kiiltiire alinarak nodiil
yiginlart olusturulmustur. Olusturulan nodiil yiginlar1 iki erlenli ndbetlese
beslemeli sistem ile RITA® kaplarinda kiiltiire alinmuslardir. 2 pM NAA and 2
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uM BAP igeren sivi MS tuzlart ve Morel vitaminlerinden olugsan bazal ortam
icerisine kiiltiire alinarak mikrosiirgiin gelisimi saglanmigtir. En basarili siirgiin
cogaltimi RITA® kaplarinda belirlenmistir. Elde edilen mikrosiirgiinlerin uzamasi
daimi besleme prensibi ile olusturulan sivi kiiltlirlerde saglanmistir. Stvi siirgiin
uzama ortami nodiil olusturma ortamina 10 uM GA3 eklenmesi ile elde edilmistir.
Uzatilan siirgiinler basarili bir sekilde koklendirilerek %92 oraninda bir basart ile

aklimatize edilmislerdir.

Cui et. al. 2014 yilinda Dendrobium candidum orkidelerinin protokormlarini
balon tip kabarcik kolon biyoreaktdrde kiiltiire almiglardir. Kiiltiir yontemi,
inokiilim yogunlugu ve havalandirma hacmi gibi parametreler optimize
edilmistir. Erlenler icerisinde 0.05 mg/L NAA, %2.5 (w/v) siikroz, 150 mg/L
NaH,; POs ve %1 (v/v) muz homojenizati iceren MS ortamlarinda iiretilen
protokormlar 3L hacme ve 2 L ¢alisma hacmine sahip balon tip kabarcik kolon
biyoreaktorlerde kiiltiire alinmiglardir. Biyoreaktorlerde kiiltiir tipleri olarak
siirekli ve nobetlese besleme sistemlerini kullanmiglardir. Nobetlese besleme
sistemi ile yapilan biyoreaktdr c¢alismalarinda sal yontemi ile met-cezir
yontemlerini  kullanmiglardir. Sal yonteminde bir silizge¢ {lizerinde duran
protokormlar nobetlese besleme sistemi ile beslenerek kiiltiir tamamlanmustir.
Met-cezir yonteminde ise protokormlar biyoreaktor igerisinde serbest birakilarak
kiiltiire alinmislardir. En yiiksek biyokiitle olusumu siirekli besleme sistemi ile
olusturulan  kiiltiirlerde, 50g/L  inokiilim yogunlugunda ve 0.3 vvm

havalandirmada belirlenmistir.

Ducos et. al. 2007 yilinda Coffea canephora (Robusta) ¢esidindeki kahve
fidanlarinin somatik embriyogenez araciligi ile iiretimi amaci ile farkl tiplerde
biyoreaktor denemeleri gergeklestirmislerdir. Yapilan c¢alisma, embriyonik
hiicrelerden torpedo sathasinda embriyolarin liretilmesi, tiretilen embriyolarin 6n-
olgunlastirma islemi, embriyolarin tam olgunlastirilmasi1 ve Kotiledon safhadaki
embriyolarin sera ortaminda tam bitkiciklere olgunlastirilarak aklimatize edilmesi
basamaklarindan olusmaktadir. Embriyonik hiicrelerden torpedo sathasindaki
somatik embriyolarin  Uiretimi  i¢in  mekanik karistiricili - biyoreaktorler
kullanilmistir. Torpedo safhasindaki embriyolar nobetlese besleme sistemi ile
calisan cam biyoreaktorlerde on olgunlastirma islemine tabii tutulmuslardir.
10L’lik cam biyoreaktdrlerde 20.000-25.000 kadar embriyo olgunlastirilmistir. On
olgunlastirma islemlerinden sonra embriyolar 12L°lik Box-in-Bags tip
biyoreaktorlerde olgunlastirilarak kotiledon sathasi sonunda bitkiciklerin olusumu

gozlenmistir. Elde edilen bitkiler sera ortaminda aklimatize edilmislerdir.



12

Marbun et. al. 2014 yilinda yaglik palmiye agaglar1 (Elaeis guineensis Jacq.)
icin somatik embriyogenez araciligt ile ticari bir klonal g¢ogaltim yoOntemi
gelistirmiglerdir. Yapilan bu g¢alismada, embriyogenik kallus olusumu i¢in en
uygun ortam sec¢imi erlen kaplari igerisinde, calkalayicida, sivi kiiltiirlerde
yapilmistir. Belirlenen en uygun embriyonik kallus cogaltim ortamlari ile
nobetlese besleme sistemleri kullanilarak c¢ogaltim katsayisinin arttirilmasi
hedeflenmistir. Bu amagla embriyonik kallus olusumu i¢in kullanilan 20 farkli
ortamdan basarili sonug %25,97 oraninda asparagin iceren MS ortamlarindan elde
edilmistir. Erlen kaplarda elde edilen embriyogenik kalluslar RITA® kaplarinda
farkli besleme sikliklarinda kiiltiire alinmislardir. 1 saat, 3 saat ve 6 saatte 3
dakika boyunca beslenerek yapilan denemelerde en yiiksek ¢ogaltim katsayist 3
saatte 3 dakika boyunca yapilan denemeden elde edilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal
Yapilan ¢aligmada, bitki materyali olarak, Algen Tarim ve Gida Sanayi Ltd.
Sti. biinyesindeki tiil seralardan temin edilen uyku halindeki Maxma 14 Delbard®

Brokforest (Prunus mahaleb x Prunus avium) kiraz meyve anaci siirgiinleri
kullanilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1: Uyur haldeki Maxma 14 Delbard® Brokforest (Prunus mahaleb x Prunus avium)
kiraz meyve anaci.
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3.2. Metot

3.2.1. Meristem dokularmmin alinmasi ve meristem Kiiltiirlerinin

olusturulmasi

Maxma 14 Delbard® Brokforest (Prunus mahaleb x Prunus avium) kiraz
meyve anacinin  uyur haldeki siirglinlerinden meristem alma islemi
gerceklestirilmistir. Oncelikle Algen Tarim ve Gida Sanayi Ltd. Sti. biinyesindeki
til seralarda kurulmus damizlik parsellerden sonbahar doneminde uyur halde
bulunan siirgiinler 10-15 nod igerecek uzunlukta kesilerek alinmistir. Uyur
stirgiinler {izerine ilk Once ticari fungusit (3mL/L Captan) piiskiirtiilerek oda
kosullarinda 12 saat siireyle bekletilmigtir. Daha sonra siirgiinler filtre kagidi ile
kurutularak 2-3 nod igerecek uzunluklarda kesilmislerdir. Kesilen siirgiinler steril

bos bir kavanoza alinmistir.

Meristem Alma islemi La Salle Universitesi, Bitki Islah1 Boliimii
Koordinatorii Dr. Jean Paul Reynoird tarafindan gelistirilen bir yontemle
gergeklestirilmistir. Bu yonteme gore; meristem alma iglemi 6ncesinde siirgiinlere
herhangi bir sterilizasyon islemi uygulanmamistir. Bu sekilde sterilizasyondan
kaynaklanabilecek nekroz olusumlarinin da 6niine gecilmistir. Bu yonteme gore;
ikiye katlanmig filtre kagitlar1 ve 20 adet bisturi aliminyum folyo ile kaplanarak
etiivde 180°C’de 2 saat siire ile sterilize edilmistir. Bir litrelik bir beher icerisine
bir miktar pamuk yerlestirilerek beher %70’lik alkol ile yarisina kadar
doldurulmustur. Kabin dezenfekte edilerek hazirlanmis ve igerisine stereo
mikroskop, sterilize edilmis bisturiler ve filtre kagitlar1, %70’lik alkol ve pamuk
iceren beher, tek kullanimlik steril petriler ve son olarak 2-3 adet nod igerecek
sekilde kesilmis siirgilinler yerlestirilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2: Meristem almak iizere hazirlanmis kabinde bulunan malzemeler. A: Alinan
meristemlerin 1giktan korunabilmesi igin aliiminyum folyo ile kaplanmis beher.
B: Besin ortamu igeren tiipler. C: Stereomikroskop. D: Bisturileri kurutmak i¢in
arasina dizilmis filtre kagidi. E: Bisturilerin sterilizasyonu igin kullanilan
%70’lik alkol iceren beher. F: Uzerinde meristem almak icin tek kullanimlik

steril petri kaplari.

Caligmaya baglarken aliiminyum folyo ile kapli, ikiye katlanmug filtre
kagitlar1 acilmis ve bisturiler wuglarn filtre kagidinda kalacak sekilde
yerlestirilmistir. Bisturiler ¢alismaya baglandigi sirada ikiye ayrilarak ilk on
bisturi kullanilirken diger 10 tanesi %70’lik alkol icerisinde bekletilmis ve
sterilize edilmistirler. 10 adet bisturi kullanildiktan sonra alkol igerisinde sterilize
edilen bisturiler filtre kagidi arasina yerlestirilmis ve kullanilan bisturiler alkol
icerisinde bekletilmistir. Tek kullanimlik steril petriler paketlerinden ¢ikartilarak
bir petri alinip mikroskop altina yerlestirilmistir. Kavanozdan igerisindeki
stirgiinlerden biri ¢ikartilarak mikroskop altindaki petri iizerine meristemleri
alinmak tizere konulmustur. Siirglinlerin meristemleri alinirken her bir yaprak
taslag1 ayr1 bir bisturi ile kesilerek siirgiinden uzaklastirilmistir. Kullanilan her
bisturi, ucu %70’lik alkol igerisine daldirilacak sekilde konmustur. Bu sekilde her
bir yaprak taslagi temizlenerek meristem dokuya ulagilmistir (Sekil 3.3). Son
olarak steril oldugu kabul edilen meristem doku, yine steril bir bisturi ile kesilerek
8 ayr bitki biiylime diizenleyicisi kompozisyonuna sahip yar1 kat1t MS (Murashige
ve Skoog, 1962) besin ortamina, 8 ayr bitki biiylime diizenleyicisine sahip yari
katt WPM (Woody Plant Medium) (McCown ve Lyond, 1980) besin ortamina ve
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Algen Tarim ve Gida Sanayi Ltd. $ti. biinyesinde kullanilan MS tabanli yar1 kati

modifiye ticari besin ortami igerisinde kiiltiire alinmiglardir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1: Meristem Kiiltiirleri i¢in kullanilan bazal ortamlar ve igerdikleri bitki biiylime

diizenleyicileri konsantrasyonlar1 (mg/L).

Besin Ortami BAP (mg/L) IBA (mg/L) NAA (mg/L)
MS 1 1 0.01 -
MS 2 0.1 -
MS 3 1 - 0,01
MS 4 1 - 0,1
MS 5 0.5 0.01 -
MS 6 0.5 0.1 -
MS7 0.5 - 0.01
MS8 0.5 - 0.1

WPM 1 1 0.01 -
WPM 2 1 0.1 -
WPM 3 1 - 0.01
WPM 4 1 - 0.1
WPM 5 0.5 0.01 -
WPM 6 0.5 0.1 -
WPM 7 0.5 - 0.01
WPM 8 0.5 - 0.1
gIRCTI:Rl\; Modifiye edilmis MS bazli besin ortami

Tim besin ortamlari bazal ortam ve bitki biliylime diizenleyicilerine ek
olarak 30g/L siikroz, 6g/L agar i¢ermektedir ve tiim ortamlarmm pH’1 6 olarak

ayarlanmistir.
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Sekil 3.3: Kiiltiire alinmak tizere yaprak taslaklar1 temizlenmis meristem dokusu.

Meristemler tiipler igerisinde kiiltiire alindiktan sonra porttiipler aliiminyum
folyo ile kaplanarak 1 hafta boyunca karanlikta kiiltiire alinmislardir. Bir hafta
sonunda aliiminyum folyo agilarak meristemler 16 saat fotoperiyotta, 25 £ 2 °C
sicaklikta ve 3000 + 200 lux 1s1kta 18 gilin boyunca kiiltiire alinmiglardir.

3.2.2. Yar1 kat1 besin ortamlarinda siirgiin ¢cogaltimi

Yar kati kiiltiirlerde siirglin ¢ogaltimi i¢in toplamda 17 farkli besin ortami
kullanilmistir. Besin ortami bilesenleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Kiiltlir kabi
olarak Sigma Magenta® GA7 Polypropylene kap kullanilmistir. Bitki materyali
olarak 9 adet aksiler ve/veya apikal gbz igeren ¢oklu siirgiinler kullanilmustir.
Toplamda 75 adet ¢oklu siirgiin 6begi her bir kiiltiir kabinda 5 adet 6bek olacak
sekilde kiiltire alinmigtir. Coklu siirgiinler 16 saat fotoperiyotta, 25 + 2 °C
sicaklikta ve 3000 + 200 lux 1sikta 26 giin boyunca kiiltiire alinmislardir (Sekil
3.4).
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Sekil 3.4: Yari kati kiiltiirlerde ve sivi kiiltiirlerde inokiilasyon olarak kullanilan g¢oklu
stirgiin materyali.

3.2.3. Biyoreaktor sistemleri ve calisma mekanizmalar:

Yapilan proje kapsaminda iki farkli nobetlese besleme sistemine sahip

biyoreaktor tasarlanmis ve olusturulmustur.

Gegici yagmurlama sistemi ile calisan rafli biyoreaktor; ortam depolama
birimi, kiiltiir kabi, bitkilerin yerlestirildigi raf ve yagmurlama biriminden
olugmaktadir. Bu sistemde yine ortam depolama birimi silikon hortumlarla kiiltiir
kabina baglanmistir. Diger sistemden farkli olarak besleme kiiltiir kabinin
iistinden yapilmistir. Besin ortaminin iist kismina yerlestirilen bir yagmurlama
birimi sayesinde besin ortami bitkilerin iizerine yagmur damlalari seklinde
beslenmistir. Kiiltiir kab1 tabaninda toplanan besin ortami ise silikon hortumlar ile

yine besin ortami depolama birimine gonderilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5: Gegici yagmurlama prensibi ile ¢alisan rafli biyoreaktor bilesenleri. A: Besin
ortami depolama initesi. B: Bitki inokiilasyon rafi. C: Kiiltiir Kab1. D: Bitki
pargaciklarinin besin ortamu hattina kagmasini engellemek amaciyla cam
boncuklar. E: Kiilttir kab1 1. kapagi. F: Kiiltiir Kab1 2. kapagi. G: Besin ortami
hatt1 ile havalandirma hattin1 birlestirebilmek icin T baglanti elemani. H:
Yagmurlama aparati.. I: Besin ortami ve havalandirma hattini ayirmak i¢in vana.
J: Kiiltiir kab1 ve besin ortami depolama birimi arasinda baglanti olusturacak
silikon hortumlar. K: Cam boncuklarin  silikon hortumlara kagmasini
engellemek i¢gin siinger. L: Havalandirma sirasinda steril hava saglamak igin
0,22pum por ¢apinda hava filtresi. M: Kiiltlir kab1 1. kapagini1 kapatmak igin
kelepce. N: Besin ortami depolama birimi ¢ok ¢ikislt kapagi.

Gegici yagmurlama prensibi ile ¢alisan rafli biyoreaktorde peristaltik pompa
aracligi ile depolama biriminden alinan ortam kiiltiir kabmin 2. kapagindaki
yagmurlama aparatina beslenmistir. Yagmurlama aparatindan sivi besin ortami
yagmur damlalar1 seklinde bitki inokiilasyon rafindaki bitkilerin iizerine diigmesi
saglanmistir. Besleme sirasinda besin ortami depolama birimi kiiltiir kabindan
daha asagida bir seviyeye yerlestirilmistir. Bu sekilde kiiltiir kabinin tabaninda
toplanan s1vi besin ortami besin ortami depolama birimine yercekimi yardimi ile

geri donmiistiir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6: Gegici yagmurlama prensibi ile ¢aligan rafli biyoreaktor.

Gegici daldirma prensibi ile ¢alisan rafli biyoreaktor; ortam depolama
birimi, kiiltiir kab1 ve bitkilerin yerlestirildigi raftan olugmaktadir. Bu sistemde
ortam depolama birimi silikon hortumlarla kiiltiir kabina baglanmistir. Besleme
peristaltik pompa ile silikon hortumlar araciligiyla kiiltiir kabinin alt kismindan
gergeklestirilir. Tim bitkiler siviya daldirildiktan sonra besin ortam yine
peristaltik pompa ile kiiltiir kabindan besin ortam1 depolama birimine aktarilir. Bu
sistemde besin ortami depolama biriminin hacmi 5L, kiiltiir kabinin hacmi ise
6L dir (Sekil 3.7)
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Sekil 3.7: Gegici daldirma prensibi ile ¢alisan rafli biyoreaktor bilesenleri. A: Besin ortami
depolama iinitesi. B: Bitki inokillasyon rafi. C: Kiltir Kabi. D: Bitki
pargaciklarinin besin ortamu hattina kagmasimi engellemek amaciyla cam
boncuklar. E: Kiiltiir kab1 1. kapagi. F: Kiiltiir Kab1 2. kapagi. G: Besin ortami
hatt1 ile havalandirma hattin1 birlestirebilmek i¢in T baglanti elemani. H: Besin
ortami1 ve havalandirma hattin1 ayirmak i¢in vana. I: Kiiltiir kab1 ve besin ortamu
depolama birimi arasinda baglant1 olusturacak silikon hortumlar. K: Cam
boncuklarin silikon hortumlara ka¢gmasimni engellemek i¢in siinger. I:
Havalandirma sirasinda steril hava saglamak i¢in 0,22um por c¢apinda hava
filtresi. L: Kiiltiir kab1 1. kapagim kapatmak i¢in kelepce. M: Besin ortamu
depolama birimi ¢ok ¢ikislt kapagi.

Gegici daldirma prensibi ile calisan rafli biyoreaktorde peristaltik pompa
yardimi ile besin ortami, depolama biriminden ¢ekilerek kiiltiir kab1 igerisine bitki
inokiilasyon rafi tamamen sivi besin ortami, igerisinde kalincaya kadar
beslenmistir. S1v1 besin ortami en {ist raftaki bitkilere ulastiklan sonra peristaltik
pompa yardimi ile kiiltiir kabindan tekrar besin ortami depolama birimine
beslenmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 58: Gegici daldirma prensibi ile ¢alisan rafli biyoreaktor.

3.2.4. Biyoreaktorlerde sivi Kiiltiirlerin olusturulmasi

Swvi kiiltiirler olusturulurken, bitki materyali olarak 9 adet apikal ve/veya
aksiler goz iceren coklu siirgiinler kullanilmistir. Ug raf iceren biyoreaktorlerde
raflarin her birine 25 adet ¢oklu siirgiin olacak sekilde toplamda her bir reaktorde
75 adet ¢oklu siirgiin Algen Tarim ve Gida Sanayi Ltd. Sti. biinyesinde kullanilan
MS (Murashige ve Skoog, 1962) tabanli sivi modifiye ticari besin ortaminda
kiiltiire alimmustir. Reaktorler 16 saat fotoperiyotta, 25 + 2 °C sicaklikta ve 3000 +
200 lux 151kta 18 giin boyunca kiiltiire alinmislardir.

Gegici daldirma prensibi ile ¢alisan rafli biyoreaktorde ve gecici
yagmurlama prensibi ile g¢alisan rafli biyoreaktdorde ayni siklikta ve stirede
besleme yapilmistir. Besleme siiresi her 12 saatte bir kere 10 dakika boyunca
gerceklestirilmistir.
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3.2.5. Ex vitro koklendirme

Biyoreaktorlerden ve yari kati kiiltiirlerden elde edilen coklu siirglinler
icerisinden 2cm ve daha uzun siirgiinler her biri 2 cm boyunda kesilerek
ayrilmigtir. Siirglinlerin alt kisimlar1 koklendirme tozuna batirildiktan sonra, 1:2
(v/v) oraninda karigtirllmig torf-perlit karisimi igeren 45 gozlii viyollere
dikilmislerdir. Daha sonra viyoller 25 + 2 °C sicaklikta ve 3000 + 200 lux 1s1kta
18 giin boyunca kiiltiire alinmiglardir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2: 10g Koklendirme tozu hazirlamak igin gerekli bilesenler ve miktarlari (g).

Bilesen Miktar (g)
Talk Pudrasi 9.1

IBA 0.1

Borik asit 0.2

Ticari Toz Fungusit (Captan) 0.6
Toplam 10.0

3.2.6. Istatistiki degerlendirme

Yapilan tez caligmasinda yapilan denemeler 3 tekerriirlii veya gruplu olarak
gerceklestirilmistir.  Veri  analizleri tek yonlii varyans analizi ile
gerceklestirilmistir.  ANOVA analizinde veriler arasindaki farkin Onemi

belirlenirken p< 0,05=a olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Meristem dokularmmin alinmas1 ve meristem Kiiltiirlerinin

olusturulmasi

Meristem kiiltiirleri i¢in farkli hormon kombinasyonlarinda 8 adet MS, 8
adet WPM ortami1 ve Algen Tarim ve Gida Sanayi Ltd. S$ti. biinyesinde kullanilan
MS tabanli yar1 kati modifiye ticari besin ortami kullanilmistir. Her bir ortamda 3
tekerrlirli denemeler kurularak her bir tekerriirde 8 meristem, toplamda her bir
ortam i¢in 24 adet meristem kiiltiire alinmistir. En diisiik sterilizasyon basarisi
%87,5 en yilksek sterilizasyon basarisi ise %100 olarak belirlenmistir.
Meristemlerden elde edilen steril siirgiin eksplant sayisi ve steril slirglin eksplant
yiizde degerleri Cizelge 4.1, Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de verilmektedir.

Cizelge 4.1: Meristemlerden elde edilen steril siirgiin eksplant sayis1 (adet) ve ylizdesi (%).

_ Steril Strgtin Eksplant Sayist Steril Stirglin Eksplant Yiizdesi (%)
Besin (Adet)
ortamlari
| I I Ortalama I 1 I Ortalama
MS1 7 6 8 7 87.5 75 100 87.50
MS2 8 8 6 7.33 100 100 75 91.67
MS3 8 8 8 8 100 100 100 100
MS4 8 8 8 8 100 100 100 100
MS5 7 7 7 7 875 | 875 87.5 87.50
MS6 7 8 8 7.67 87.5 100 100 95.83
MS7 8 8 8 8 100 100 100 100
MS8 6 8 7 7 75 100 87.5 87.50
WPM1 7 8 8 7.67 87.5 100 100 95.83
WPM2 8 8 8 8 100 100 100 100
WPM3 7 8 8 7.67 87.5 100 100 95.83
WPM4 6 7 8 7 75 87.5 100 87.50
WPM5 7 8 8 7.67 87.5 100 100 95.83
WPM6 8 8 8 8 100 100 100 100
WPM7 8 7 8 7.67 100 8.5 100 95.83
WPM8 6 8 8 7.33 75 100 100 91.66
gIR(_jI_’:II{\}I 8 8 8 8 100 100 100 100
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Steril Suirgiin Eksplant Sayisi (Adet)
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Sekil 61: Meristem alma isleminden sonra elde edilen steril siirgiin eksplant sayis1 (adet)

Steril Siirgiin Eksplant Yiizdesi (%)
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Sekil 4.27: Meristem alma igsleminden sonra elde edilen steril siirgiin eksplant yilizdesi (%)

Yapilan tek yonli ANOVA analizi ile kiiltiire alinan meristem dokularinin
sterilizasyon basarilar1 degerlendirilmistir ve elde edilen p degeri 0.38 (0=0.05
p>a) olarak belirlenmistir. Bu durum farkli ortamlarda elde edilen steril siirgiin
eksplant sayilar1 arasindaki farkin anlamli olmadigini, sterilizasyon basarisinin

ortama bagli olarak degismedigini géstermektedir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 2.2: Meristem alma isleminden sonra elde edilen steril siirgiin eksplant sayilarinin
tek yonli ANOVA analizleri

Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri | F él¢iitii
Gruplar Arasinda 7.69 16 0.48 1.11 0.38 1.95
Gruplar icinde 14.67 34 0.43
Toplam 2235 |50 | | |
0=0.05, P=0.38>a

Farkli kombinasyonlardaki MS ve WPM ortamlarinda kiiltiire alinan
meristemlerin saglikli gelisim gosteren siirglin eksplanti sayilart Cizelge 4.3’de
verilmistir. Buna gore; MS8, WPM4, WPMS5 ve WPMS ortamlarinda saglikli
sirgiin  gelisimleri saptanmamistir. Saglikli  gelisim goéstermeyen siirgiin
eksplantlarinda asir1 kallus olusumu ve morfolojileri bozuk yaprak olusumlari
veya siirgiin uglarinda nekroz olusumu gibi gelisim bozukluklar1 gézlenmistir. En
basarili sonug ticari ortamlarda kiiltiire alinan meristemlerden elde edilmistir.
Kiiltiire alinan 24 meristemin %100’tinden de saglikli gelisim gosteren siirgiin
eksplanti gozlenmistir. Ticari ortamlardan sonra en yiiksek saglikli siirgiin
eksplant1 gelisim oran1 %62.5 ile MS7 ortaminda belirlenmistir (Cizelge 4.3, Sekil
4.3, Sekil 4.4).
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Cizelge 4.3: Farkli ortamlarda kiiltiire alman meristemlerden saglikli gelisim gosteren

stirgiin eksplant sayisi (adet) ve ylizdesi (%).

) Saglikli Gelisim Gosteren Saglikli Gelisim Gosteren Eksplant
Besin | Eksplant Sayist (Adet) Yiizdesi (%)
ortamlari
I I 1l | Ortalama I I Il Ortalama
MS1 2 3 2 2.33 25 37.5 25 29.17
MS2 4 3 1 2.67 50 375 | 125 33.33
MS3 1 3 3 2.33 125 | 375 | 375 29.17
MS4 3 3 2 2.67 375 | 375 25 25.67
MS5 2 2 1 1.67 25 25 125 20.83
MS6 3 2 1 2 375 25 125 25
MS7 6 4 5 5 75 50 62.5 62.5
MS8 0 0 0 0 0 0 0 0
WPM1 2 0 2 1.33 25 0 25 16.67
WPM2 1 2 0 1 12.5 25 0 125
WPM3 1 2 2 1.67 12.5 25 25 20.83
WPM4 0 0 0 0 0 0 0 0
WPM5 0 0 0 0 0 0 0 0
WPM6 1 0 2 1 12.5 0 25 125
WPM7 5 3 2 3.33 625 | 375 25 41.67
WPM8 0 0 0 0 0 0 0 0
oA | 8 | 8 | 8 8 100 | 1200 | 100 | 100
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Sekil 4.3: iki aylik kiiltiir siiresi sonunda farkl1 yar1 kat1 ortamlarda saglikli gelisim gdsteren
stirglin eksplanti sayis1 (adet).

Saghikh Gelisim Gosteren Siirgiin
Eksplanti Yiizdesi (%)
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Sekil 4.4: Iki aylik kiiltiir siiresi sonunda farkli yar1 kat1 ortamlarda saglikli gelisim gdsteren
slirgiin eksplant1 yiizdesi (%)

Yapilan tek yonlii ANOVA analizinde farkli yar1 kati besin ortamlarinda
gelisim gosteren saglikli siirgiin eksplanti sayilar1 degerlendirilmistir ve elde
edilen p degeri 0’a ¢ok yakin bir deger olarak bunmustur (0=0.05, P=1.2E-11<a). Bu
durum farkli ortamlarda kiiltiire alinan meristemlerinden gelisim gosteren saglikli
stirgiin eksplant sayilar1 arasindaki farkin anlamli oldugunu goéstermektedir. En

yiiksek saglikli eksplant sayisi ticari ortamlarda kiiltiire alinan meristemlerden
elde edilmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4: Farkli ortamlarda kiiltiire alinan meristemlerden saglikli gelisim gosteren
stirgiin eksplant sayis1 degerlerinin tek yonliit ANOVA analizi

Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri F o6lcitii
Gruplar Arasinda | 199.49 16 12.46 16.73 1.20E-11 1.95
Gruplar iginde 25.33 34 0.75
Toplam 22482 |50

0=0.05, P=1.2E-11<a

Kiiltiire alinan meristemlerden saglikli siirglin gelisimi gosterenler 1 haftalik

karanlik  kultir

sonrasinda

porttiipler

alimiinyum folyodan ¢ikartilarak

gozlenmislerdir. Bir hafta sonunda meristem hacimlerinin arttigi belirlenmistir
(Sekil 4.5). 16 saat fotoperiyotta 25 + 2 °C sicaklikta ve 3000 + 200 lux 1sikta

kiiltiire alinan meristemler 2 hafta sonunda yeni yaprak olusumlar1 gostermeye

baslamiglardir (Sekil 4.6). iki aylik kiiltiir siirelerinin sonunda yeni yaprak ve

siirglin olusumlar1 oldukca belirgin hale gelmeye baslamislardir (Sekil 4.7). Bu

asamadan sonra saglikli gelisim gosteren siirgiin eksplantlar1 26 giinde bir

altkiiltiire alinmiglardir.

Sekil 4.5: Bir haftalik karanlik kiiltiirden sonra meristem goriiniimii
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Sekil 8: Kiiltiire alindiktan 3 hafta sonra meristem kiiltiirlerinde siirgiin ve yaprak olusumu

Sekil 4.7: Kiiltiire alindiktan 2 ay sonra meristem kiiltiirlerinde siirgiin ve yaprak
gelisimleri.
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4.2. Yar kati besin ortamlarinda ve biyoreaktorlerde siirgiin cogaltimi

Yapilan ¢alismada yar1 kat1 kiiltiirlerde ve biyoreaktorlerde 9 adet apikal ve
aksiler goz iceren coklu siirgiinler kiiltiire alinmistir. Ayrica kiiltiire alinan ¢oklu
stirgiinlerin kiiltiir dncesinde yas agirliklari, kiiltiir sonrasinda yas agirliklari,
ortalama siirgiin uzunluklar1 ve kiiltiir siiresi sonrasinda apikal ve aksiler goz
sayilar1 tespit edilmistir. Tespit edilen géz sayilarindan yola ¢ikarak bir ¢ogaltim
katsayisi elde edilmistir. Buna gore; ¢ogaltim katsayisi kiiltiir sonunda elde edilen
toplam apikal ve aksiler gz sayisinin, kiiltiir baglangicindaki ¢oklu siirgiinlerin
apikal ve aksiler géz sayina boliinmesi ile elde edilmistir. Buna gore en yiiksek
cogaltim katsayist gecici yagmurlama sistemi ile ¢alisan rafli biyoreaktorde 7.29,
ikinci en yiiksek c¢ogaltim katsayisi gegici daldirma prensibi ile calisan rafli
biyoreaktérde 5.03, en diisiik ¢ogaltim katsayis1 ise yar1 kat1 kiiltiirlerde 4.30
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5: Biyoreaktor sistemlerinde ve yari kati kiiltiirlerden kiiltiir siiresi sonunda elde
edilen apikal ve aksiler g6z miktarlari (adet) ve ¢ogaltim katsayilar1.

Gegici Daldirma Gegici Yagmurlama
Prensibi ile Calisan Rafli | Sistemi Ile Calisan Rafli Yari Kat1 Kiilttirler
Biyoreaktor Biyoreaktor
Alt Orta | Ust Alt Orta Ust 1. 2. 3.
Raf Raf Raf Raf Raf Raf Tek. | Tek. | Tek.
Kiiltiire
Alinan
Toplam
Apikal/Aksiler 225 225 225 225 225 225 225 225 225
Goz Sayist
(Adet)
Kiiltiir
Sonunda
Toplam
Apikal/Aksiler 1567 | 1045 784 1510 1635 | 1775 | 948 969 985
Goz Sayist
(Adet)
Gogalm 696 | 464 | 348 | 671 | 727 | 7.89 | 421 | 431 | 438
Katsayisi
Ortalama
Cogaltim 5.03 7.29 4.30
Katsayisi
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Yapilan tek yonli ANOVA analizinde biyoreaktorlerdeki raflar arasindaki
cogaltim katsayist farkliliklart degerlendirilmistir ve P= 0.034<a seklinde
bulunmustur. Bu durumda her iki biyoreaktor sistemindeki raflardan ve yari kati
kiiltiirlerden elde edilen siirglin sayilarinin birbiri ile ayn1 olmadigi, aralarindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu anlasilmaktadir. Buna gore en fazla
apikal ve aksiler siirgiin gogaltimi gerek adet ve gerekse yas agirlik bakimindan
gegici yagmurlama prensibi ile ¢alisan rafli biyoreaktérden ve reaktoriin de
ozellikle st rafindan elde edilmistir (Cizelge.4.6, Cizelge 4.7).

Cizelge 4.6: Biyoreaktor sistemlerindeki farkli raflardan ve yari kat1 kiilttirlerden elde edilen
apikal ve aksiler siirgiin ug sayilar1 i¢in tek yonliit ANOVA analizi.

Varyaf]S sS df MS F P-degeri F blgiitii
Kaynagi
Gruplar 737659.56 2 368829.78 6.256 0.034 5.143
Arasinda
Gruplar 353736.67 6 58956.11
I¢inde
Toplam 1091396.23 8

a=0.05, P=0.034<a

Cizelge 4.7: Biyoreaktorlerden ve yart kati kiiltiirlerde kiiltiir baslangicinda ve kiiltiir
sonunda elde edilen ¢oklu siirgiinlerin yas agirlik degerleri.

Gegici Daldirma Gegici Yagmurlama
Prensibi ile Calisan Sistemi Ile Calisan Rafl1 Yar1 Kat1 Kiilttirler
Rafl1 Biyoreaktor Biyoreaktor
Alt | Orta Ust Alt Orta Ust 1 2 3

Raf Raf Raf Raf Raf Raf Blok Blok Blok

Inokiilasyon
yag agirhgt | 2.90 | 2.90 3.20 2.70 3.10 3 5.60 5.20 4.50

@

Kiiltiir
Sonundaki
Yas Agirligt
(9)

61.20 | 4256 | 41.31 | 64.54 | 65.98 | 7591 | 43.32 | 49.88 | 44.13

Biyoreaktorler ve yart kati kiiltiirlerde inokiilasyon ve kiiltiir sonundaki
coklu siirgiinlerin yas agirlik degerlerinin karsilastirilmasi igin yapilan tek yonlii
ANOVA analizinde P= 0.019<a olarak bulunmustur. Bu durum her iki
biyoreaktdr sistemindeki raflardan ve yar1 kati kiiltlirlerden elde edilen kiiltiir

sonundaki yas agirlik degerlerinin (g) birbiri ile ayn1 olmadigin1 ve aralarindaki
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farkin istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermektedir. Kiiltiir siiresi sonunda

en fazla c¢oklu siirglin yas agirligi gegici yagmurlama prensibi ile c¢alisan rafli

biyoreaktorde ve reaktoriin iist rafindan elde edilmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8: Biyoreaktor sistemlerindeki farkli raflardan ve yari kati kiiltiirlerde kurulan

farkli bloktaki denemelerden elde edilen kiiltlir sonundaki yas agirlik (@)

degerleri igin tek yonlit ANOVA analizi.

Varyans ss df MS P-degeri | F olgiitii
Kaynagi
Gruplar
Arasinda 955.53 477.76 8.18 0.019 5.143
Gruplar
I¢inde 350.44 58.41
Toplam 1305.97

0=0.05, P=0.019<a

Siirglin ¢cogaltimi i¢in biyoreaktorlerde ve yari kati ortamlarda kiiltlire alinan

coklu siirgiinlerde 2cm ve daha fazla uzunluga sahip ve diizgiin biiyliyerek

kivrilmayan siirgiinler ex vitro koklendirme i¢in en uygun siirgiinler olarak

belirlenmistir. Bu nedenle goklu siirgiinlerde bulunan siirgiinlerin ortalama siirgiin

uzunluklart ile uzunlugu 2cm ve daha fazla olan siirgiin sayilart saptanmustir.

Uzunlugu 2cm ve daha fazla olan siirgiinlerin sayisi en fazla 98.33 adet olarak

gecici yagmurlama sistemi ile ¢alisan rafli biyoreaktorde belirlenmistir (Sekil 4.8,

Sekil 4.9, Sekil 4.10, Cizelge 4.9).
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Sekil 4.8: Gegici daldirma prensibi ile ¢aligan biyoreaktorden 18 giin sonra elde edilen ¢oklu

siirgiin

Ex vitro
koklendirme
i¢in uygun
stirgiinler

Sekil 4.9: Gegici yagmurlama prensibi ile ¢alisan biyoreaktdrden 18 giin sonra elde edilen

coklu siirgiin.
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Kivrilarak
diizgiin
biliylimeyen
stirgiinler

Sekil 4.10: Yar1 kat1 kiiltiirlerde 26 giinliik kiiltiirden sonra olusan ¢oklu siirgiin.

Cizelge 4.9: Siv1 kiiltiirlerde ve yar1 kati kiiltiirlerde siirgiin uzunlugu (cm) ve 2cm’den uzun
stirgiin sayist (adet).

Gegici Daldirma Gegici Yagmurlama
Prensibi ile Calisan Sistemi Ile Caligan Rafli Yar1 Kati Kiiltiirler
Rafli Biyoreaktor Biyoreaktor
Alt | Orta Ust Alt Orta Ust 1. 2. 3.
Raf Raf Raf Raf Raf Raf Blok Blok Blok
Ortalama
Stirgiin 206 | 264 | 232 | 265 | 276 | 294 | 203 | 2.00 | 2.05
Uzunlugu
(cm)
Uzunlugu
2cm ve daha
uzun siirgiin | 102 92 84 94 97 104 70 76 72
say1si
(Adet)
Ortalama
uzunlugu
2cm ve daha 92.67 98.33 72.67
uzun siirgiin
say1si
(Adet)
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4.3. Yan kat1 besin ortamlarinda ve biyoreaktorlerden elde edilen 2cm
uzunlugundaki siirgiinlerin ex vitro koklendirilmesi

Biyoreaktorlerden ve yart kati kiiltiirlerden elde edilen 2cm boyunda ve
daha uzun siirgiinler kesilerek ¢oklu siirgiin demetlerinden ayrildiktan sonra,
koklendirme tozu ile muamele edilerek ex vitro koklendirme islemi ile tam
bitkicik olusumu saglanmistir. Farkli kiiltiir yontemlerinden gelen siirgiinlerde
koklenme basarilar1 da farkli olmustur. En yiiksek koklenme basarisi, siirgiinlerin
%93.22°sinin  koklendigi gecici yagmurlama sistemi ile ¢alisan rafli
biyoreaktorden elde edilen siirglinlerde belirlenmistir. En disiik koklendirme
basaris1 ise %73.12 ile ge¢ici daldirma prensibine dayali ¢alisan rafli

biyoreaktorden elde edilen siirglinlerde gozlenmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10: Biyoreaktorlerden ve yari kati kiiltiirlerden elde edilen 2cm uzunlugundaki
stirgiinlerden koklenen siirgiin sayisi (adet) ve ylizdesi (%)

Gegici Daldirma Gegici Yagmurlama
Prensibi ile Calisan Sistemi Ile Calisan Rafli Yari Kat1 Kiilttirler
Rafl1 Biyoreaktor Biyoreaktor
Alt | Orta | Ust Alt Orta Ust 1. 2. 3.
Raf Raf Raf Raf Raf Raf Tek. Tek. Tek.
Koklendirmeye
Alnan Siirgiin 102 92 84 94 97 104 70 76 72
Sayis1 (Adet)
Koklenen
Siirgiin sayisi 70 62 70 88 89 96 63 68 66
(Adet)
Ex vitro
Koklenme 68.63 | 67.39 | 83.33 | 93.61 | 91.75 | 9431 | 90.00 | 89.47 | 91.67
Yiizdesi (%)
Ortalama Ex
vitro
Kéklenme 73.12 93.22 90.38

Yiizdesi (%)

Biyoreaktorler ve yar1 kati kiiltiirlerden elde edilen siirgiinlerin ex vitro
koklendirme verilerini kiyaslamak icin yapilan tek yonli ANOVA analizinde P=
0.006<a olarak bulunmustur (Cizelge 4.11). Bu durum her iki biyoreaktor
sistemindeki raflardan ve yar1 kati kiiltiirlerden elde edilen 2cm uzunlugundaki
siirgiinlerin koklenme yiizdeleri arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli
oldugunu gostermektedir. En yiiksek koklenme orani, gecici yagmurlama prensibi

ile calisan rafli biyoreaktorden elde edilen siirglinlerde belirlenmistir.
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Cizelge 4.11: Biyoreaktor sistemlerindeki farkl: raflardan ve yar1 kati kiiltiirlerden elde

edilen 2cm boyundaki siirgiinlerin kéklenme yiizdeleri i¢in tek yonlic ANOVA analizi.

varyans ss df MS F P-degeri | F olgiiti
Kaynagi
Gruplar
Arasinda | 710.39 355.19 13.045 0.006 5.143
Gruplar
Iginde 163.37 27.23
Toplam 873.76

0=0.05, P=0.006<a
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5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan tez calismasinda Maxma 14 Delbard® Brokforest kiraz meyve
anacinin mikrogogaltimi i¢in yiizey sterilizasyonu yapilmadan meristem
dokularin1 alma yontemi belirlenmistir. Bu ydntemle alinan meristemlerden
%94,85 oraninda steril meristem kiiltiirleri elde edilmistir. Olusturulan yar1 kati
ortamlarda ve biyoreaktorlerde kiiltiire alinan ¢oklu stirgiinler; ¢ogaltim katsayzsi,
ortalama siirgiin uzunlugu, uzunlugu 2cm ve daha fazla olan siirgiin sayis1 kiiltiir
sonras1 silirgiin yas agirhigt ve ex vitro koklenme verimleri agisindan
degerlendirilmistir. Belirlenen parametreler 1s18inda en basarili sonuglar gegici
yagmurlama prensibi ile ¢alisan rafli biyoreaktdrden elde edilmistir. Gegici
yagmurlama prensibi ile calisan rafli biyoreaktorde kiiltiire alinan c¢oklu
stirgiinlerde; ¢ogaltim katsayis1 7.29, ortalama siirglin uzunlugi 2.12cm, uzunlugu
2cm ve daha fazla olan ortalama siirgiin adedi 98, ortalama siirglin yas agirlig
68.81g ve ex vitro koklenme oran1 %93,22 olarak belirlenmistir.

Literatirde Maxma 14 Delbard® Brokforest (Prunus mahaleb x Prunus
avium) kiraz meyve anacinin mikrogogaltimida baslangi¢ kiiltiirleri olusturmak
amaci ile yapilan sterilizasyonda genellikle NaOCI (sodyum hipoklorit)
cozeltisinin farkli konsantrasyonlar1 kullanilmaktadir. Bu durum kiiltiire alinan
bitki materyalinde nekroz olusumlarina sebep olmaktadir (Muna et. al., 2000). Bu
zarart Onlemek amaci ile Muna et. al. 2000 yilinda yaptiklar1 g¢aligmada,
sterilizasyon sirasinda HQCL, ¢ozeltisi kullanmiglardir. Yaptigimiz ¢alismada in
vitro baslangi¢ kiiltiirlerinin olusturulmasinda bitki materyali olarak meristem
doku kullanilmigtir. Meristem kiiltiirleri olusturulurken siirgiinler, kullanilan 6zel
bir teknik sayesinde herhangi bir sterilizasyon uygulamasina tabii
tutulmamiglardir. Yapilan bu ¢alisma baslangi¢ kiiltiirleri olusturulurken yapilan
sterilizasyondan kaynaklanan doku hasarlarini 6nleme agisindan biiyiik 6nem arz
etmektedir.

Meristemler kiiltiire alinirken besin ortami olarak 30mg/L siikroz, 6g/L agar,
farkli konsatrasyon ve kombinasyonda BAP, IBA ve NAA iceren MS, WPM bazli
ortamlar ve Algen Tarim ve Gida Sanayi Ltd. Sti. tarafindan gelistirilen modifiye
MS tabanli ticari besin ortami ile karsilastirilmistir. Caligsmalar sirasinda ticari
ortam digindaki yar1 kati ortamlarda meristemlerden bazilarinin anormal gelisim
gosterdikleri saptanmistir. Bunlar; yaprak morfolojilerinde bozulmalar, siirgiin
uclarinda nekroz olusumlari ve asir1 kallus olusumu seklinde kendini géstermistir.

Diger taraftan ticari ortam bilesimi icerisinde kiiltiire alinan bitkiler %100 oranda
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saglikli gelisim gostermislerdir. Bu sebeple biyoreaktorlerdeki sivi kiiltiirdeki

calismalar sadece agarsiz ticari besin ortami iizerinden siirdiiriilmiistiir.

Kiiltiire alindiktan sonra ilk 1 hafta karanlik ortada tutulan meristemlerin bir
hafta sonunda primordiyalar1 belirgin hale gelmistir. Fenolik bilesik olusumunu ve
oksidasyonunu engellemek amaci ile yapilan bu islem basarili olmustur. Kiiltiire
alman meristemlerin higbirinde kararma gozlemlenmemistir. Yeni gelisen
yapraklar WPM ve MS ortamlarinda morfolojik bozukluklar gostermislerdir.
Ayrica yine WPM ve MS ortamlarinda 2 haftadan itibaren kallus olugumlar

artmig ve siirglin gelisimi yavaglamgtir.

Karanlik ortamdan 16 saatlik fotoperiyotta kiiltiire alinan meristem
kiiltiirlerinde 11kl ortamdaki kiiltiirlerinin  2-3. haftasinda gergek yaprak

olusumlari gozlenmistir.

Gegici yagmurlama prensibi ile ¢alisan rafli biyoreaktdrde kiiltiire alinan
coklu siirglinler 2. giinde uzamaya baglayarak yer c¢ekiminin aksi dogrultuda
yonelmeye baslamislardir. Gegici daldirma prensibi ile ¢alisan rafli biyoreaktorde
bu yonelim daha ge¢ gergekleserek 6. glinde gozlemlenmistir. Her iki biyoreaktor
sisteminde de kiiltiiriin 6. gilinlinde ise siirgiin altlarinda yesil kalluslar ve yeni
sirglinler olusmaya baslamistir 10-15. giinlerinde ise yesil kalluslar yerlerini
cogunlukla kiictik stirglinlere birakmistir. Kiiltiir siiresinin son gilinlerinde ise yeni

olusan siirglinler uzama gostermislerdir.

Coklu siirgiinlerin gelisim asamalar1 sivi ve yari kati kiiltiirlerde benzer
sekilde gergeklesmistir. i1k dnce yesil kallus ve yeni siirgiin olusumlar1 gézlenmis
ardindan yesil kallus dokusundan siirgiin olusumlar1 devam etmis ve olusan yeni
sirglinler uzamistir. Bunula birlikte, bu asamalarin gbézlenmesi yar1 kati
kiltiirlerde daha gec gerceklesmistir. Yesil kallus ve yeni siirgiinlerin olusumu
yart kat1 kiiltiirlerde kiltiir stiresinin 7.-10. giinler arasinda, yesil kalluslardan
stirgiin olusumu 10.-20. gilinler arasinda siirgiin uzamasi ise son 6 giin igerisinde

gerceklesmistir.

Literatirde Maxma 14 Delbard® brokforest (Prunus mahaleb x Prunus
avium) kiraz meyve anacinin sivi kiiltiirde ¢ogaltimi ile ilgili bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Yapilan calisma, hem sivi kiiltiirlerin olusturulmasi acisindan
Onem tasimakta, hem de tasarlanan biyoreaktorler ile biiylik Olcekte iiretim

acisindan bir ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Yapilan calismalarda siv1 kiiltiirlerde
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daha yiiksek bir ¢ogaltim katsayist ve daha ¢ok sayida siirgiin elde edilmistir.
Ortalama siirglin uzunluklar1 da yar1 kati kiiltiirlerden daha fazladir. Bununla
birlikte gecici yagmurlama prensibi ile ¢alisan rafli biyoreaktorde, gegici daldirma
prensibi ile calisan rafli biyoreaktore kiyasla raflar arasinda daha homojen bir
iiretim gerceklestirilmistir. Bunula birlikte her iki reaktdrde iiretim sonucunda
raflar arasinda siirgiin ¢ogaltiminda, olusan siirgilinlerin yas agirliklarinda ve elde
edilen siirgiinlerin koklenme ve aklimatizasyon verimlerinde farkliliklar
goriilmiistiir. Elde edilen bulgular arasindaki farklar yapilan tek yonli ANOVA
analizi ile de istatistiksel olarak anlamli bulunmus ve raflar arasinda belirlenen

iiretim sonuglar1 arasinda farklar oldugu gosterilmistir.
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6. ONERILER

Yapilan bu c¢aligma sadece kiraz meyve anaglarinin degil diger sert
cekirdekli meyve anaglarinda da kullanilabilecek otomasyona uygun bir
biyoreaktoér sunmaktadir. Yapilan bu ¢alisma meyve anaglariin klonal ¢ogaltimi
alaninda biyoreaktor tasarim ve optimizasyonu ig¢in yapilacak bir¢ok calismaya

151k tutacaktir.

Devam eden c¢alismalarda tasarlanan ve lizerinde ¢alisilan biyoreaktdrlerin
optimizasyonu lizerinde yogunlasilabilir ve bu sekilde daha iyi sonuglar elde
edilebilir. Yapilacak olan optimizasyon ve Olgek biiyiiltme islemleri ile daha
biliyiik hacimlerde siirgiin tretimi klonal c¢ogaltim siirecindeki maliyetleri

diisiirticti etki gosterecektir.

Reaktorler ile yapilan iiretimlerde raflar arasindaki sonuglarda farkliliklar
gdzlenmektedir. Olgek biiyiiltme islemlerinde raflar daha homojen iiretim yapacak
sekilde tasarlanabilirler veya tek rafli yatay reaktorler dizayn edilebilir. Tek rafh

yatay biyoreaktdrlerin daha fazla alan kaplayacagi unutulmamalidir.

Besin depolama biriminden reaktore beslenen besin ortami beslemenin
olmadig1 dinlenme anlarinda bir filtrasyon sisteminden gegirilerek olasi

enfeksiyon riskleri azaltilabilir.

Yapilacak olan bu ve benzeri tiim ¢aligmalar Tiirkiye’de meyve anaclari
klonal ¢ogaltim sektoriinde maliyetleri oldukca azaltacak ve {ilkemizin diinya

pazarinda da s6z sahibi olmasina yardimci olacaktir.
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