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OZET

TURKIYE’DEKI ENDEMIK SIGLA AGACININ (Liguidambar orientalis Mill.)
GECiCi DALDIRMA SiSTEMi iLE MiKROCOGALTIMININ
ARASTIRILMASI

Ozlem BARAN AYAZ

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Betiil BURUN
Mart 2018, 66 sayfa

Bu calismada Liquidambar orientalis bitkisinin siirgiin ucu kiiltiirii ve yari-kati
ortamlara gore daha az isgiicii gerektiren sivi besin ortaminda periyodik daldirma
sistemiyle mikro¢ogaltiminin arastirilmasi amaclanmistir. Calismada kullanilan L.
orientalis tohumlart Kasim-Aralik aylarinda Koycegiz-Marmaris yoresi sigla
ormanlarindan toplanmigtir. Yiizeysel sterilizasyonun ardindan tohumlar, '
Murahige-Skoog (MS) ortaminda kiiltire alinmigtir. Kiiltiire alinan tohumlarda
%71.25-90 ¢imlenme olmustur. 2 MS ortaminda gelisen 4 haftalik in vitro
fidelerden yari-katt MS ve Woody Plant Medium (WPM) ortamlarinda siirgiin ucu
kiiltiirleri yapilmigtir. Siirgiin ucu kiiltiirlerinde, her iki ortama da bitki biiylime
diizenleyicisi olarak0.2 mg/L 6-benzilaminopurin (BAP) ve 0.05 mg/L Naftalen
asetik asit (NAA) ilavesi yapilmistir. Kiiltiire alinan siirglin uglarinin en iyi geligimi
bitki biliylime diizenleyicisi ilavesiz WPM besin ortaminda olmustur.

Ayrica steril fidelerden 1. nodyumu igeren kisim kesilerek (8-10 mm) WPM sivi
besin ortami i¢eren RITA® biyoreaktor sistemlerinde kiiltiire alinmis ve gegici
daldirma ile gelisimleri aragtlmustir. RITA® kaplarinda eksplantlarin  besin
ortamina 15 dk daldirma siiresinin 6 ve 8 saatte bir periyodik olarak uygulanmasi
arastirilmistir. Sekiz hafta sonra eksplantlarin canlilik yiizdesi, siirgiinlerin boyu ve
RITA® kab: basina siirgiin yas agirhklari tespit edilmistir. 6 saatte 15 dk daldirma
periyodunda canli eksplant yiizdesi ve ortalama siirglin boyu bakimindan daha iyi
sonuglar elde edilmis ve bu daldirma periyodunda minimum bitki boyu 1.5 cm,
maksimum bitki boyu 6 cm olmustur. Sonu¢ olarak L. orientalis tiirliniin gegici
daldirma sisteminde (TIS) c¢ogaltimmin optimize edilmesi amaciyla Oncelikle
eksplantlarin  besin ortamina daldirilma siire ve sikliklarinin daha ayrintili
arastirilmas1 ve ortama ilave edilecek bitki biiylime diizenleyicileri i¢in uygun
kombinasyonlarin belirlenmesi ¢alismalar1 yapilmalidir.



Anahtar Kelimeler: Sigla Agaci (Liquidambar orientalis Miller), Gegici Daldirma
Sistemi (TIS), RITA®, Mikrogogaltim



ABSTRACT

INVESTIGATION OF MICROPROPAGATION OF ENDEMIC SWEETGUM
TREE (Liquidambar orientalis Mill.) THROUGH TEMPORARY IMMERSION
SYSTEM

Ozlem BARAN AYAZ
Master of Science (M.Sc.) Thesis
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. Betiil BURUN
March 2018, 66 pages

In this study, it is aimed to investigate the shoot tip culture of L. orientalis and to
micropropagate through periodic immersion system on liquid medium which requires
less labor than semisolid medium. The seeds of L. orientalis used in the study were
collected from the sweetgum forests of Kdycegiz-Marmaris in November and
December. After surface sterilization, the seeds were cultured on %2 Murahige-Skoog
medium (MS). The cultured seeds were germinated between 71.25% and 90%.
Shoot tips of the four-week in vitro seedlings that grown on %2 MS medium were
cultured on semi-solid MS medium and Woody Plant Medium (WPM). In the shoot
tip cultures, both media were supplemented with 2 mg/L 6-Benzylaminopurine
(BAP) and 0.05 mg/L Naphthaleneacetic acid (NAA) as plant growth regulators. The
highest development of those cultured shoot tips occurred on WPM medium without
the plant growth regulator.

Moreover, the segments (8-10 mm) that include the first nodium of sterile seedlings
were cultured in the RITA® systems of bioreactor which consist of liquid WPM
medium and the development of them was researched with temporary immersion
system. The 15 minutes immersion period as once 6 or 8 hours into nutrient medium
of the explants in RITA® container was researched. After 8 weeks, the height of
shoots, the percentages viability and the fresh shoot weights per each RITA®
container were determined. In a 15 minutes immersion period at 6 hours, in terms of
the percentages of viable explants and average shoot height better results were
obtained, also, in this immersion period, minimum shoot height was 1.5 cm,
maximum shoot height was 6 cm. Consequently, in order to optimize the
micropropagation by the temporary immersion system (TIS) of L. orientalis, firstly
the duration and frequency of immersion of explants into the nutrient medium should
be researched in details additionally the suitable combinations for plant growth
regulators to be added in the medium should be investigated.

Vi



Keywords: Sweetgum (Liquidambar orientalis Miller), Temporary Immersion
System (TIS), RITA®, Micropropagation
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ONSOZ

Tiirkiye igin relikt endemik bir tiir olan Anadolu Siglasi (Liquidambar orientalis
Mill.) aynm1 zamanda ekonomik 6neme sahip bir tiirdiir. Bu tiirtin yayilis alani gesitli
sebeplerle gilin gectikce daralmaktadir. Bu nedenle de sigla tiiriiniin korunmasi ve
cogaltim calismalarinin yapilmasi gerekmektedir. Bu calismada, Anadolu sigla
agacindan alinan eksplantlarin in vitro ortamda gegici daldirma sistemi biyoreaktorii
kullanilarak hizli ve ekonomik bir sekilde ¢ogaltilmasi, bu tiirlin korunmasi ve
tilkemiz ekonomisine katki saglamasi amaclanmistir. Gegici daldirma sistemi ile
sigla agacinin ¢ogaltimi literatiirde bulunmamaktadir. Bu ¢alisma, L. orientalis’in
biyoreaktor sistemi ile in vitro {iretim konusunda yapilacak calismalara 11k
tutacaktir.

Yiiksek lisans tez konumun belirlenmesi, yiiriitilmesi ve yazim asamasinda
yonlendirici katkilariyla her zaman destek olan Damisman Hocam Sayin Prof. Dr.
Betiil BURUN’e, bitki materyali temininde siirekli yardimda bulunan Mugla Orman
Fidanlik Miidiirii Sayin izzet BOLATKIRAN ve ekibine, ayrica galistigimiz sistemin
kullanimuyla ilgili bize katki saglayan Sayin Yrd. Dog. Dr. Ergun KAYA’ya sonsuz
saygi ve tesekkiirlerimi sunarim. Tiim g¢aligmalarim siiresince yanimda olup destek
olan, varligiyla mutlu oldugum sevgili esim Oguz AYAZ ve son laboratuvar
caligmalarimda benimle olan giizel kizim Roza’ya yanimda olduklar1 igin tesekkiir
ederim. Beni bu giinlere getiren, her kosulda yanimda olduklarin1 ve desteklerini
hissettigim sevgili babam Cevdet BARAN ve canim annem Nezahat BARAN’a
sonsuz tesekkiirler. Ayrica tezimi maddi olarak destekleyen Mugla Sitki Kogman
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyon Baskanligma tesekkiirlerimi
sunarim.
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1.GIRIS

1.1. Kapsam ve Amag¢

Daha o6nceki yillarda Hamamelidaceae familyasina dahil edilen Liquidambar cinsi,
bitki taksonomistlerinin son yillarda yaptigi ¢alismalar sonucu (Angiosperm
Phylogeny Group-APG 1II sistemine gore) Saxifragales takiminin Altingiaceae
familyasina dahil edilmistir. Liquidambar cinsi dort farkli tiir ile (Dogu Asya’da iki
tir, Kuzey Amerika’da bir tir, Bati Asya’da bir tir olmak iizere) Kuzey
Amerika’dan Dogu Asya’ya kadar genis bir cografik alana dagilmistir. Bu tiirlerden
Liquidambar acalycina Chang (Chang siglasi) ve Liquidambar formosana Hance
(Cin siglas1) Giiney Cin, Kuzey Kore, Giiney Kore, Tayvan, Laos, Kuzey
Vietnam’da, Liquidambar orientalis Miller (Anadolu siglasi) Giineybati Tiirkiye ve
Rodos’ta, Liquidambar styraciflua L. (Amerikan siglasi) ise Kuzey Amerika’nin
dogusunda yayilis gosterir (Ickert-Bond vd., 2005; Baran-Ayaz vd., 2015).
Liquidambar orientalis (syn. Liquidambar imberbe) (Anadolu siglasi), Dogu
Akdeniz elementi olarak jeolojik liglincli zaman dilimine ait relikt endemik bir
taksondur (Oztiirk vd., 2008). Ulkemizde kuzeyde Cine ¢ayr boyunca, giineyde Esen
cayimin denize yakin kisimlarinda, doguda Silifke ve batida Bodrum dolaylarinda
yayilir. Esas yayilis alam1 Mugla olup 6zellikle Dalaman ve Koycegiz Deltasiyla,
Marmaris ve Fethiye’de kiy1 diizliiklerinde bulunur (Sekil 1.1.). Denizden en uzak
olan ve en yiiksek yayilis yeri Denizli Acipayam’dir (1000 m). Ayrica Denizli’nin
Glinliik cay1 kenarlarinda (400 m), Antalya Aksu vadisi Aksu ¢ay1 kiyilart (100-250
m), Siliftke Goksu nehri boyunca Goéksu vadisinde (450 m) bulunur (Dirik, 1986;
Alan vd., 2014).

Anadolu si8lasi, 151k istegi yiiksek olan bir tiirdiir ve kuzey riizgarlarina kapali, sicak
ve nemli yerlerde yetismektedir (Dirik, 1986). Diizliikklerde, nehir kenari, bataklik
alanlarda ve vadilerde yetisir. Besin maddelerince zengin topraklarda optimum

biiyiime gostermektedir (Dirik, 1986; Prada ve Arizpe, 2008).



Sekil 1.1. Sigla agacinin Mugla bolgesindeki yayilis alanlar1 (Mugla Orman Bolge Miidiirliigii-
Plan Proje Sube Miidiirliigiinden alinmistir, Ocak 2015).

Anadolu siglasinin 6nemi, endemik bir tiir olmasinin yani sira bitkide gdvdenin
yaralanmas1 sonucu meydana gelen °‘sigla yagi’ndan da kaynaklanmaktadir.
Tiirkiye’de Giinliik agaci olarak da bilinen Anadolu sigla agacindan elde edilen sigla
yag1 (balzam) iyi bir antiseptik ve parazit 6ldiiriiciidiir. Pomat ve yaki halinde uyuz
ve mantar gibi cilt hastaliklarinda yararlidir. Mide hastaliklarinin tedavisinde, astim,
bronsit gibi solunum yollarmi tedavisinde de kullanilmaktadir. Sigla yag1 ekonomik
agidan Onemlidir. Amerika ve Tirkiye’deki tiirler fiksator olarak parfiimeride,
kozmetikte ve eczacilikta bazi ilaglarin hazirlanmasinda, ciklet ve tiitiinlerin
kokulandirilmasinda ayrica, sinnamik asit, sinnamik alkol gibi kimyasal maddelerin
dogal kaynag olarak kullanilmaktadir (Oztiirk vd., 2008; Aydingdz ve Bulut, 2014).
Sigla yag1 elde etmek lizere uygulanan gévde yaralanmalar1 agacin zarar gérmesine
sebep olmaktadir. Yerlesim alani ve tarim alani agma gibi bazi nedenlerle de sigla
orman alanlar1 daralmis ve kalitesi bozulmustur (Atay, 1985). Anadolu sigla orman
alaninin 1949°da 6.312 hektar iken, 2014’te yaklasik 2.000 hektara kadar diistiigi
belirtilmektedir. Bu alanin %60’lik béliimii Koycegiz-Dalyan Ozel Cevre Koruma
Bolgesi simirlarinda bulunmaktadir (Ozmen, 2011; Urker, 2014) (Sekil 1.2.).



Sekil 1.2. Sigla (Liquidambar orientalis) ormanindan bir goriiniim (Koycegiz Sigla Ormani, 11
Agustos 2017).

Anadolu siglast 2001 yilinda EUFORGEN (European Forest Genetic Resources
Program) tarafindan degerli yapraklilar (Noble Hardwoods) grubuna alinarak,
Avrupa capmnda korunacak bir tiir olarak kabul edilmistir (Velioglu vd., 2008;
Ozmen, 2011; Oztiirk vd., 2014; Baran-Ayaz vd., 2015).

Liquidambar orientalis tiiriiniin Tiirkiye florasinda var. orientalis ve var. integriloba
olmak {izere iki varyetesi bulunmaktadir. Marmaris, Koycegiz, Fethiye
bolgesindekiler var. integriloba, Mugla-Yatagan, Mugla-Yilanli ve Aydm-Umurlu
bolgesindekiler var. orientalis olarak belirtilmektedir (Velioglu vd., 2008). Anadolu
siglas1 30-35 m yiikseklige kadar biiyiiyen, yaprak doken ve monoik bir agactir. Mart
ayindan Mayis ayma kadar ¢iceklenir, meyve Kasim aymdan Aralik ayma kadar
olgunlasir ve tohumlar riizgarile dagilir. Agag¢ her yil meyve iretir, ancak verimli
agaclar li¢ yilda bir daha tiretkendir. Ekolojik ve ekonomik 6énemi olan bu bitkinin
cogaltilmasi tohum ile olmaktadir (Prada ve Arizpe, 2008). Yumusak odun ¢elikleri
(softwood) ile ¢ogaltilmasinin da miimkiin oldugu (Oztiirk vd., 2008); ayrica asilama
ile iiretimde de %90’ lizerinde basar1 saglandigi belirtilmektedir (Geng ve vd.,
1993’e atfen Parlak, 2012). Bunlara ek olarak Anadolu siglast i¢in yeni bir {iretim
yontemi olarak aga¢ govdelerinde goriilen ur benzeri olusumlar (1-3 cm ¢apinda) ile

tiretilebilecegi ve konunun ayrintili arastirilmasi gerektigi de belirtilmektedir (Parlak,
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2012). Son yillarda birgok bitkideki mikrogogaltim calismalar1 gibi Liquidambar
tiirlerinin de doku kiiltiirii teknikleri ile mikrogogaltimi iizerinde c¢alisilmaktadir

(Surgun ve Biiriin, 2017).

Bitki doku kiiltiirii; aseptik sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki,
hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (apikal
meristem vb.) veya organ (kok vb.) gibi gesitli bitki kistmlarindan (gesitli bitki
kisimlari=eksplant) yeni doku, bitki veya bitkisel {iriinlerin (metabolitler gibi)

tiretilmesidir (Mansuroglu ve Giirel, 2001).

Mikrogogaltim, bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline
sahip bitki kisimlarindan (embriyo, tohum, govde, siirgiin, kok, kallus, tek hiicre ya
da polen tanesi vb.) yapay besin ortamlarinda ve aseptik kosullar altinda yeni
bitkilerin elde edilmesi olarak tanimlanabilir. Mikrogogaltim ayn1 zamanda klonal
cogaltim olarak da bilinir. Bitkilerin uygun hormon, besin ihtiyaclari ve de kiiltiir
istekleri yeterince bilindigi takdirde tiim bitki tiirlerinin mikrogogaltilmasi
miimkiindiir. Bu teknik sayesinde hastaliksiz bitkiler ve kiiltiir sirasinda meydana
gelen somaklonal varyasyondan dolayr yeni gesit ve genotipler elde edilebilmekte
ayrica, diger tekniklere gore daha kisa kiiltiir siiresi ile daha az anag¢ kullanilarak
daha yiiksek iiretim saglanabilmektedir. Doku kiiltiirii ile bitkilerin ¢ogaltilmasi
pahali olmasina karsin, is giiciinii azaltan otomasyon ve robotizasyon teknikleri
kullanildiginda, kisa siirede fazla sayida bitki ekonomik olarak iiretilebilmektedir

(Mansuroglu ve Giirel, 2001).

Doku kiiltiirii  tekniklerinde genellikle yari-katt  (semi-solid) besin ortamlari
kullanilmaktadir. Yapilan caligmalarda yari-kati besin ortami iizerinde yetistirilen
eksplantlarin belirli bir siireden sonra agar varligindan dolayr kararmaya basladig:
goriilmistiir. Bu nedenle de yari-kat1 ¢ogaltim ortamlari bitki materyalinin periyodik
olarak yeni besiyerine aktarimini (alt kiiltiir) gerektirmektedir (Kitto, 1997). Bu
aktarmalar sirasinda kontaminasyon riski ¢ok yiiksektir. Ayrica bitkilerin ticari
amagla seri tiretimleri i¢in gerekli otomasyon saglanamadigindan iiretim maliyeti de
artmaktadir (Ozden-Tokatli vd., 2007). Buna karsin siv1 (likit) kiiltiir sistemlerinde
yapilan mikrogogaltim g¢alismalari, jellestirici ajanlarin kullanildig1 kat1 ortamdaki

mikrocogaltim c¢alismalar1 ile karsilagtirildiginda, kontaminasyon riskinin ve
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maliyetin daha diisik oldugu uygulamalardir (Etienne ve Berthouly, 2002). Bu
nedenle de sivi ortamda yapilan mikrogogaltim ¢alismalar1 ticari amagh
mikrogogaltim i¢in daha fazla tercih edilmektedir. Siv1 ortamdaki in vitro kiiltiirlerin
avantajlarmin yaninda genellikle asfiksi (asphyxia-havasiz kalma, havasizliktan
bogulma), su ile kaplanmig goriiniim-camsilagsma (hyperhydricity-vitrification) ve
kompleks bir ekipmana gereksinim duyulmasi gibi teknik sorunlar da goriilmektedir.
Sivi ortamdaki kiiltiirlerin bu dezavantajlarini azaltan gegici daldirmaya dayali yeni
bir kiiltlir teknigi gelistirilmistir (Teisson ve Alvard, 1995). Gegici daldirma, sivi
ortamdaki in vitro kiiltiirlerdeki s6z konusu sorunlar1 gideren bir tekniktir (Teisson
vd., 1996).

Tisserat ve Vandercook (1985), periyodik olarak bosaltilan ve daha sonra taze ortam
ile yeniden doldurulan bir sistem tasarlamiglardir. Aitken-Christie ve Davies (1988),
bitkinin agarli ortamdaki kiiltiirinden sonra sivi ortama aktarilmasi seklinde yari
otomatik bir kiltiir sistemi gelistirmislerdir. Simonton ve arkadaglar1 (1991),
belirlenen bir zamanlamaya gore, sivi bitki kiiltiir ortamina uygulanan
programlanabilir bir mikrogogaltim cihazi gelistirmislerdir. Daha sonra Alvard ve
arkadaslar1 (1993) tarafindan bitki cogaltimi i¢in gegici daldirma sistemi tarif
edilmistir. Ticari ismi RITA® olan bu sistem, cesitli bitki tiirlerinde basariyla
kullanilmis ve ¢ogalma oraninda 6nemli bir artis saglamistir (Lorenzo vd., 1998;

Baran-Ayaz vd., 2017).

Bu tez calismasinda, gecici daldirma sisteminin bu 6zellikleri gozoniline alinarak
bolgemizde yetisen ve endemik bir tlir olan sigla agacimin bu teknik ile

mikrogogaltiminin aragtirilmasi amaglanmistir.

1.2. Kaynak Ozetleri

1.2.1. Gegici daldirma sistemi biyoreaktorleri

Gegcici daldirma sistemi biyoreaktorleri ilk defa Haris ve Mason (1983) tarafindan

gelistirilmis ve sistemin ilk ¢izimi sekil 1.3’te verilmistir. ilk basarili bitki
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Sekil 1.3. Gegici daldirma sisteminin farkl bilesenlerini gosteren diyagram (Jimenez vd., 1999)

(1) Hava kompresérii, (2) Gii¢lendirilmis PVC boru sistemi (¢ap: 10 mm), (3) Basing diizenleme
istasyonu, (4) Ug¢ yonli selenoid elektrovalf, (5) Programlanabilir zamanlayici, (6)
Otoklavlanabilir silikon tiip (cap: 6 mm), (7) Sterilizasyon filtresi (0.22 um, Mmidisart 2000,
Sartorius AG) (8) Kiiltiir sisesi, (9) Besin ortami rezervuar kabi.

rejenerasyonu Solanum tuberosum ve Coffea arabicani’nin somatik embriyolarindan
elde edilmistir (Etienne ve Berthouly, 2002). Bitki mikrogogaltim1 i¢in tanimlanan
gecici daldirma sistemleri 4 kategoride toplanmistir. Sistemin isleyisine gore: yan
yatmig ve sallanan makineler; Bitki materyalinin tamamen daldirilmas1 ve besin
ortaminin  yenilenmesi; Kismi daldirma ve sivi besin ortamini yenileme
mekanizmasi; Sivi ortamin pnomatik siirtislic  transferi ile besin ortamimin
yenilenmesi olmadan tamamen daldirma seklindedir (Etienne ve Berthouly, 2002).
Bakteri Kkiiltiirleri i¢in gelistirilen biyoreaktorler mikrogogaltim i¢in uygun
bulunmamistir. Bakteri kiiltiirii i¢in gelistirilmis olan ve kabarcikla havalandirilan
biyoreaktorlerde, bitki hiicrelerinin  hassasiyeti nedeniyle mekanik hasar
olugsmaktadir. In vitro kiiltiirlerde sivi ortamin avantajlari nedeniyle mikrogogaltimda
stvi ortamlarin  kullanilmasi igin sis biyoreaktorler gelistirilmis ayrica, agarl
ortamdaki kiiltiirlere sivi ortam eklenmesi veya duragan sivi ortam kiiltiirlerinde
bitkileri desteklemek i¢in kagit koprii, selilloz blok veya siingerler gibi kiiltiir

desteklerini igeren bazi prosediirler de gelistirilmistir. Ancak, mikrogogaltim igin



gecici daldirma, yani bitkiler ile besin ortami arasinda gegici temas, sivi ortamdaki
stirekli temastan daha fazla tercih edilmistir ve sis biyoreaktorlerine benzer bir ilkeye

dayali olarak gecici daldirma biyoreaktorleri kullanima sunulmustur (Etienne ve

Berthouly, 2002).
1.2.1.1.RITA® sistemi

RITA® (Otomatik gecici daldirma kabu), in vitro bitki kiltiirleri icin TIS (Temporary
Immersion System) (CIRAD, dagitimcit VITROPIC, Fransa) gelistirilmistir. Sistem,
iki bolmeli otoklavlanabilir tek bir polipropilen kaptan (500 ml) olusmaktadir
(Georgiev vd., 2014). RITA® biyoreaktorleri, kafes destekli bir tepsiyle merkeze
monte edilmis, bir plastik boruyla ayrilmis, iist bolmede bitki materyali ve asagida
besin ortamini depolayan iki bolmeli bir kaptir. Alt bolmeye uygulanan basing,
besleyici ortami bir iist bolmeye itmekte ve bitkiler basing uygulandigi siirece
daldirilmaktadir. Daldirma siiresi boyunca, bitkiler nazikg¢e karistiriimakta ve
aparatin lst kismindaki ¢ikistan basincin ¢ikmasi ile kiiltiir kab1 igindeki atmosfer

yenilenmektedir (Fedakar vd., 2012) (Sekil 1.4.).

RITA sistemi, dzellikle yavas kurutulma kosullart sunmak i¢in iyi yapilandirilmistir
(Murch vd., 2004). Bitki materyali {ist bolmedeki bagil nem ile kiiltiir edilebilmekte
ve bu alt bolmeye yerlestirilen doymus fizyolojik serum tipi ¢ozelti ile kontrol
edilebilmektedir (Etienne ve Berthouly, 2002).

RITA® TIS’in avantajlari, basit ve giivenilir olmasi, aparatlar i¢in saglam bir
(kompakt) alan, ¢ogaltma amagl kiiltiire alinan bitki materyali i¢in sivi ortamin
tamamen ayrilmasiyla yeterli bagil nem seviyesinin desteklenmesi ve kullanim
kolayligidir. Bu sistemin baslica dezavantajlari, besin ortamimin yenilenmemesi ile
giiclii bir havalandirma ve CO; ile zenginlestirme segeneklerinin olmamasidir

(Georgiev vd., 2014).



Sekil 1.4. RITA® sisteminin teknolojik tasarim ve ¢calisma prensibi (http://vitropic.pagesperso-
orange.fr/rita/en/fonction.htm).

(1) Bitkiler poliiiretan kopiik bir disk iizerine yerlestirilmistir. (2) Membran filtreden steril
olarak igeriye itilen yiiksek basinch hava alt bolmeye ulasir ve sivi ortami, bitkilerin bulundugu
iist bolmeye dogru hareket ettirir. (3) Steril bir hava akimi, sivi ortamm durmadan calkalayip
oksijen vererek Kkiiltiir kabi icindeki havay1 yeniler. (4) Hava akisi durduruldugunda, kabin her
iki bolmesindeki basin¢ ayarlanir ve sivi ortam yercekimi ile kabin tabanina geri doner. Bitkiler
kilcal ¢ekim ile ince bir film tabakasi ile ortiilii kalir.

1.2.1.2. Twin-Flask (BIT) sistemi

Ik gelistirilen TIS lerden biri olan Twin-Flask sistemi (ikiz siseler sistemi), temelde
bir U borusu (cam veya plastik) veya bir silikon tiip ile birbirine baglanan iki kaptan
(genis agizhi siseler veya kavanozlar) olusmaktadir. Kaplardan biri kiiltiir haznesi
islevi goriirken (kiiltiir kabi), digeri besin ortami depolama tanki olarak
kullanilmaktadir (Georgiev vd., 2014). Pnomatik olarak ¢alisan gecici bir daldirmay1
saglamanin en kolay yolu, sekil 1.5.’te goriildiigii gibi 250 ml’den 10 L’ye kadar iki
cam veya plastik sisenin tiip ile birbirine baglanmasi ve diger alict i¢ine besin

ortamini itmek i¢in asir1 basing uygulamaktir (Etienne ve Berthouly, 2002).


http://vitropic.pagesperso-orange.fr/rita/en/fonction.htm
http://vitropic.pagesperso-orange.fr/rita/en/fonction.htm

Sekil 1.5. Twin-Flask sistemi tasarim ve ¢alisma prensibi (Georgiev vd., 2014).

(A) Duragan faz, (B) Siv1 ortamn, asir1 basing ile depolama tankindan Kkiiltiir kabina itilmesi,
(C) Daldirma fazi, (D) Asir1 basing ile besin ortaminin depolama tankina geri donmesi.

BIT sisteminin tasarimi basit, glivenilir ve kullanim1 kolaydir. Ayrica diisiik maliyeti,
sterilitenin uzun siire korunabilmesi ve yaygin erisilebilirligi de avantajlar1 arasinda
sayilabilir. Twin-Flask sistemlerinin en biiyilk dezavantajlarindan biri kapsamli
otomasyonudur (zaman saati ve iki-ii¢ yollu selenoid valf ihtiyact olmasi). Ayrica
besin ortamini yenileme ve havalandirma segeneklerinin olmamasidir. Twin-Flask
sistemleri bitki fidelerinin, siirgiinlerin, nodal tomurcuklarin ve embriyo kiiltiirlerinin

cogaltilmasinda basariyla kullanilmistir (Georgiev vd., 2014).

1.2.1.3. Ebb-and-Flow sistemleri

Ebb-and-Flow (Gel-git akighh sistem) sistemleri Twin-Flask sistemlerinin
basitlestirilmis bir modifikasyonu olarak tanimlanabilir (Sekil 1.6.). Sistem, bir
kiiltiir bolmesi olarak islev goren genis agizl biiyiik bir kap ve ortam depolama tanki
olarak islev goren daha kiiciik bir kap olmak {izere iki kaptan olusmaktadir. Her iki
kap da taban kisimlarinda bulunan harici baglanti noktalar: ile birbirlerine
baglanmistir. Biiylik kap, bitki eksplantlarinin poliiiretan kopiik destegine

yerlestirildigi kiiltiir odasidir. Poliiiretan destek duragan faz boyunca yeterli nemin
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Sekil 1.6. Gel-Git akish (Ebb&Flow) sistem (https://gardenculturemagazine.com/techno-
gardens/hydroponics/what-is-hydroponics-top-5-technigues/)

(%85-90) korunmasini ve daldirma fazi siirecinde ise hava gegislerini saglamaktadir.
Daha kiigiik olan kap, besin ortami depolama tankidir ve kiiltiir bolmesinin altina

yerlestirilmistir.

Ebb-and-Flow sistemlerinin avantajlari; basit ve giivenli yapisi, basitlestirilmis
otomasyon ve daha diisiik enerji girdisi olarak belirtilmistir. Kiiltiir kabindaki
diizensiz 151k dagilimi, havalandirma ve CO; ile zenginlestirme secgeneklerinin
olmamas1 sistemin baslica dezavantajlar1 arasinda sayilmaktadir (Georgiev vd.,

2014).
1.2.1.4. Termo-Foto biyoreaktor TIS

Bu TIS biyoreaktorii yalnizca Antarktik ¢imeni (Antarctic) (Deschampsia antarctica
E. Desv.)’nun mikrocogaltimi ve sekonder metabolit iiretimi i¢in gelistirilmistir.
Biyoreaktor, paslanmaz celik baglanti yerleri ve borularla birbirine bagli olan 1siya
dayamkli iki cam kaptan olusmaktadir. Ust bolim kiiltir odasi olarak
kullanilmaktadir. Sicakligin hassas kontrolii igin {ist kapaga monte edilmis bir su
kab1 vebir UV 1s1k kaynagi ile donatilmistir. Bitki materyali, kiiltiir odasinin igine
yerlestirilmis paslanmaz gelik bir ekran ile desteklenmektedir. Alt bolme ise besin

ortami depolama tanki olarak kullanilmaktadir. ki harici baglanti noktas1 dizayn
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edilmistir; tstteki hava temini i¢in, digeri de ortamin ve orneklerin doldurulmasi igin

kullanilmaktadir (Sekil 1.7.).

Termo-foto biyoreaktorlerin baglica avantajlari, UV 1sm1 ve sicakligin hassas
kontrolii igin segenekler sunmasidir; bu ekstermofil bitkilerin (extremophile plants)
yetistirilmesi i¢in ¢ok Onemlidir. Bununla birlikte, karmagik ve pahali yapist bu
tasarimin baslica tartisma konusu olmaktadir. Termo-foto biyoreaktorleri gibi ayni
prensiple calisan, cam siseler veya NALGENE filtrasyon sistemleri kullanilarak
diisiik maliyetli bir TIS de gelistirilmistir. Georgiev ve arkadaslari (2014), TIS’lerin
hicbirinin termo-foto biyoreaktorlerin sahip oldugu hassas sicaklik kontroli ile

rekabet edecek diizeyde olmadigini sdylemektedirler (Georgiev vd., 2014).
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Sekil 1.7. Termo-Foto biyoreaktor sistemi ve calisma prensibi (Georgiev vd., 2014).

(A) Duragan faz, (B) Sivi ortamun Kiiltiir odasina itilmesi, (C) Daldirma periyodu, (D) Hava
kaynagi durduktan sonra besin ortamunmin yercekimi etkisi ile depolama tankina donmesi.
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1.2.1.5. Hybrid Ebb-and-Flow

Doymus boru seklindeki konvektif akisli hibrit gel-git sistemi, yalnizca yiiksek
yogunluklu sacak kok Kkiltirleri igin gelistirilmistir (Sekil 1.8.). Bu sistem,
inokiilasyondan sonraki ilk giinlerde kabarcik kolonu olarak islev géren bir hibrit
biyoreaktoriidiir ve daha sonra anahtarlar yardimi ile Twin-Flask sistemi olarak
calistirilmaktadir. Kabarcik kolonu olarak baslangig islemi, gilivenli tiniform bir
dagiim ve transforme edilen (doniistiiriilen) sacak koklerin immobilizasyonu
(sabitlestirilmesi) igin gereklidir. Bu sabitlestirme islemi gegeklestikten sonra,
reaktor Twin-Flask sistemi olarak c¢aligmaya baglar. Peristaltik pompa, besin
maddesini depolama tankindan kiiltiir bolmesine aktarmada ve tersi seklinde kiiltiir
bélmesinden depolama bdlmesine aktarmada kullanilir. Kullanilan besin ortami hava
ile dnceden doyurulmustur, bu nedenle yogun olarak biiyiiyen koklerin ¢ok i¢

bolgelerine kadar oksijen saglayabilir (Georgiev vd., 2014).
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Sekil 1.8. Hibrit gel-git akigh sisteminin tasarin ve ¢calisma prensibi (Georgiev vd., 2014).

(A) Doniistiiriilmiis tiiy kokleri diizgiin dagitilip hareketsiz hale gelene kadar kabarcik kolon
modunda ¢alismasi, (B-E) Twin-Flask sistemine benzer sekilde gecici daldirma modunda
calismasi.
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Bu hibrit biyoreaktoriin baslica avantaji, yliksek yogunluklu kok kiitlelerinin kiiltiirii
boyunca oksijen transferinin iyilestirilmis olmasidir. Baslica dezavantajlari, karmasik
tasarim, karmasik calisma diizeni, yalnizca kok kiiltiirleri ile sinirli kullanim, sabit
(immobilize olan) kdk biyokiitlelerinin hasatinin zorlugu olarak siralanmaktadir

(Georgiev vd., 2014).
1.2.1.6. Kabarciklarla daldirma biyoreaktorii

Kabarciklarla daldirma biyoreaktorii (BIB-Bioreactor of Immersion by Bubbles), sivi
ortam yerine kopilik iizerine yayilmis eksplantlarin gecici daldirilmasina dayanan
tamamen yeni bir kiiltiir sistemidir. Sistem, mikro goézenekli (170-220 pm por
genisligi) bir plak tarafindan c¢apraz olarak iki bélime ayrilmis tek bir cam
silindirden olusmaktadir (Sekil 1.9.). BIB ticari olarak Brezilyada 1.5 L o6lgekli
retilmektedir. Son arastirmalar, BIB’nin ¢ay agaci (Melaleuca alternifolia) ve
orkidenin (Oncidium leucochilum) ¢ogaltilmasinda RITA® TIS den daha iyi bityiime

ve eksplant basina daha fazla sayida siirgiin sagladigin1 gostermektedir.

t

Sekil 1.9. Kabarcik sistemi ile daldirma biyoreaktoriiniin tasarim ve ¢calisma prensibi
(Georgiev vd., 2014).

(A) Maruz kalma periyodu; (B) Daldirma periyodu. Hava verilir ve kopiik olusur. Eksplantlar,
kabarcik formdaki Kkiiltiir ortamina batirihir. Havalandirma durdugunda, sivi drenajindan
dolay1 kopiik yogunlugu zamanla azalir ve eksplantlar gaz ortamina maruz kalir.
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Ayrica basit yapisi, bilylime odas1 alanindan daha iyi yararlanma, diisiik stres ve daha
iyi gaz aligverisi de sistemin avantajlar1 arasinda bulunmaktadir. Sistemin
dezavantajlari, besin ortaminin yenilenememesi, giiglii havalandirmanin ve CO; ile
zenginlestirmenin olmamasi ve pahali olusudur. Bununla birlikte, besin ortaminda
Tween 20 (deterjan) bulunmasi ve ayni1 zamanda sivi drenajinin uzun zaman almasi

bazi hassas bitki tiirlerinin ¢ogaltimi1 i¢in BIB uygulamasini kisitlayabilmektedir

(Georgiev vd., 2014).

1.2.1.7. Rocker sistemi

Sallanma hareketli bu sistemin kiiltiir kaplar1, otoklavlanabilir seffaf polikarbonattan
tiretilmistir. Genis yan agiz acikligi dikdortgen seklinde olup, i¢inde membran filtre
bulunan genis vidali bir kapakla kapatilmistir. Calkalama (rocker) sistemlerinde,
kiiltiir kaplarini belirli bir acida egmek i¢cin mekanik bir platform kullanilmaktadir;
bdylece besin ortami, kiiltlir kabinin bir ucundan digerine ve tam tersi sekilde hareket

etmektedir (Sekil 1.10.) (Georgiev vd., 2014).

Bu sistemin en biiyiik avantaji, bir raf lizerine ¢ok sayida kiiltiir kabinin
yerlestirilebilir olmas1 ve ek bir havalandirma baglantis1 gerektirmemesidir. Ayrica,
iist boslugun nemi koruyabilmesi, 1518a kolay erisim, biiylik 6lcekli iiretimler i¢in
kullanirmimin kolay olmasi da avantajlar1 arasinda sayilmaktadir. Sistemin
dezavantajlar1 arasinda elektromanyetik olarak egim platformlarini gerektirmesi,
bliylime odasinda fazla yer kaplamasi, eksplantlarin sivi ortamdan tamamen
ayrilmamasi, besin ortaminin yenilenememesi ve yiiksek enerji maliyeti sayilabilir

(Georgiev vd., 2014).
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Sekil 1.10. Rocker TIS’in teknolojik tasarimi (Georgiev vd., 2014).
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1.2.1.8. Rotating Drum Bioreactor sistemi

Doner tambur sistemi, bir makara tertibati ve lizerine uzanan otoklavlanabilir bir
plastik veya cam siseden olugsmaktadir (Sekil 1.11.). Eksplantlar1 desteklemek ig¢in
siseye, paslanmaz celik bir ag veya poliliretan bir kopiik yerlestirilmistir. Makara
aparati diisitk hizda dondiigiinde, sabitlestirilmis olan eksplantlar periyodik olarak
besin ortamina daldirilmakta ve hava ortamina (besin ortamindan ¢ikarilarak) maruz

birakilmaktadir.

Doner tambur sisteminin avantajlari, basit bir yapt olmasi, diisiik yatirnm maliyeti,
iist boglukta nemin korunmasi ile embriyo, siirgiin ve sacak kok kiiltiirleri igin uygun
olmasidir. Doner platform gerektirmesi, daldirma ve maruz kalma siirelerinin
kontrollii olmamasi, biliylime odasinda fazla yer kaplamasi, eksplantlarin sivi
ortamdan tamamen ayrilmamasi, hava degisimi ve CO; ile zenginlestirmenin
olmamasi vebesin ortaminin yenilenememesi sistemin baslica dezavantajlari arasinda

sayilmaktadir (Georgiev vd., 2014).
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Sekil 1.11. Déner tamburlu biyoreaktor sisteminin teknolojik tasarimi (Georgiev vd., 2014).
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1.2.2. Diisiik maliyetli ve tek kullanimlik biyoreaktorler

TIS ekipmanlan igin Oncelikle yatirim maliyetlerini azaltmak, yer ve emekten
tasarruf etmek amaglanmis ve son yillarda gelistirilen baz1 TIS ekipmanlari piyasaya
stiriilmiistiir. Hepsinin ortak 6zelligi basit tasarimli, ucuz ve degistirilebilir plastik
unsurlar olmalaridir. Sistemlerin tek kullanimlik birka¢ ¢esidi de bulunmaktadir
(Sekil 1.12.) (Georgiev vd., 2014).
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Sekil 1.12. Diisiik maliyetli ve tek kullamimh biyoreaktorlerin teknolojik tasarimlari (Georgiev
vd., 2014).

(A) RALM biyoreaktorii, (B) Setis gecici daldirma biyoreaktor sistemi, (C) PLANTIMA sistemi,
(D) PLANTFORM biyoreaktorii, (E) Box-in-Bag ve (F) WAVE biyoreaktorii

Biyoreaktor RALM Brezilya’da iiretilmis bir TIS ¢esididir ve Twin-Flask sistemine
gore c¢aligmaktadir. PLANTIMA Tayvan’da tretilmistir ve bitki c¢ogaltimi igin
kullanilan, RITA® ilkesine benzer sekilde calisan kiiciik hacimlibir TIS sistemidir.
RITA® sisteminin calisma ilkesini kullanan baska bir TIS, PLANTFORM

biyoreaktoriidiir.

Box-in-Bag iseEbb-and-Flow prensibi ile ¢alisan tek kullanimlik bir TIS dir. WAVE
biyoreaktorii, onceden sterilize edilmis tek kullanimlik kiiltiir posetlerini igeren,

mekanik olarak sallanan bir platformdur (Georgiev vd., 2014).
1.2.2.1. Optima biyoreaktorler

Maksimum 10 L kapasiteye sahip olan Optima biyoreaktorleri mekanik olarak
sallanarak karigtirma ve oksijen aktarimini saglamak i¢in 6zel bir dis platform (Sekil
1.13.) tarafindan ¢alkalanmaya dayanmaktadir. Bu kiiltiir kab1 ayn1 zamanda, kap ve
cevre arasindaki gaz transferinde daha fazla esneklik saglamaktadir (Fedakar vd.,

2012).
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Sekil 1.13. Optima biyoreaktorii (Fedakar vd., 2012).

1.2.2.2. Growtek biyoreaktorler

Growtek olarak adlandirilan tek kullanimlik otoklavlanabilir biyoreaktdr kabinda
silikon membran olarak yan bir boru bulunmaktadir. Sekil 1.14.’de gosterildigi gibi

bu silikon yan tiip ile ortam igerigini bozmadan degisiklik yapilabilir.

Sekil 1.14.Growtek biyoreaktorii (http://plant-biotechnology.tripod.com/ssi/growtek.htmi#).
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Yani besin ortami ilavesi ya da besin ortaminin bosaltilmasi saglanmakta, bu sayede
de bitki doku Kkiiltiiriiniin tiim asamalar1 (aseptik tohum c¢imlenmesi ve gegici
daldirma ile gelisim) bir kap i¢inde tamamlanabilmektedir (Fedakar vd., 2012;
http://plant-biotechnology.tripod.com/ssi/growtek.html#). Ayrica besin ortamindaki
katilastirict maddelerin ortadan kaldirilmasi ile toplam maliyetin %75’1 ve
katilagtiricilardaki ~ yabanct  maddelerden  kaynaklanan  biiyiime  sorunlar
giderilmektedir. Uygun gap ve yiikseklik (¢cap X yiikseklik: 100 X 150 mm) bitkilerin
daha uzun stire biiylimesine yardimet olabilir (http://plant-
biotechnology.tripod.com/ssi/growtek.html#)

1.2.2.3. Setis biyoreaktérler

Setis sistemi Belgika’da iiretilmis olup Ebb-and-Flow TIS sistemi ile benzer sekilde
caligmaktadir (Georgiev vd., 2014). Daha 6nce de belirtildigi gibi TIS teknolojisi,
bitki materyalinin kisa siireli ve diizenli araliklarla biiylime ortamina daldirilmasi
ilkesidir. Bu daldirmalar bitkilerin besin maddelerini almasi igin yeterlidir (Fedakar
vd., 2012). Setis biyoreaktorlerin ¢alisma mekanizmasi; duragan faz (Sekil 1.15a),
daldirma faz1 (Sekil 1.15b), tahliye asamasi (Sekil 1.15¢) ve havalandirma fazi (Sekil
1.15d) olmak iizere dort asamadan olusmaktadir (Sekil 1.15.) (http://www.setis-

systems.be/about/about-setis/).

Sekil 1.15. Setis biyoreaktorlerinin tasarimi ve calisma prensibi (http://www.setis-
systems.be/about/about-setis/).
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Duragan fazda (a), basing ile hava saglanmamakta, besin maddeleri gaz ortaminda,
ortam kabinda ve bitki materyalinde kalinti olarak bulunmaktadir. Biyoreaktor
cogunlukla bu evrede tutulur. Daldirma fazinda (b), besin ortamim ist kiltiir
boliimiine aktarmak ic¢in sikistirilmis hava ortam kabina verilmektedir. Bitki
materyali sivi bir ortamda kalir ve besin alimlar1 gergeklesir. Bosaltma asamasinda
(c), biiytime ortami yerg¢ekimi kuvvetleri tarafindan besin ortami bdlmesine geri
donmektedir. Havalandirma fazinda (d) ise ortam igindeki havanin yenilenmesi i¢in

sikistirilmis hava kiiltlir kabina verilmektedir (Fedakar vd., 2012; http://www.setis-

systems.be/about/about-setis/).

1.2.3. Geleneksel mikrogogaltim teknikleri ile yari-kati ve sivi ortam Kiiltiirleri

Geleneksel ¢ogaltim teknikleri segilen ¢cogaltma materyallerinin klonlanmasi tizerine
cesitli avantajlar sunarken, mikrogogaltim maliyetli ve dngdriilemeyen problemlerle
karsilagilan bir iiretim teknolojisi olabilmektedir. Yari-kati ortamdaki kiiltiirlerde,
bitki dokularinin aseptik olarak ¢ikarilmasi el ile yapilmakta ve ¢ok sayida kiigiik kap
kullanilmaktadir. Bitkilerin yari-kati ortamda mikrogogaltiminda, belli bir siire sonra
ortamdaki besinlerin tikenmesi nedeniyle (genellikle 4-6 haftadan sonra) alt kiiltiirler
ile bitkisel materyalin taze ortama periyodik transferi gerekmektedir. Ayrica,
kiiltiirde stirekli ve hizli bir sekilde doku biiylimesi ve ¢ogalmasi, kiiltiir kabinin
boyutu ile siirli olmaktadir. Kisaca agarl kiiltlirler otomasyonu zorlagtirmaktadir.
Siis bitkileri, meyve agaclari gibi bitkilerde ¢ok yiiksek bir birim degeri ile yiiksek
tiretim maliyetleri, genel olarak mikrogogaltimin ticari kullanimini sinirlamaktadir.
Isgiicii genel {iretim maliyetlerinin %40-60’1n1 olusturmaktadir. Materyali kiiltiir
ortamimna yerlestirme mikrogogaltimin en pahali kismi olmaktadir. Dokularin
transferi, isin 6nemli bir pargasi ve en teknik kismidir. Ayrica temizleme, doldurma
ve tasima i¢in de ¢ok sayida kap kullanilmaktadir. Diger biiylik maliyetler,
iklimlendirme sirasinda siirgiin ve kok hiperhidrisitisinden kaynaklanan kayiplardir
(Etienne ve Berthouly, 2002). Siv1 kiiltiirlerde yapilan mikrogogaltim ¢aligmalarinda
ise en ¢ok karsilagilan zorluklardan biri, bitki eksplantlarinin siirekli sivi ortamda
bulunmasindan kaynaklanan ve govde cogaltimini azaltan vitrifikasyon sorunudur.

Bu nedenle son zamanlarda, bitki eksplantlarinin siirekli siv1 i¢inde kalmas1 yerine
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periyodik olarak sivi igerisine daldirilmasimi saglayan gegici daldirma biyoreaktor
sistemleri gelistirilmistir. Bu sistemler otsu ve odunsu bitkilerin kitle ¢ogaltimi igin

basartyla kullanilmaktadir (Ozden-Tokath vd., 2007).

1.2.4. Gegici daldirma sistemlerinin avantajlar

Bitki mikrogogaltiminda sivi kiiltiir sistemleri ¢ok daha uygun kiiltiir sartlar
saglayabilmekte, sterilizasyon mikrofiltrasyonla miimkiin olmakta, besin ortam: kap
degistirmeden kolayca yenilenebilmekte ve bir kiiltiir periyodundan sonra kap
temizligi c¢ok daha kolay olmaktadir. Yari-kati ortamlardaki kiltiirler ile
karsilastirildiginda, ¢ok daha biiyiikk kaplar kullanilabilmekte ve aktarim siireleri
azaltilmaktadir. Bircok tiirden bitki dokular1 yari-kati ortama gore sivi ortamda daha
iyi gelismistir. Ornegin, seftalide (Prunus persica L.) daha ¢ok sayida siirgiin,
bugday (Triticum aestivum) ve pamukta (Gossypium hirsitum) daha fazla somatik
embriyo iretilmistir. Somatik embriyogenez organogenez ile karsilastirildiginda,
daha az emek isteyenbir biyoreaktor protokoliidiir. Aitken-Chtistie ve Jones (1987)’a
gbre organogenez otomasyonu i¢in bir kiiltlir sistemindeki siirgiinler ya da somatik
embriyolar, transfer edilmeden once uzun bir siire ayn1 kap iginde iretilmelidir.
Boylece bitki gelisimi ve iklimlendirme i¢in siirgiin ya da somatik embriyolar uygun
bir sekilde elde edilebilmektedir (Etienne ve Berthouly, 2002).

Mikrocogaltimda, mikroyumru olusturma ve somatik embriyogenez igin gegici
daldirmanin (TIS’in) olumlu etkileri belirtilmektedir. Daldirma siiresi veya frekansi,
sistemin verimliligi igin en belirleyici parametredir. Ayrica, esas olarak besin ortami
hacmi ve kiiltiir kab1 hacminin optimizasyonu 6zellikle siirglin ¢ogaltimi igin ¢ok
onemli olmaktadir. Gegici daldirma genellikle bitki materyalinin kalitesini
artirmakta, bu da siirgiin giliciiniin artmas1 ve morfolojik olarak normal somatik
embriyolarin frekansinin artmasi ile sonuglanmaktadir. Sivi ortamin sebep oldugu
hiperhidrisiti durumu, kiltirt ciddi bir sekilde etkiler, ancak bu ge¢ici daldirma
kiiltiir sistemleri ile ortadan kaldirilabilir ya da daldirma siirelerinin ayarlanmasi ile
kontrol edilebilir (Etienne ve Berthouly, 2002). Gegici daldirma, kat1 ve sivi kiiltiir
avantajlarim1 bir araya getirmektedir. Kat1 kiiltiirler havalanma saglar ancak, besin
ortami ile tam temas saglamaz. Sivi kiiltir ortamu ise etkili bir besin alimina izin
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verir ancak, siklikla hiperhidrisiti goriiliir. Oysa otomatik gegici daldirma sistemleri
ile yapilan mikrogogaltim g¢alismalarinda hiperhidrisitiye rastlanmamustir (Escalona
vd., 1999). Ayrica gegici daldirma ile ¢ogaltilan bitki materyallerinin iklimlendirme
asamas1 0a, yari-kat1 ya da sivi ortamda elde edilen materyallerdekinden daha iyi

sonug¢ vermektedir (Etienne ve Berthouly, 2002).

Geleneksel tekniklerle mikrogogaltim, yogun emek isteyen bir yontemdir
(Mansuroglu ve Giirel, 2001). Paek ve arkadaslar1 (2005), klonal ¢ogaltimda
modifiye hava asansoriinii kullanarak, kabarcik kolon biyoreaktorleri (balon tipi bir
kabarcik biyoreaktoril) ile daha az emek ve diisiikk maliyet saglamislardir. Siirgiin,
tomurcuk kiimeleri ve somatik embriyolarin ¢ogaltimi igin ge¢ici daldirma
sistemlerini 6nermislerdir. Biyoreaktorlerin basit tasarimi, modiiler ve bagimsiz
dogasi, kullanim kolayligi ve transferler igin gerekli isgiiciinii azaltmalar

mikrogogaltimin maliyetini diistirmektedir (Akula vd., 2000; Robert vd., 2006).
Uretim maliyetlerinin azaltilmasindaen etkili parametreler sunlardir:

1. Is giiciinde ciddi bir azalma;

2. Raf alaninda azalma;

3. Kullanilan kaplarin sayisinda azalma;

4. Daha tstiin biyolojik verimlilik (Akula vd., 2000; Etienne ve Berthouly,
2002; Georgiev vd., 2014).

1.2.5. Biyoreaktorler ile mikrocogaltim

Liquidambar cinsinde biyoreaktorler ile herhangi bir mikrogogaltim c¢alismasina
rastlanmamistir. Ancak gerek odunsu gerek otsu diger bazi bitkilerde biyoreaktorler
ile yapilan pek cok mikrogogaltim c¢aligmast bulunmaktadir. Gegici daldirma

sisteminin kullanildig1 baz1 ¢alismalar asagida verilmistir.

Alvard ve arkadaglart (1993), muzda bes farkli sivi kiiltiir ortaminda meristem
cogaltimin1 aragtirmiglar ve kati kiiltiir ortami ile karsilastirmislardir. Calisilan
uygulamalar: Katilastirilmis kiiltiir ortami1 (uygulama 1); Bitkilerin sivi ortama
daldirilmast (uygulama 2); Seliiloz kiiltiir destekli sivi ortam (uygulama 3); Bitkilerin

sivi ortama kismi daldirilmasi (uygulama 4); Kabarciklanma ile havalanan s1vi ortam
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(uygulama 5); Her 2 saatte bir 20 dk i¢in gegici daldirma ile sivi ortam (uygulama
6)’dir. 20 giiniin sonunda, istatistiksel olarak ti¢ kiiltiir grubu olarak farkli ¢ogalma

oranlar1 gozlenmistir:

e Basit sivi ortamda (uygulama 2) ve seliilloz tabaka iizerinde (uygulama 3)
stirglinler az gelismis ya da hi¢ gelismemistir.

e Katilastirilmis ortamdaki siirgiinler (uygulama 1), kismi daldirma (uygulama
4) ve kabarcikla havalandirilan ortamdaki (uygulama 5) siirgiinlerde ¢cogalma
oranlar1 2.2-3.1 araliginda bulunmustur.

e En yiiksek c¢ogalma orani (>5) her 2 saatte 20 dk sivi ortam ile gecici

daldirilan eksplantlarda (uygulama 6) goriilmiistiir.

Kuru maddenin birikmesinde ise farkli uygulamalarda iki kiiltir grubu olusmustur:
En diisiik agirlik (0.5 g civarinda) 1., 2., 3. ve 4. uygulamalarda gézlenmis ve birikim
kabarcikla havalandirilan sivi ortamdaki eksplantlarda ve gecici daldirmaya tabi olan
eksplantlarda 2-5 kat daha fazla olmustur. En yiiksek ¢ogalma oranlart ve agirlik
artiglar1  havalandirilan uygulamalarda (4. ve 5. uygulama) gozlenmistir.
Havalandirilan bu sistemlerde hiperhidrisiti  goriilirken eksplantlarin = gegici

daldirilmasinda goriilmemistir (Alvard vd., 1993).

Etienne ve arkadaslart (1997), Hevea brasiliensis (Mill Arg)’in somatik
embriyogenezi igin gegici daldirma kiiltiir sistemini test etmislerdir. Embriyogenik
kallus, rejenerasyon i¢in katilagtirilmis bir ortama (Phytagel, Sigma, St Louis, MO)
ve gecici daldirma icin tasarlanmis bir kaptaki sivi ortama yerlestirilmistir. Gegici
daldirma teknigi, embriyo gelisimi ve olgunlasma, daha sonra da kurutulma ve
c¢imlenme icin katilagtirllmis ortama gore bazi avantajlara sahip bulunmustur. Bu
sistemde s1v1 ortam iginde somatik embriyo iiretimi, yari-kat1 bir ortamdakinden 3-4
kat daha fazla olmustur. Gegcici daldirma, anormal embriyolarin sayisini yar1 yartya
azaltmis ve somatik embriyo gelisimi senkronize olmustur. Gegici daldirma ile
¢imlenme boyunca kok gelisimi (+ %60) ve artan senkronizasyon ile kombine olan
epikotil cikist (+ %35) biiyiik Olclide tesvik edilmis ve is yiikii 6nemli olgiide
azaltilmistir (Etienne vd., 1997).

Lorenzo ve arkadaslar1 (1998), gelistirilmis bir gecici daldirma sistemi ile seker
kamisinda siirgiin elde etmek iizere bir protokol ortaya koymuslardir. iki asamali
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olan bu protokol, eksplant olarak meristemler kullanilarak 1 mg L™ paklobutrazol
ilaveli 50 ml kiiltiir ortaminda 30 giin boyunca gerceklestirilen kiiltiirde eksplant
basina en yiiksek siirgiin olusumu (¢ogalma orani) elde edilmis (1. asama), bunu
takiben (2. asama) siirgiinler 15 giin boyunca 1.0 mgL™ giberellik asite maruz
birakilarak siirgiin uzamasi saglanmistir. Bu ¢alismada, iic mikrogogaltim prosediirii,
katt ve sivi kiltiir ortam1 ile gecici daldirma sistemi karsilastirilmistir. Gegici
daldirma sistemi ile klasik mikrogogaltim protokollerine gore ¢ogalma orani 2 katina
cikarilmis ve maliyet %46 disiirilmistir. Gegici daldirma, siirglin olusumunu ve
siirglin boyunu artirmistir. Bu sonug, kat1 ve sivi kiiltiir ortami avantajlarinin
kombinasyonundan kaynaklanmaktadir. Kati kiiltlir ortaminda mikrogogaltim bitkiye
hava degisimi saglamakta; ancak besin alimi eksplant taban yiizeyi ile siirh
olmaktadir. Diger taraftan, sivi kiiltiir ortami ile mikrogogaltimda, besin alinimi
artmakta fakat hiperhidrisiti sik goriilmektedir yani suyla kaplanan doku goériiniimii
ve daha 0zel olarak yapraklarda camlagma (vitrifikasyon) da dahil olmak iizere
morfolojik ve fizyolojik bozukluklar ve siirgiinlerde cesitli derecelerde diizensiz
biiyiime karakterize edilmektedir. Gegici daldirma sisteminde ise eksplantlar, sadece
birkac dakika icin kiiltiir ortamu ile temas etmektedir. Daldirilan tiim eksplant yiizeyi
ile besin almimi saglanmaktadir. Bu iki 0Ozellik genellikle, klasik sivi kiiltiir
prosediiriinde bir arada degildir. Lorenzo ve arkadaslar1 (1998) gecici daldirma
sistemini optimize etmek i¢in baz1 deneyler de gerceklestirmislerdir (cogalma oranini
artirmak disinda). Optimizasyon sonuglarina gore, eksplant basmna 50 ml kiiltiir
ortami kullandiklarinda ¢ogalma orani yiikselmistir. Ancak, daha biiyiik bir ortam
hacmi, daha disiik bir g¢ogalma oranmna neden olmustur.  Paklobutrazolun
kullanilmast siirgiin boyunun azalmasina sebep olmustur (Paklobutrazolun giberellin
sentezi inhibitérii olusu nedeniyle). Bu engelleme ayni zamanda ¢ogalma artiginin
nedeni olabilir, ¢linkii ortamdaki tiim besinler siirgliniin uzamasindan ¢ok siirgiin
olusumu i¢in kullanilmistir. Paklobutrazol ilaveli ortamda siirglin olusumundan
sonra, siirglinler i¢in bir uzama asamas1 gerekmektedir. Giberellik asit de siirgiin

uzamasini tesvik etmek i¢in kullanilmigtir (Lorenzo vd., 1998).

Escalona ve arkadaslari (1999), gecici daldirma teknigini kullanarak ananas
bitkilerinin g¢ogaltimi i¢in bir protokol tarif etmiglerdir. Bu prosediir ii¢ farkli
asamadan olusmaktadir: Siirglin olusumu, tomurcuk farklilagmasi ve uzamasi.
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Protokolde baslangi¢c materyali olarak sivi kiiltiirlerden elde edilen in vitro siirgiinler
kullanilmistir. Gegici daldirma tekniginin degerlendirilmesi i¢in, kat1 ve sivi1 kiiltiirler
de kullanilarak c¢ogalma orani, yas ve kuru agirliklar1 karsilastirilmistir. Gegici
daldirma sisteminde kiiltire alinan eksplantlarin (yaklasik 2-3 cm uzunlukta iki
kiictik stirgiinlii in vitro bitkiler), test edilen diger sistemlerden daha yiiksek ¢cogalma
oranina sahip oldugu goriilmiistiir. Geleneksel s1vi ortam ve kati ortamda elde edilen
cogalma oranlarina gore gecici daldirma sisteminde sirastyla %300 ve %400 artis
goriilmistiir. Yas agirlik siirglin proliferasyonunun artmasi ile iliskili bulunmus
ancak, sivi ortam ile gegici daldirma sistemi kiltiirleri arasinda kuru agirlik
bakimindan higbir fark olmamistir. Bu ¢eliskiyi gecici daldirma sistemi kiiltiiriinde
yapraklarin az gelismis olmasi ile agiklamiglardir. Gegici daldirma sistemi ile
ananasin mikrocogaltiminda paklobutrazolun kullanimi, yaprak gelisimini sinirlarken
yogun tomurcuk kiimeleri olusumunu desteklemekte, bdylece silirgiin olusum

asamasinda gereksiz yaprak biiyiimesi engellenmis olmaktadir (Escalona vd., 1999).

Jimenez ve arkadaslar1 (1999), patateste mikroyumru iiretimi i¢in 4 L’lik kaplar ile
bir gecici daldirma sistemi tasarlamislardir. Bu kiiltiir teknigi kati kiilttirlere kiyasla
bazi avantajlar saglamistir: Siirglin uzunlugunda ii¢ kat artig, bitki basina daha fazla
sayida nod ve iyilestirilmis canlilik. Geleneksel siselerde mikroyumru tiretimindeki
temel sorunlar, yumrularin veriminin diisik olmasi (1-1.5 yumru/bitki) ve arazi
kosullarina dogrudan transferini sinirlayan bir durum olarak yumru kokii boyutunun
yetersiz olmasidir. 12 iiniteden olusan sistemde, 10 L’lik polikarbon siselerin her
birine 150 tek nod igeren eksplantlar konulmustur. Kiiltiirde 9 hafta sonra, test edilen
her iki c¢esit i¢in de (Desiree ve Atlantic) tekli nod basina ortalama 2.8 ile 3.1
arasinda yumru elde edilmistir. Yumrularin agirligi ve biiyiikliigii kat1 ortaminkinden
daha yiiksek bulunmustur. K6k uzunlugu kati ortamda yetistirilen bitkilere gore
yaklasik ii¢ kat fazla olmustur. Ayrica kiiltiir stiresi boyunca hiperhidrisiti belirtisi
goriilmemistir. Gegici daldirma, patates mikroyumru {retimi i¢in ayrica, dikim
mevsimi boyunca siirglin liretimi i¢in faydali bir secenek olarak sunulmustur

(Jimenez vd., 1999).

Mordocco ve arkadaslar1 (2009), Avusturalya’da yetistirilen ticari seker kamisi
cesitlerinin biiyiik miktarlarda {iretimi igin, SmartSett™ denilen enine kesit ince hiicre

tabakas1 kiiltlir sistemini kullanarak hizli, dogrudan bitki rejenerasyonu elde edilen
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sistemi gelistirmisglerdir. Bu sistemde, seker kamisinin gen¢ heniiz acilmamis
yapraklarimin 1,5-2 mm kalinliginda enine kesitleri kullanilmis ve bir seker kamisi
sapindan 12-16 hafta icinde 2.000 kadar bitkicik iiretilmistir. SmartSett™in faydalari;
tek bir ana bitkiden biliyilk miktarda bitkiciklerin iiretimi, sap yerine yaprak
dokularindan bitkiciklerin tiretimi, geleneksel siirgiin ¢ogaltimina kiyasla ¢ogaltim
siiresinin  kisalmasi1 ve hastaliksiz bitki materyali elde edilmesidir. Diger
mikrocogaltim prosediirlerinde oldugu gibi SmartSett®te de, bitkicik iiretimi i¢in
isgiicii  biiylik maliyet olusturmaktadir (Mordocco vd., 2009). Mordocco ve
arkadaglar1 (2009), isgiiciinii azaltmak ve verimliligi artirmak igin, bir yari-otomatik
mikrogogaltim sistemi olan SmartSett” (siirgiin indiiksiyon ortami) sistemini, RITA®
gecici daldirma biyoreaktorii (TIS) ile entegre etmislerdir. Eksplantlarin dogrudan
RITA® initelerinde (TIS) kiltire alinmasi durumunda dokularin cogu igin
stirgiinlerin uyarilmasinin basarisiz oldugu belirtilerek TIS’de etkili bir bitki tiretimi
icin Oncelikle yari-kat1 ortamda siirglin olusumu bir 6n kosul olarak gériilmiistiir. TIS
kiiltiirleri igin 6ncelikle 7 ya da 14 giin boyunca yari-kati bir SmartSett” siirgiin
indiiksiyon ortami iizerinde on kiiltiir yapilmis olan eksplantlar ile gecici daldirmaya
baslanmas1 siirgiin rejenerasyonunda kayda deger bir iyilesme gostermistir.
Aragstiricilar, seker kamisinda (iic farkli kiiltiivar) agarh SmartSett” siirgiin
inditksiyon ortaminda kiiltiire alman enine ince yaprak pargalarmi RITA® igin
baslangic materyali olarak kullanmiglardir. RITA®’ya aktarmadan Once yari-kati
ortamda siirgiin olusumu baslamas, RITA® kiiltiirlerinde daldirma frekans, eksplant
boyutu ve genotip sistemin verimliligini (her bir birim kiiltiirde iiretilen bitkilerin
sayis1) belirlemistir. 14 giin uyarilan kiiltiirler ile baglatilan RITA® gecici daldirmada
oncelikle yaprak eksplantlarindan organogenezis i¢in daldirma sikliginin etkisini
aragtirmislardir. RITA®da her 12 veya 24 saatte 1 dk daldirma ile kiiltiirde 45 giin
sonra kap basina ortalama 275 siirglin iiretimi basarilmistir. Her 24 saatte 1 dk’lik
daldirma, TIS’lerdeki maksimum bitki iiretimi i¢in en uygun periyot olarak
bulunmustur. Her 6 saatte 1 dk daldirma en diisiik siirgiin sayisini {iretmis ve
kontaminasyon diizeyini artirmigtir. Ayrica arastiricilar RITA® kiiltiir kosullarinin
maksimum bitki iiretimi icin kiiltlivara gore de optimize edilmesi gerektigini
belirtmislerdir. Sonuglar, yaprak parcalari eksplant olarak kullamlarak RITA® TIS ile

yilksek frekansta seker kamisi fide diretiminin elde edilebilir oldugunu
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gostermektedir. Eksplantlardan gelisen siirgiinler, basarili bir sekilde in vitroda

koklendirilmis ve ex vitro ortama alistirillmislardir (Mordocco vd., 2009).

Crescentia cujete L., tibbi bilesikler olarak kullanilan bir dizi fitokimyasal maddelere
sahip tibbi bir agactir. Murch ve arkadaglart (2004), bu bitkinin biyokimyasal
analizleri ve tibbi {iriinlerinin iiretimi i¢in, steril kosullarda kontrollii bir ortamda
yiiksek kaliteli dokularinin iiretilmesine dair herhangi bir rapora rastlamadiklarini

belirterek calismalarinin amaglarini su sekilde siralamislardir:

e C. cujete i¢in in vitro fide kiiltiirlerinin kurulmasi,

e aksenik (temiz) kiiltiirlerin siirdiiriilmesi ve proliferasyon icin yontemler
gelistirilmesi,

e de novo rejenerasyon igin protokollerin gelistirilmesi ve

e (. cujete nin biiylik 6l¢ekli liretimi i¢in biyoreaktorlerin en uygun bigiminin

belirlenmesi.

Murch ve arkadaslar1 (2004) tarafindan yabani olarak toplanmis olan C. cujete
fidelerinden in vitro kiiltiir yapilmis ve bu aksenik kiiltiirler baslangi¢ materyali
olarak kullanilmistir. Nod igeren pargalardan siirgiinler ¢ogaltilmis ve bunlar 1 pmol
1™ kinetin igeren bir ortamda ardisik alt kiiltiir yapma ile iki yildan fazla bir siire
boyunca muhafaza edilmistir. Kiiltiire aliman yaprak sap1 bdliimlerinden
rejenerasyon, 2,4-D ile TDZ kombinasyonlarini igeren bir kiiltiir ortami tizerinde
basarilmistir. Ayrica aksenik kiiltiirler, C. cujete’nin biyokiitle iiretimi amaciyla ti¢
farkli kiiltiir sisteminin (yari-kati, sivi ve gegici daldirma sistemi) verimliligini test
etmek icin kullanilmistir. Bitkilerin gegici daldirma sistemi biyoreaktoriinde
bliyiitiilmesi, biyokiitle (yas-kuru agirlik), yaprak sayisi, siirgiin boyu ve koklenme
verimliligi agisindan 6nemli artislarla sonuglanmistir. Biyoreaktorlerde yetistirilen
bitkiler sera kosullarinda dis ortama transfer edilmis ve canlilik oranlar1 yiiksek
bulunmustur. Bu denemeler, biyokimyasal karakterizasyon ve yiiksek kaliteli tibbi
tirlinlerin tiretilmesi i¢in, kontrollii steril bir ortamda C. cujete’nin ¢ogaltilmasi ve
bitkiciklerin biiyiitiilmesi konusunda optimize edilmis parametreleri sunmaktadir

(Murch vd., 2004).

Albarran ve arkadaglar1 (2005), gecici bir daldirma biyoreaktorii kullanarak Coffea

arabica L. somatik embriyolarmin kiitle rejenerasyonu i¢in daldirma sikligi,
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daldirma stiresi ve dongiisiinii optimize etmiglerdir. Kisa siireli daldirmada, daldirma
sikliginin artirilmasi (her 24, 12 ve 4 saatte 1 dk daldirma) embriyo {iretimini
(sirasiyla 480, 2.094 ve 3.081 embriyo/1L-biyoreaktor) uyarmis ve Kkaliteyi
tyilestirmistir (sirasiyla %60, %79 ve %85). Diger taraftan daldirma siiresinde artig
olmast (1, 5 ve 15 dk) embriyo rejenerasyonunu (1 L biyoreaktdr basina 2.094’den
428’e) engellemis ve bunlarin morfolojik kalitelerini (%79°dan %49’a) olumsuz
etkilemistir. Her 24, 12 ve 4 saatte 1dk daldirma, her 12 saatte 5 dk daldirma, her 12
ve 4 saatte 15 dk daldirma siireleri ve daldirma frekanslar1 embriyo rejenerasyonunun
iyilestirilmesi i¢in degerlendirilmistir. Her 4 saatte bir uygulanan 15 dk’lik daldirma
sliresinde, embriyolarin %90’ inda hiperhidrisite belirtileri gériilmiistiir. Hiperhidrik
embriyolar, normal torpido seklindeki embriyolar ile karsilastirildiginda, taze agirlik
ve su icerigi yliksek, su potansiyeli bakimindan olumsuz ve daha yiliksek K+
degerleri ile karakterize edilmistir. Mikrograflar, diizensiz bir epidermisin varlig1 ve
rezervlerin bulunmayis1 gibi, globiiler asamada yapisal problemlerin oldugunu
gostermistir. Daldirma dongiileri ne olursa olsun, somatik embriyolar zigotik
embriyolardan ¢ok farkli su icerigi ve mineral madde 6zellikleri sergilemistir. Her 4
saatte 1 dk’lik daldirma uygulanmasi, basarili bitki rejenerasyonu (%75),
hiperhidrisite goriilmeyen torpido seklindeki embriyolarin biiyiik miktarlarda

tiretimini saglamistir (Albarran vd., 2005).

Alister ve arkadaslar1 (2005), okaliptiis klonlarminticari {iretimi i¢in gegici daldirma
biyoreaktdr sistemini (RITA®) yari-kati ortam kiiltiirleri ile karsilastirmuslardir.
RITA® kaplarinda yetistirilen alt: okaliptiis klonundaki aksillar tomurcuk gogalmas,
yari-kati ortamdaki c¢ogalma ile karsilastirildiginda verimde 4-6 kat artis
gozlenmistir. Ayrica RITA® sisteminde iiretilen bitkilerin dis ortama adaptasyonu
daha 1yi ve yiiksek verimli olmustur. En yliksek cogalma, kap basina 50 siirgiin ile
baglanmis olunan ve ortama her 10 dk’da bir 30 sn daldirma periyodu ile elde
edilmistir. Cogalma dongiileri yari-kat1 sistemde 25-28 giin, RITA®"da ise14-18 giin
arasinda degismistir. RITA” sistemi ile ¢ogaltilan bitkilerin soguga toleransli ve daha
yiiksek bir koklenme yetkinligine sahip oldugu goriilmiistiir. RITA® kokenli
bitkilerin ex vitro koklenmesinin, yari-kat1 ortamdaki bitkilerden 6nemli 6lgiide daha

iyi oldugu belirlenmistir (Alister vd., 2005).
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Ruffoni ve Savona (2005), siis bitkilerinin mikrogogaltiminin iyilestirilmesi igin
gecici daldirma sistemini tarif etmislerdir. Doku kiiltiirii teknikleriyle klonal
iretimin, deneyimli personel ihtiyaci ve otomatik olmamasi nedeniyle cigek
sektoriinde sinirlamalar1 vardir. Eger sivi ortam iginde biiylime ile sadece doku
hiperhidrasyonunu (asir1 sulu) kontrol etmek veya dnlemek miimkiin olabilecekse bu
ilging alternatif firsatlar saglayabilir. Bu olumsuz 6zelligin iistesinden gelmek ve
tiretim oranini artirmak amaci ile, biyokiitle ve sivi ortam arasinda gegici temas
saglayacak bir sistem olusturulmustur. Bu amagcla gelistirilen 6zel kap ile Teisson ve
Alvard (1995) calismis ve bu CIRAD (Fransa) tarafindan tescil edilmistir. Bu
calismada, siis bitkileri Zantedeschia aethiopica ve Antoryum andraeanum ile
otomatik gecici daldirma biyoreaktorleri kullanilarak mikrogogaltim denemeleri
kurulmustur. Eksplantlar onceden belirlenen yari-kati g¢ogaltma ortamlarinin
bilesimindeki ¢ogaltma ortaminda jellestirici olmadan kiiltiire alinmistir. Tim
kiiltiirler i¢in her biri 3 dk olmak {izere 8 daldirma islemi programlanmistir. Sistem,
30 pumol m™ s* fotosentetik foton akis yogunlugu (PPFD) 16 saatlik aydinlik bir
fotoperiyot ve 24 °C + 1°C sicakliktabir biiyiime odasinda galistirilmigtir. Bitki
bliylime diizenleyicisi olarak benziladenin ve giberellik asit kullanilmistir. Her 20
giinde bir ortam yenilenmis, biyokiitle taze agirlig1 ve ¢ogalma orani kaydedilmistir.
Her iki tlirde de ¢ogalma, siirglin biiylimesi ve koklenme agisindan ilgi gekici
sonuglar elde edilmigstir. TIS de iiretilen tiim bitkicikler dis ortama adapte edilmistir.
Sonug olarak, her iki tiirlin de bu sistem ile kiiltiirlinlin 1y1 bir potansiyele sahip
oldugu ve sanayi icin yiiksek Olgekli Uiretim sagladigi belirtilmistir (Ruffoni ve

Savona, 2005).

Daquinta ve arkadaslar1 (2007) calismalarinda, Caladium hortulanum bitkisinin in
vitro kiiltiirtinde gen¢ yaprak saplarin1 kullanmiglardir. Bilindigi gibi Caladium’lar,
giizel yapraklar1 nedeniyle yiiksek maliyeti olan, oldukca degerli siis bitkileridir. Bu
bitki grubunda C. Hortulanum tiiri 6nemli bir pazar paymna sahiptir. Tiiriin
cogaltilmas1 2.0 mgL'1 6-benzilaminopurin (BAP) ile desteklenmis yari-katt MS
besin ortaminda saglanmistir. Dahasi, gecici daldirma teknigi kullanilarak kiitle
cogaltimin1 saglamak tizere Ozglin bir prosediir tarif etmislerdir. Bu prosediir,
otomatik bir gec¢ici daldirma sisteminde baslangi¢ olarak filizlenme asamasini ve
bunu takiben geleneksel kiiltiir yontemlerinin kullanimi ile gergeklestirilen bir uzama
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asamasini kapsamaktadir. Bu c¢aligmada, yari-kati ortamda yaprak saplarindan
tiretilen in vitro siirgiinler baslangi¢ materyali olarak kullanmilmistir. Kiiltiirde 45 giin
sonra ¢ogalma oranlari, geleneksel kiiltiirlere gore gecici daldirmanin kullanildig
sistemde 12 kat daha fazla olmustur. En yliksek ¢cogalma orani, eksplantlarin dort
hafta boyunca gecici daldirma sistemindeki filizlenme ortamindaki (MS + 2.0 mg/L
6-BAP) Kkiiltiir ile elde edilmistir. Tomurcuk kiimelerinin, bitki biiylime
diizenleyicileri igermeyen MS besin ortaminda dort hafta boyunca kiiltiire alinmasi
ile fazla sayida, uniform ve elverisli (yani iklimlendirme i¢in hazir) bitkiler elde
edilmistir. Bitkiler, 1:1 zeolit: seker kamis1 filtre substrati iizerinde etkin bir sekilde
(%92) dis ortama adapte edilmistir. Bu sonuglar bir 6nbilgi niteliginde olmasina

ragmen metot ticari diizeyde kullanilmaktadir (Daquinta vd., 2007).

Sankar-Thomas ve arkadaslar1 (2008), Camptotheca acuminata igin gegici daldirma
sisteminde (TIS) somatik embriyogenez yoluyla bitki rejenerasyonu i¢in bir protokol
tanimlamiglardir. Somatik embriyolar, TIS’de yetistirilen 14 giinlik C. acuminata
fidelerinden hipokotil pargalarimin kiiltiire alinmasi ile elde edilmistir. Hipokotil
parcalar1, eksplantlarin fiksasyonunu desteklemek ic¢in mekanik bir cihaz ile
modifiye edilmis kiiltiir kaplarina yerlestirilmistir. Kiiltiirler 25+1°C’de 60 pmol m™
s PPF 151k yogunlugu ile 16 saatlik bir 151k periyodu altinda muhafaza edilmistir. 16
haftalik inkiibasyondan sonra, 35 g L™ sukroz igeren ve hormon ilave edilmemis MS
besin ortaminin bulundugu mekanik cihazda embriyogenik kalluslar sekillenmistir.
Bitkicik rejenerasyonu i¢in, kotiledon safhasindaki somatik embriyolar, ti¢ farklh
konsantrasyonda 6-benzilamino-purin (0.5, 1.0 ve 1.5 mg L™ BAP) igeren ve bitki
biiyiime diizenleyici icermeyen ortamda kiiltiire alinmistir. Genel olarak, TIS de
Camptotheca embriyolarinin biiyiimesi ve gelismesi i¢in en etkili konsantrasyon 0.5
mg L™ BAP olarak bulunmustur. Somatik embriyolar1 bitkiciklere doniistiirme, 0.5
mg LY BAP ile nemlendirilmis sterilsubstratlar iizerinde basariyla
gerceklestirilmistir. Kotiledon embriyolardan tiiretilen bitkicikler, ex vitro kosullara
transfer edilmeden 6nce 0.5 mg L™ IBA ile in vitroda koklendirilmistir (Sankar-
Thomas vd., 2008).

Grozeva ve arkadaslar1 (2009), iki tatli biber ¢esidinin (Hebar ve Stryama) kat1 ve
stvi kiiltiir ortaminda rejenerasyonunu arastirmiglardir. Biber (Capsicum annuum L.),

diger Solanaceae tiirlerinden farkli olarak, in vitro rejenerasyon kapasitesi agisindan
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inat¢1 bir tiir olarak kabul edilmektedir ve mikrogogaltim basarist birka¢g durum ile
stirli kalmistir. Kiiltlir ortaminin kat1 ya da sivi olmasi ayrica, bitki genotipi adventif
siirgiin organogenezini etkilemistir. Calismada siv1 kiiltiirler gegici daldirma RITA®
biyoreaktorlerinde inkiibe edilmistir. 60 gilinliik kiiltiir boyunca sivi ortamda siirgiin
ucu biiylimesi, lateral (yanal) siirgiin sayisi, bitkilerin koklenme yiizdesi ve
mikrogogaltim katsayis1 énemli Ol¢lide artmis ve kallus olusumu goriilmemistir.

(Grozeva vd., 2009).

Ozden ve arkadaslar1 (2010), yari-kat1 besin ortam1 ve gegici daldirma biyoreaktdr
sistemi (TIS) kullanarak Edremit yaglik ¢esidine ait zeytin fidelerinden alinan nodal
tomurcuklarin in vitro ¢ogaltimi igin farkli karbon kaynaklarinin (sukroz, mannitol
ve glukoz) ve bitki biiylime diizenleyicilerinin (zeatin ve dikegulak) etkilerini
arastirmiglardir. Zeytin nodal tomurcuklarindan elde edilen ¢ogaltim sonuglarinda,
mannitol, glukoz ve sukroz igeren yari-kat1 besin ortaminda gévde/eksplant orani 1.0
olarak elde edilirken, besin ortamina karbon kaynagi olarak sadece mannitoliin
eklenmesi ile govde/eksplant oraninin 1.5 oldugu saptanmistir. Bulunan sonuglar,
besin ortamina karbon kaynagi olarak sadece mannitol eklenmesinin nodal
eksplantlarin  mikrogogaltim1 i¢in yeterli oldugunu gostermektedir. Yapilan
caligmalar incelendiginde =zeytin bitkisinin in vitro kosullarda giiglii apikal
dominansa sahip oldugu goriilmektedir ve bu nedenle de yari-kat1 besin ortaminda
cogaltilan zeytin govdelerinde daha cok gdvde olusumu goriilmiis ancak, TIS
kullanildiginda zeytin gdévdelerinde bu dominansin kirildigr goriilmiistiir. Boylece
yanal govdeler gelisme gdstermis ve bunun ¢oklu govde olusumu tizerine olumlu
etkisi oldugu saptanmistir. Sonug olarak, zeytin bitkisine ait nodal eksplantlardan en
fazla govde rejenerasyonu ve ¢oklu gévde olusumu mannitol, zeatin ve dikegulak
igeren sivi besin ortaminda TIS kullanilarak elde edilmistir. Bu sonuglar TIS ile
zeytin bitkisinin hizli mikrogogaltim1 ic¢in yararli olabilecegini gdstermektedir

(Ozden vd., 2010).

Scheidt ve arkadaslar1 (2011), in vitro ¢alismalarda iiriin maliyetinin azaltilmasi ve
optimizasyonu ig¢in yeni in vitro tekniklerin gelistirilmesi  gerekliligini
vurgulamislardir.  Bu amagla, BIB® (Kabarcik ile daldirma biyoreaktdrii)
biyoreaktdriinii tanitmak ve Melaleuca alternifolia bitkilerinin in vitro biiyiimesi i¢in

geleneksel kiiltir  ve RITA® (Otomatik gecici daldirma) biyoreaktoriinii
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karsilagtirmiglardir. In vitro besinci alt kiiltiirlerden elde edilen 1 ¢cm uzunlugundaki
bitkiler materyal olarak kullanilmistir. Uygulamalar, (1) Polipropilen kapakli 200 ml
cam siselerin kullanildig1 geleneksel kiiltiir (kontrol), (2) RITA® biyoreaktérii, (3)
BIB® biyoreaktorii olarak ti¢ farkli teknik ile gerceklestirilmistir. Biyoreaktdrlerde
stirekli daldirma ve havalandirma kullanilmistir. 30 g/L sukroz ve 200 ml’lik kiiltiir
ortami i¢in 1 damla Tween 20% (kabarcik olusturmak icin 6rnek deterjan) ilave
edilmis stvi MS ortamu kullanilmistir. BIB® biyoreaktorii ile elde edilen degerler;
toplam yas agirlik (0.39 g), siirglin agirhigi (0.27 g), yas agirlik artis1 (3.1) (baslangic
agirhigr ile son agirlik arasindaki iliski), toplam kuru agirlik (0.036 g) ve siirgiin kuru
agirligr (0.033 g) in vitro kiiltiirlerin en iyi sonucu olmustur. Sonug olarak BIB®
biyoreaktoriiniin M. alternifolia bitkilerinin biyokiitle akiimiilasyonunda daha etkili

oldugu bulunmustur (Schedit vd., 2011).

Ashraf ve arkadaslar1 (2013), Chlorophytum borivilianum’dan saponinlerin {iretimi
amactyla RITA® (otomatik gegici daldirma) sistemi ile mikroyumru elde etmek igin
daldirma siirelerinin ve ortam bilesiminin optimizasyonu lizerinde caligsmislardir.
Mikroyumru olusumu ortamina her 60 dk’da bir 15 dk daldirma, ortalamadan énemli
Olciide daha yiiksek mikroyumru sayisini, uzunlugunu ve biiylime indeksini (sirastyla
16, 52 mm ve 16) vermistir ayrica, hiperhidrisite engellenmistir. Mikroyumru
olusturma ortaminin kiiltiiriin 6. haftasinda veya daha erken 3. haftasinda hormonsuz
stvt MS (MSO) besin ortami ile degistirilmesi karsilastirildiginda, mikroyumrularin
ortalama sayisi, uzunlugu ve biiyiime indeksi agisindan anlamli olarak farkli oldugu,
ancak ortamin 9 hafta sonra degistirildigi kiiltiirlerle kiyaslandiginda 6nemli farklilik
olmadig1 goriilmiistiir. TIS kokenli yumrularin saponin igerigi tarlada yetistirilen ana
bitkinin yumrulariyla karsilastirildiginda, mikroyumrularda 1-3 kat saponin artigi
oldugu belirlenmistir. Sonuglar, C. borivilianum’da mikroyumrularin biiyiik 6lgekli
tiretimi ve saponin uretimi i¢in TIS’in gelecek vaad eden bir uygulama oldugunu

gostermektedir (Ashraf vd., 2013).

Pérez ve arkadaglar1 (2013), mantar mesesi (Quercus suber L.)’nde somatik embriyo
tretiminin gelistirilmesi i¢in gecici daldirma sistemini (RITA®) kullanmiglardir.
Somatik embriyogenez, se¢ilen nitelikli ve iiretken agaclardan ¢ok sayida embriyo
tiretmeye olanak taniyan etkili bir yoldur. Gegici daldirma sistemi (TIS), sivi

kiiltiirin avantajlarin1 birlestiren ve sivi kiiltiir ile iligkili problemlerden kaginan,
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yari-katt veya sivi kiiltliire alternatif bir sistemdir. Arastiricilar, Q. suber’in
embriyogenik Kkiiltiirlerinin TIS ile ¢ogaltma verimliligini etkileyen parametreleri
degerlendirmislerdir. Her 6 veya 4 saatte 1 dk daldirma frekansi ile taze agirlik, her
12 saatte 1 dk daldirma frekansina gore 3.7 kat, yari-kat1 ortamdaki kiiltiirlere kiyasla
da 7.5 kat artmistir. Embriyogenik kiiltiirlerin hiicresel durumu daldirma
frekansindan etkilenmistir; her 4 saatte 1 dk daldirma, tek ve tam gelismis kotiledon
embriyolarin olusumunu tesvik ederken her 6 saatte 1 dk daldirma, proliferatif
gelisim evrelerinin (embriyogenik kallus ve embriyo kiimeleri) kitlesel gogaltimi igin

en iyl bulunmustur (Pérez vd., 2013).

Garcia-Ramirez ve arkadaslar1 (2014), serada yetistirilen Bambusa vulgaris’in
aksillar tomurcuklarini, %2 sukrozlu ve 12.0 uM 6-benziladenin (BA) ilave edilmis
stvi MS besin ortaminda kiiltire almiglardir. Birgok alt kiiltiirlerden sonra
eksplantlar, 0 (sitokinin igermeyen ortam), 6.0, 12.0, 18.0 uM BA ilave edilmis s1vi
MS ortammin kullanmildigi gecici daldirma sistemine aktarilmiglardir. Sistem,
eksplantlarin her 6 saatte 1 dk daldirilmasina programlanmistir. Morfolojik ve
anatomik gostergeler Ol¢iilmiistiir. BA, Bambusa vulgaris’in in vitro ¢ogaltilmasinda
etkili bulunmustur. En iyi sonuclar, 6.0 uM BA konsantrasyonu ile TIS’de elde
edilmis olup, hiperhidrik siirglinlerin bulunmamast siirgiin  sayism (5.1
stirgiin/eksplant) artirmigtir. Sonugclar, siirglinlerdeki su igeriginin 12.0, 18.0 uM BA
ilavesi ile arttigin1 gostermistir. Dahasi bu yiiksek BA seviyeleri, lignin igeriginin ve
fenolik bilesiklerin daha diisiik olarak birikimine sebep olmustur. Toplam klorofil 6.0
uM BA kullanildiginda belirgin olarak artmus, fakat diger uygulamalar ile her iki
parametre de azalmistir. Bu sonuglar, in vitro ¢ogaltim boyunca siirgiin/eksplant
sayisint artirmak ig¢in kullanilabilir. Ayrica bu tiir i¢in, in vitro kiiltiir kosullarin
optimize etmeye, in vitro ¢ogaltim yontemlerini iyilestirmeye katki saglayacaktir
(Garcia-Ramirez vd., 2014).

Welander ve arkadaslar1 (2014) calismalarinda, Digitalis lutea > purpurea,
Echinacea purpurea ve Rubus idaeus’un mikrogogaltimi igin, gegici daldirma
sistemi prensibine dayali yeni bir kiiltir kabi1 Plantform biyoreaktoriiniin
degerlendirmesini yapmislardir. Biyoreaktordeki ¢ogalma orani ve siirgiin kalitesi
agarli ortamdakine benzer ya da daha iyi olmustur. Digitalis ve Rubus i¢in siirgiin

sayist her iki sistemde de benzer bulunmus, Echinacea ise biyoreaktdrde daha kaliteli
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ve onemli Ol¢lide daha yiiksek sayida siirglin vermistir. Digitalis ve Echinacea igin
biyoreaktorlerde daha yiiksek yas agirlik, Rubus i¢in ise agarli ortamda daha yiiksek
yas agirlik elde edilmistir. Bununla birlikte, her ii¢ tiir i¢in 6l¢iilen kuru agirlik, her
iki sistemde de benzer bulunmustur. Plantform biyoreaktoriin bitki mikrogogaltimi

i¢in uygun oldugu sonucuna varilmistir (Welander vd., 2014).

Alvarenga-Venutolo ve Salazar-Aguilar (2015), dogal bir tatlandirici olan Stevia
rebaudiana Dbitkisinin ge¢ici daldirma sistemi ile kiitle mikrogogaltimini
arastirmiglardir. Stevia’nin 6zelligi yapraklarinda bulunan diterpenoit glikositlerden
gelmektedir. S. rebaudiana’nin tohum ¢imlenme yiizdesi ¢ok diisiiktiir ve tiretilen
bitkiler heterojen oldugundan, tarlada kiitle cogaltimi icin uygun degildir. Bu
arastirmada, otomatik gecici daldirma sistemi (RITA®) ve ikiz siseler sistemi (BIT)
ile yari-kati kiiltiir sistemi karsilastirildiginda, Stevia rebaudiana nin seri iiretiminin
artirtlmasi icin gegici daldirma cihazlarimin kullanildigr iiretim prosesinin verimli
oldugu saptanmistir. Gegici daldirma sistemlerini (RITA® ve BIT) igeren
uygulamalarin ¢ogunda, diisiik hiperhidrisite goriilmiis, yesil ve giiclii bitkiler
iiretilmistir. Rejenere siirgiinlerin en yiiksek ortalamast RITA® sisteminde, her 8
saatte bir 10 dk daldirma ile elde edilmistir. Ayn1 zamanda BIT ile her 12 saatte bir
10 dk daldirmada, yas ve kuru agirlik kiitlesi ile boy artisi olan giiclii bitkiler
{iretilmistir. Bu ticari bitkinin iiretiminde gegici daldirmali biyoreaktorlerin (RITA®
ve BIT) kullanilmasi birgok avantaj sunmaktadir (Alvarenga-Venutolo ve Salazar-
Aguilar, 2015).

Gutiérrez ve arkadaglart (2016), yaygin sekilde dev bambu olarak bilinen Guadua
angustifolia i¢in daha 6nceden rapor edilmis ve diisiik ¢ogalma ile sonug¢lanmis olan
yari-kat1 ortam ile elde edilen ¢ogalma sonuglarini, gegici daldirma sistemi olan
RITA® kullanildiginda elde edilen cogalma sonuglar ile karsilastirmislardir.
Sitokinin olarak 3.0 mgL™ BAP ilaveli MS besin ortamu igeren yari-kati ortam
kiiltiirleri ve RITA®’larda siv1 kiiltiirler kullamlnustir. Ekipman olarak, her biri 200
ml kiiltiir ortami igeren 20 RITA® biyoreaktdrii bulunmaktadir. Daldirmalar, 2 dk
sireyle uygulanmak iizere iki farkli frekans araliginda (6 saat ve 8 saat)
gerceklestirilmistir.  G. angustifolia‘'nin 1, 2 veya 3 sapli biiyiik kiimeleri
uygulamalara bagl olarak kiiltiire alinmistir. En 1yi sonuglar, giinde 4 defa daldirma

(her 6 saatte bir) dongilisii ile orijinal eksplant basina (aksillar tomurcuklar) 2.7
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siirglin ¢ogalma indeksi olarak elde edilmis ve daha biiylik rizomlar geligmistir.
Genel olarak gecici daldirma sisteminde, siirgiin cogalma orani ve rizom biiyiimesi
acisindan yari-katt ortam kosullarindan ¢ok daha iyi sonuglar elde edilmistir.
Gutiérrez ve arkadaslart (2016), G. angustifolia’nin ticari tiretiminde kullanilmak
iizere RITA" igin uygulamalarin gelistirilmesi ve daha ileri ¢alismalarin yapilmasini

onermislerdir (Gutiérrez vd., 2016).

Ramirez-Mosqueda ve Iglesias-Andreu (2016), gida ve kozmetik endiistrisinde
degerli bir kimyasal olan ve ekonomik éneme Sahip vanilin (bitkinin kabuklarindan
elde edilir) elde etmek iizere vanilya bitkisi ile calismiglardir. Bu bitkinin geleneksel
cogaltimi, tohumlarin diisiik canliligi ve ¢ok diisiik c¢imlenme orani ile smirh
olmaktadir. In vitro mikrogogaltim tekniklerinde kullanilan gegici daldirma
sistemleri (TIS), alternatif bir cogaltim mekanizmasini temsil etmektedir. Bu
bakimdan arastiricilar Vanilla planifolia’nin  mikrogogaltiminin iki evresinde
(cogalma ve koklenme) tli¢ farkli biyoreaktdr sistemini karsilastirmislardir. Gegici
daldirma biyoreaktdrii (BIT®), yer¢ekimi daldirma biyoreaktorii (BIG) ve otomatik
gecici daldirma biyoreaktorii (RITA®) degerlendirilmistir. Cogalma asamasinda
siirgiin sayis1 en fazla BIT® (18.06 siirgiin/eksplant) sisteminde, ardindan RITA®
(12.77 siirgiin/eksplant) ve BIG (6.83 siirgiin/eksplant) sistemlerinde olmustur.
Koklenme agamasinda, BIG ve RITA® sistemleri ile karsilastirilan BIT® sisteminde
daha fazla sayida uzun kok elde edilmistir. Bununla birlikte en yiiksek klorofil igerigi
BIG sisteminde bulunmus, bunu RITA® ve BIT® sistemleri izlemistir. BIT®
sisteminde in vitro olarak gogaltilan fidelerde %100 canlilik gdzlenmis, RITA® ve
BIG sistemlerinde ¢ogaltilan fideler bu oranin gerisinde kalmistir. Calismada elde
edilen bulgular genel olarak, V. planifolia tiiriiniin ticari mikrogogaltiminin
optimizasyonunda BIT® sisteminin istiinliigiinii onaylamistir. Dahasi bu sistem,
RITA® sistemlerinin kullanimiyla iliskili maliyetleri de diisiirmektedir (Ramirez-

Mosqueda ve Iglesias-Andreu, 2016).

Ekonomik degeri yiiksek olan bir orkide tiiri Vanda tricolor (Vanda suavis) ile
calisan Esyanti ve arkadaslar1 (2016), tiiketici talebinin karsilanmasi amaciyla ince
tabaka sivi ortam ve gecici daldirma sistemi (TIS) biyoreaktorii ile mikrogogaltim
olanaklarini arastirmiglardir. Bu ¢alismada, V. tricolor’ un siirgiin kiiltiirii, hindistan

cevizi suyunun eklendigi tam MS ortaminda iki farkli sistemde (ince tabaka ve TIS
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biyoreaktorii) yetistirilmistir. TIS biyoreaktoriinde her 12 saatte 5 ve 10 dk’lik
daldirma periyoduna ait iki farkli varyasyon belirlenmistir. 21 giin sonra, hangi
sistemin ve parametrenin verimli oldugunu belirlemek igin her iki sistemde de
biyokiitle iiretimi, gorsel-canlilik analizi ve ortam kullanimi (iletkenlik ve seker
tilkketimi), analiz edilmistir. Sonuglar, TIS biyoreaktoriinde siirgiinlerin ince tabaka
sistemindekinden gorsel olarak daha iyi ve daha canli (yasayabilir) oldugunu
gdstermistir. Ince tabaka sistemi 4.854 g ile en yiiksek seker kullanimi ve 7.52 mS
degeriyle en yliksek iletkenlik azalmasina sahip bulunmustur. En biiyiik kiitle
tiretimi, 0.056/giin biliylime orani ile ince tabaka sisteminde gergeklesmistir. Bu
calismada, gorsel ve canlilik analizi, biyokiitle iiretimi ve ortam kullanimina
dayanilarak, TIS biyoreaktoriiniin V. tricolor’un siirgiin iretiminde daha verimli

oldugu sonucuna varilmistir (Esyanti vd., 2016).
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2.MATERYAL VE METOT

2.1.Bitki Materyali

Liquidambar orientalis Miller (Anadolu siglasi) 30-35 metreye kadar boylanabilen,
yaprak doken ve monoik bir agactir. Mart ayindan Kasim ayimna kadar ¢igeklenir,
meyve Kasim aymdan Aralik ayina kadar olgunlasir ve tohumlar riizgar ile dagilir.
Agac her yil meyve iiretir ancak verimli agaclar {i¢ yilda bir daha iiretkendir (Prada

ve Arizpe, 2008) (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Sigla (L. orientalis) agacinin goriiniimii (Koycegiz Sigla Ormani, 11 Agustos 2017).

Calismamizda L. orientalis agaglarindan kozalaklar 2015 yili Kasim-Aralik aylarinda
toplanmis, oda sicakliginda 15 giin kurutulduktan sonra (Sekil 2.2.) silkelenerek
tohumlarin dokiilmesi saglanmis (Sekil 2.3.) ve tohumlar galvaniz sac kutularda 4

°C’de muhafaza edilmistir (Mugla Orman Midiirligi).
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Kullanilan tohumlarin bin dane agirligi 2.526 + 0.05 g olarak bulunmustur (Baran-
Ayaz vd., 2015).

g

Sekil 2.2. Yeni toplanmus (2) ve kurutulmus sigla kozalaklar: (b) (6l¢ii ¢izgisi = 1 cm).

—

Sekil 2.3. Sigla agaci tohumlarinin stereo mikroskop goriintiisii (6l¢ii ¢izgisi =5 mm).

2.2.1n Vitro Kiiltiir Calismalari icin Kullanilan Besin Ortamlari ve Kiiltiirler

Steril fidelerin elde edilmesinde yari-kat1 2 Murashige-Skoog (MS) (Murashige ve
Skoog, 1962) besin ortami, siirgiin ucu kiiltiirlerinde benzil amino purin (BAP: 6-
Benzylaminopurine) ve naftalen asetik asit (NAA: a-naphthalenaceticacid) ilaveli
yari-kati (semi-solid) MS ve Woody Plant Medium (WPM) besin ortamlar1 (Lloyd ve
McCown, 1980), gecici daldirma sistemindeki kiiltiirlerde ise sivi WPM besin ortami
kullanilmistir. MS ve WPM besin ortamlar1 makro ve mikro element icerikleri

Cizelge 2.1.’de verilmistir.
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Cizelge 2.1. MS ve WPM besin ortamlarina ait bilesenler [SigmaBioSciencesCatalog,

(1996)].
) . MS Ortam WPM Ortam
INORGANIK MADDELER
(mg/L) (mg/L)
Ca (NO3),.4H,0 - 556.00
KNO; 1900.00 -
NH4NO; 1650.00 400.00
CuS0,.5H,0 0.025 0.25
MgSQO,.7H,0 370.00 370.00
K,SO, - 990.00
MnSQO,.H,0 16.90 22.30
ZnS0,4.7H,0 8.60 8.60
H3BO3 6.20 6.20
KH,PO, 170.00 170.00
NaMo00O,.2H,0 0.25 0.25
CaCl,.2H,0 439.59 96.00
CoCl,.6H,0 0.025 -
KI 0.83 -
FeNaEDTA 36.70 36.70
VITAMINLER
Myo-inositol 100.00 100.00
Nicotinic acid 0.50 0.50
Pyridoxine.HCI 0.50 0.50
Thiamine.HCI 0.10 1.00
Glycine 2.00 2.00

2.2.1.Siirgiin ucu Kiiltiiri

Siirglin ucu kiiltiiri deneyleri igin steril fideleri elde etmek {izere Oncelikle
tohumlarin sterilizasyonu yapilmis ve yari-kati 2 MS besin ortaminda kiiltiire

alinmistir.
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2.2.1.1. Yari-kati MS besin ortaminin hazirlanmasi

Steril fidelerin elde edilmesi i¢in tohumlar 2 MS ortaminda kiiltiire alinmistir.
Bunun i¢in cizelge 2.1°de belirtilmis olunan MS ortami bilesimine gore yari-giiglii
(1/2) olacak sekilde 1 litre (L) ortam i¢in gerekli miktarlar alinmistir. Ayrica 20 g/L
sukroz ve 7 g/L agar eklenmistir. Agar eklenmeden Once ortamlarin pH’1 5.8 olacak
sekilde ayarlanmistir (0.1 M NaOH veya 0.1 M HCI kullanilarak). Agar ilave
edildikten sonra besin ortamlar1 su banyosuna konulmus yaklasik 1 saat karigtirarak
pismesi saglanmistir. Hazir olan besin ortamlart 30’ar ml olacak sekilde durham
siselerine konulmus ve sonrasinda otoklavda, 121 °C’de 1 atm basingta 20 dk

sterilize edilmistir.

2.2.1.2. Tohumlarin yiizeysel sterilizasyonu Ve steril fidelerin elde edilmesi

Calisgmamizda kullanilan tohumlar 2015°’te Fethiye Mugla Orman Miidiirligi
Liquidambar orientalis tohum fidanligindan (tohumlar 2012 yilina aittir) temin

edilmistir.
Tohumlar sterilizasyonu Baran-Ayaz vd. 2015’e gore yapilmustir.

e Tohumlar oncelikle %70’lik etil alkolde 1 dk bekletilmistir,
e Ardindan H,0; (%30-31) ile 15 dk muamele edilmis,

e Son olarak steril distile su ile 3 kez yikanmuistir.

Tohumlar Ocak 2015°te kiiltiire alinmistir. Kiiltiirler i¢in, 30’ar ml %2 MS ortami
iceren 80 adet durham sisesine 3’er adet sigla tohumu ekilmistir (Sekil 2.4.).

Sekil 2.4. %2 MS besin ortaminda kiiltiire alinan sigla tohumlar.
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Kiiltiir ler 22 + 2 °C’de 16/8 saat (aydinlik/karanlik) fotoperiyodik kosullarda, soguk
beyaz fliioresanlar ile 2000-2200 lux aydinlatmada inkiibe edilmistir (Sekil 2.5.). Iki
giinde bir periyodik olarak yapilan gozlemler ile tohumlarim c¢imlenmesi ve

enfeksiyon durumu belirlenmis, ayrica fidelerin gelisimi gozlenmistir.

Sekil 2.5. Kiiltiire alinan tohumlarin kiiltiir odasindan bir goriiniimii.

2.2.1.3.Suirgiin uglarimin kiiltiire alinmasi

Yari-kat1 %2 MS besin ortaminda sigla tohumlarmin kiiltiire alinmasi ile elde edilen
steril sigla fidelerinin siirgiin ucu kiiltiirleri i¢in yari-katt MS ve WPM besin
ortamlart kullanilmigtir. Besin ortamlar1 2.2.1.1. bashigi altinda belirtildigi gibi
hazirlanmis ve kiiltiir kabi olarak 2.5x15 cm’lik deney tiipleri kullanilmigtir. Her bir

deney tiipiine 25 ml besin ortam1 konulmustur.

MS ve WPM besin ortamlarinin her birine 0.2 mg/L BAP ile 0.05 mg/L NAA ilave
edilmis ayrica, kontrol olarak da ortamlar bitki biiylime diizenleyici (BBD) ilavesiz
olarak hazirlanmistir. 8 haftalik steril fidelerin (Sekil 2.6.) siirgiin uglar1 (8-10 mm)
BBD igeren ve icermeyen besin ortamlarinda kiiltiire alinmis, siirgiinlerin gelisimi,

yaprak rengi, slirglin uzunlugu ve kok olusumlar1 degerlendirilmistir.

Steril sigla fidelerinden alinan siirgiin uglari, 8-10 mm uzunlukta sekil 2.6.’da
isaretlendigi sekilde kesilmis ve yukarida belirtilen besin ortamlarinda kiiltiire
almmustir (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.6. 8 haftalik steril si8la fideleri (dl¢ii ¢izgisi 8-10 mm)

Sekil 2.7. Kiiltiire alinan siirgiin uglar (1. giin)
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2.2.2.Gegici daldirma sistemi ile RITA® biyoreaktorlerinde siirgiin ucu kiiltiirii

2.2.2.1.RITA® biyoreaktorlerine aktarilacak siirgiin uclart icin steril fide elde

edilmesi

Siirgiin ucu kiiltiirli calismasi igin dncelikle steril fidelerin elde edilmesi gereklidir. L.
orientalis tohumlar1 2015 Kasim-Aralik aylarinda Koycegiz-Marmaris yoresi sigla
ormanlarindan toplanmistir. Yari-katt MS besin ortaminda Kkiiltiire alinan sigla
tohumlarindan gelisen 8 haftalik fidelerin siirgiin uglart (8-10 mm) RITA"

biyoreaktorlerinde eksplant olarak kullanilmistir.
2.2.2.2.51vi WPM besin ortaminin hazirlanmasi

Gecici daldirma sisteminde siirgiin ucu kiiltlirleri icin stvi WPM besin ortami
kullanilmis ve ¢izelge 2.1.°de 1 L ortam icin belirtilen miktarlar bir erlene konulmus
ve ortama 30 g/L sukroz ilave edildikten sonra, distile su ile bir litreye
tamamlanmistir. Ortamlarin pH’1 5.8 olarak ayarlanmistir (0.1 M NaOH ve 0.1 M
HCI kullanilarak). Besin ortamlarimin bulundugu erlenler aliiminyum folyo ile
sarilarak otoklav sepetlerine yerlestirilmis ve otoklavda 121°C’de, 1 atm basingta 20

dk sterilize edilmistir.
2.2.2.3.RITA® biyoreaktsrlerinin sterilizasyonu

Oncelikle RITA® biyoreaktorleri parcalarma ayirilarak tim pargalar (hassas
mikrofiltreler diginda) steril distile su ile yikanmis ve kurulanmistir. RITA®
kaplarinda bulunan hassas mikrofiltrelersu ile temas ettirilmeden RITA® kaplarina
takilmistir. Filtrelerin otoklavdaki nemden etkilenmemesi amaciyla i¢i kurutulmus
olan RITA®lar aliminyum folyo ile sarilarak (Sekil 2.8.) otoklavda 121°C’de, 1 atm
basing altinda 20 dk sterilize edilmistir. RITA® sistemi sekil 2.9.’da goriildigi
gibidir.
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Sekil 2.9. RITA® sistemi.

2.2.2.4.Siirgiin ucu eksplantlarmn RITA® sisteminde kiiltiire alinmast

Hazirlanan ve otoklavda sterilize edilmis olan sivi WPM besin ortami steril

kosullarda (giivenlik kabini i¢inde) RITA® kaplarmna aktarilmistir. Her bir kaba 300
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ml besin ortami1 konulmustur. Daha sonra yari-kati 2 MS besin ortaminda steril
olarak gelisen 8 haftalik fidelerin siirgiin uglar1 (yaklasik 8-10mm’lik eksplantlar)
stvi WPM besin ortammin bulundugu RITA® kabmin iist kiiltiir bolmesine, 10’ar
adet olacak sekilde birakilmigtir (Sekil 2.10.). Bu sekilde kiiltiire alinan eksplantlari
iceren RITA® sistemi 27.5 pE/m%s 1sik altinda fotoperiyodik kosulda (16 saat
aydinlik/8 saat karanlik) 22+2°C sicaklikta olan kiiltiir odasina yerlestirilmistir.

Gegici daldirma sistemi ile RITA® kaplarinda kiiltire alinan siirgiin ucu
eksplantlarinin gelisimi, 6 saatte 15 dk ile 8 saatte 15 dk daldirma siire ve sikliklarina

gore test edilmistir.

8 hafta sonra kiiltiir kaplar1 bosaltilmis, siirglin gelisimi goriilen eksplant sayisi,
gelisen siirgiiniin boyu ve bir RITA® kabinda gelisen siirgiinlerin toplam agirlig:

(taze agirlik) belirlenerek veriler istatistiki olarak degerlendirilmistir.

Sekil 2.10. RITA® biyoreaktoriiniin iist bolmesinde kiiltiire ahnan eksplantlarin goriiniimii.

2.3.Istatistiki Analiz

Stirglin boyu, canli slirgiin ucu sayist ve yas agirlik iizerine 6 saatte 15 dk veya 8
saatte 15 dk daldirma periyotlarina gore bagimsiz gruplar t-testi (p > 0.05)
kullanilarak istatistiki olarak analiz yapilmastir.
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3.BULGULAR

3.1.Siirgiin Ucu Kiiltiirii

3.1.1.Steril fidelerin elde edilmesi

Siirglin ucu kiiltiirii caligmasinda steril fide elde edilmesi amaciyla 80 adet durham
sisesinin her birine 3’er adet olmak iizere 240 tohum ekilmistir. Ylzeysel
sterilizasyonu yapilip kiiltiire alinan tohumlarin iki giinde bir periyodik olarak
gozlemleri yapilmis (Sekil 3.1.), ¢imlenme 4. giinde baslamis ve 20. giinde
tamamlanmistir. Kiiltiire alman sigla tohumlarinda ¢imlenme yiizdesi %71.25,

enfeksiyon ylizdesi ise %12.5 olarak bulunmustur.

3.1.2.Siirgiin u¢larnin gelisimleri

Siirglin uglarmin kiiltiire alindig1 iki besin ortamina (MS ve WPM) bitki biiyiime
diizenleyicisi (BBD) olarak 0.2 mg/L BAP ve 0.05 mg/L NAA eklenmistir. Kiiltiire
alian siirgiin u¢larinin BBD igeren ve icermeyen MS ve WPM besin ortamlarinda

canli kalan ve gelisim gdsterenlerin yiizdeleri ¢izelge 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. MS ve WPM besin ortamlarinda kiiltiire alinan siirgiin uglarinin gelisme durumu.

Besin ortami ve BBD Kiiltiire alinan Kontamine olan Canli eksplantlar
eksplant sayis1 eksplant sayis1 %)
MS 106 17 83,96
WPM 50 8 84
MS+BBD 50 8 84
WPM+BBD 49 4 91.83
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Sekil 3.1. Kiiltiire alinan sigla tohumlarinin ¢cimlenme baslangig ve gelisimleri; a/3. giin, b/6.
giin, ¢/9. giin, d/10. giin, e/14. giin, {/20. giin, g/28. giin, h/30. giin.

Sekil 3.2.°de farkli besin kombinasyonlarinda gelisen siirgiin uclarina ait birer 6rnek

gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Siirgiin uclarinin MS ve WPM besin ortamlarinda gelisimleri (62. giin) (6l¢ii
¢izgisi=1 cm) a. BBD ilaveli MS, b. BBD ilaveli WPM, c¢. BBD ilavesiz MS ve d. BBD ilavesiz
WPM yari-kati besin ortami.
0.2 mg/L BAP ve 0.05 mg/L NAA ilave edilmis MS besin ortamina aktarilan ve
gelisme goriilen siirgiin uclarinda gelisen yapraklarin renginin genellikle agik yesil
oldugu goriilmiis olup (3.2.a.), erken solmalar meydana gelmistir. Siirgiin uclarinda

kok olusumu neredeyse hi¢ goriilmemistir.

0.2 mg/L BAP ve 0.05 mg/L NAA ilave edilmis WPM besin ortamina aktarilan
siirglin ug¢larinin yapraklar1 koyu yesil renkte, siirgiin uzunlugunda artislar olmus

fakat siirglinlerin koklenmesi ¢ok az olmustur (Sekil 3.2.b.).

BBD ilavesiz MS besin ortaminda kiiltiire alinan ve gelisen siirgiin uglarinda yaprak
sayis1 yiiksek ancak, bogum aralar1 kisa oldugundan siirgiin boyu uzun olmamistir
(Sekil 3.2.c).Gelisen siirgiin uglarinda ¢ok ge¢ koklenme goriilmiistiir (yaklasik 4 ay)

bazilarinda ise kok olusumu goriilmemistir.

BBD ilavesiz WPM besin ortaminda kiiltiire alinan ve gelisen siirgiin uclarinda

yaprak renginin genellikle koyu yesil oldugu (Sekil 3.2.d.), siirgiin gelisiminin
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(yaprak sayisi ve siirglin uzunlugu bakimindan) diger ortamdakilere kiyasla daha kisa
zamanda (2 ay sonra) daha iyi oldugu gozlenmistir. Ayrica gelisen silirglin uglarinin

kok yapist giiclii ve uzun bulunmustur.

BBD ilavesiz WPM besin ortaminda siirgiin u¢larinda iyi bir gelismenin gézlenmesi
ile 6ncelikle RITA® biyoreaktorlerinde (gegici daldirma sistemi) siirgiin ucu kiiltiirii
icin bitki biiylime diizenleyici ilavesiz WPM besin ortaminin kullanilmasia ve
kiltliriin basarisinda en 6nemli faktor olarak belirtilen eksplantlarin besin ortamina
daldirma periyodunun belirlenmesi i¢in 6 saat ve 8 saatte bir daldirmanin

arastirilmasina karar verilmistir.

3.2. RITA® Biyoreaktorlerinde Siirgiin Ucu Kiiltiirii

3.2.1.RITA® biyoreaktorlerine aktarilacak siirgiin uglari icin steril fide elde

edilmesi

RITA® biyoreaktorleri ile yapilacak olan galisma igin Koycegiz-Marmaris yoresi L.
orientalis ormanindan toplanan tohumlar (Sekil 3.3.) 6ncelikle yari-kati %2 MS besin

ortaminda kiiltiire alinmustir.

4

*

-

Sekil 3.3. Sigla tohumlarinin irilikleri.

Tohumlarin ¢imlenmesi 7. giinde baslamis olup 18. giinde tamamlanmstir.

Tohumlarda ¢imlenme basaris1 %90 olarak bulunmustur.
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3.2.2.Gegici daldirma sistemi ile RITA® biyoreaktorlerinde siirgiin ucu Kiiltiirii

RITA® biyoreaktorleri ile mikrocogaltimdaen o6nemli parametreler olarak
eksplantlarin besin ortamima daldirma sikli§i ve daldirma siiresinin oldugu
belirtilmektedir. Calismamizda oncelikle 15 dk’lik daldirma siiresinin 6 ve 8 saatte
bir periyodik olarak uygulanmasi arastirilmistir. Buna gore gelisme gosteren siirgiin
ucu yiizdesi, gelisen siirgiinlerin boyu ve ortalama bitki yas agirligi ¢izelge 3.2.°de

verilmistir.

Cizelge 3.2. Daldirma periyoduna gore gelisen siirgiin ucu yiizdesi, siirgiin boyu ve RITA®
kab1 basina bitki yas agirhklari.

Daldirma periyodu Geligme gosteren Siirgiin boyu Yas agirhik
stirgiin ucu (ortalama) (ortalama)
(%) (cm/bitki) (g/bitki)
6 saatte 15 dk 80.00 + 15.27 2.87+0.42 0.24+0.23
8 saatte 15 dk 56.67 £ 6.66 2.37+0.53 0.26+0.98

+ standart hata degeridir.

Bagimsiz gruplar t-testine gore (p > 0.05) gelisme gosteren siirgiin ucu yiizdesi,
siirglin boyu ve yas agirlik lizerine 6 saatte 15 dk veya 8 saatte 15 dk daldirma
periyotlarinin istatistiki olarak 6nemli bir etkisi goriilmemistir. Ancak, 6 saatte 15 dk
gecici daldirmaya tabi olan siirgiin uclarinda uzama daha fazla olmus ve koklenme
ve/veya kok gelisimlerinin, 8 saatte 15 dk uygulamasina gore daha uzun ve daha
giiclii oldugu goriilmistiir (Sekil 3.4.). Calismamizda kiiltiir sliresinin uzamasi ile
bazi siirgiinlerin ilk gelisen yapraklarmin 7. haftanin sonuna dogru kararmaya

basladig1 da gozlenmistir.

RITA® biyoreaktdrleri ile siirgiin ucu kiiltiiriinde 8 saatte 15 dk daldirilan siirgiin
uclarindan gelisen bitkilerin kok gelisimleri 6 saatte 15 dk olarak daldirilanlarin kok
gelisimlerine gore daha zayif bulunmustur. Bazi siirgiinlerin uzunlugu iyi olmasina

karsin hi¢ koklenmedigi gozlenmistir (Sekil 3.5.).
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Sekil 3.4. RITA® biyoreaktorlerinde 6 saatte bir 15 dk daldirilan siirgiin ucu eksplantlarinin
Y g Y
gelisimi (8 haftalik) (6l¢ii ¢cizgisi = 1cm).

50



Sekil 3.5. RITA® biyorektiorlerinde 8 saatte bir 15 dk daldirilan siirgiin ucu eksplantlarinn
gelisimi (8 haftahk) (6lcii ¢izgisi = 1cm).
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

4.1.Liquidambar orientalis Tohumlarinin Cimlenme Durumu

Efe (1987) tarafindan L. orientalis tohumlarinin laboratuvar kosullarinda 1 hafta,
arazi kosullarinda ise 15 giinde ¢imlendigi belirtilmektedir. Oztiirk ve arkadaslari
(2008) Mugla, Aydin, Denizli, Isparta, Antalya ve Burdur’dan toplanan taze
tohumlar1 petri kaplarinda ve serada toprakta cimlendirmislerdir. Laboratuvar
kosullarinda 15-25°C’de 7 giinde ¢imlenen tohumlar, serada saksida 15°C’de normal
giin 15181 kosullarinda 2-3 haftada ¢imlenmislerdir. Calismada, laboratuvar ve sera
kosullarinda ¢imlenme %60-80 arasinda bulunmustur. Farkli ¢aligmalarda farkl
cimlenme yiizdeleri belirtilmistir. Atay (1985) tohum c¢imlenmesini %40-75, Efe
(1987) %68.58, Baran-Ayaz vd. (2015) %91.66 olarak belirtmistir. Bu ¢alismada %
MS besin ortaminda tohumlarin ¢imlenmesi basariyla gerceklesmis ve kiiltiire alinan
tohumlarda ¢imlenme 4. giinde baslamis, 20. giinde tamamlanmistir. Kiiltiirde 4 hafta
(28 giin) sonra %71.25 ¢cimlenme goriilmiistiir. RITA® biyoreaktorlerine aktarilacak
stirglin uglar iginsteril fidelerin elde edilmesinde ise tohumlar kiiltiire alinmis olup
¢imlenme 7. giinde baglamis, 18. giinde tamamlanmistir. Kiiltiirde ¢cimlenme basarisi
8 hafta sonunda %90 bulunmustur. Calismamizda, tohumlarin ilk kiltiire
alinmasindaki ¢imlenme yiizdesinin ayni sekilde ikinci defa kiiltiire alinmasindaki
¢cimlenme yiizdesine gore diisiik bulunmasinin sebebi ilkinde kullanilan tohumlarin 3
yil bekletilmis olmasi diigtiniilebilir. Ciinkii bu tohumlar 2012 yilinda Fethiye L.
orientalis fidanligindan toplanmis olup, in vitro kiiltiir ¢alismamiz Ocak 2015’te

yapilmistir.

L. orientalis’ in 14 ile 365 giinde c¢imlenebilecegi, iyi kosullar altinda dahi

cimlenmede diizensizlik goriilebilecegi belirtilmekle beraber (http://b-and-t-world-

seeds.com/) ¢alismamizda bir diizensizlik gorilmemistir.
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4.2.Liquidambar orientalis (Anadolu Siglasi)’in In Vitro Cogaltim

Anadolu siglasmin in vitro ¢ogaltimiyla ilgili bilinen ilk ¢alisma 1999 yilinda Geng
tarafindan yapilmistir. Geng (1999) yaptig1 ¢alismada siirgiin, kok ve kallus elde
etmek amaciyla, 6 yas grubuna ait agaglardan aldigi siirgiin ucu, meristem ve
tomurcuklar1 eksplant olarak kullanmistir. Test edilen besin ortamlarindan 1 ppm
BAP ve 1 ppm kinetin iceren Blaydes besin ortammin (BL) sigla i¢in en uygun
oldugu, geng¢ fidanlardan (2-6 yas arasi) alinan siirgiin ve tomurcuklarin yash
agaclardan alinanlara gore daha uzun ve fazla sayida siirgiin meydana getirdigini,
stvi besin ortami kullanildiginda siirgiin olusum ylizdesinin yari-kat1 besin ortamina
gore azaldigini belirtmistir. Kullanilan gen¢ materyallerde siirgilin ve kallus olusumu
%90’1n {izerinde bulunmus, biitliin olarak elde edilen bitkicik oram1 %11 olmustur.
Koklenme ise BL ortaminda elde edilen ¢oklu siirgiinlerin, BL’in hormon igermeyen
ortamina 0.5 cm uzunlugunda parcalarin aktarilmasiyla saglanmigtir. Ancak seraya
transfer edilen siirgiinler 1 ay yasatilabilmistir (Geng, 1999). Bu tez kapsaminda
yaptigimiz besin ortami belirleme ¢alismalarinda, yari-katt MS ve WPM besin
ortamlar1 ve 0.2 mg/LL BAP+0.05 mg/L NAA ilave edilmis yari-kati MS ve WPM
besin ortamlar slirgiin ucukiltiirii i¢in denenmistir. Steril ortamda tohumlardan elde
edilen fidelerden aldigimiz siirgiin uglarmin (8-10 mm) hormon ilavesiz WPM besin

ortaminda daha 1yi gelistigi gortiilmistiir.

Erdag ve Emek (2005), Anadolu siglasinin in vitro gogaltimi ile ilgili yaptiklart
calismada yaprak eksplantlarini kullanmislardir. Siirgiin cogaltici kiiltiirlerden alinan
yaprak eksplantlari, farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA ile desteklenmis yari-
katt WPM besin ortamina yerlestirilmistir. Siirglin organogenezi belirgin bir kallus
asamast olmadan, dogrudan meydana gelmis ve 6-9 hafta arasinda iyi tanimlanmis
stirgtinler goriilmiistiir. Eksplant basina en fazla siirgiin (ortalama 20 siirgiin) 9 hafta
icerisinde, 0.54 uM NAA ve 11.1 uM BAP ile desteklenmis WPM besin
ortamindaelde edilmistir. Bizim ¢alismamizda 4 haftalik steril fidelerin siirglin ucu
kiiltirlerinde de benzer sekilde yari-katt WPM besin ortaminda yari-katt MS besin
ortamina gore daha iyi sonu¢ alinmistir. Gelisme gosteren siirgiin ucu yiizdesi (8

hafta sonunda) en yiiksek (%91.83) bitki biiylime diizenleyicisi (0.2 mg/L BAP ve
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0.05 mg/L NAA) ilaveli WPM besin ortaminda bulunmustur. Siirgiin ucu
kiltlirlerinde en iyi yaprak gelisimi, koklenme ve siirgiin boylanmasinin BBD
ilavesiz WPM besin ortaminda oldugu goriilmiistiir. Ayrica bitkiler, BBD ilavesiz

WPM besin ortaminda diger besin ortamlarina gore daha hizli gelisim gostermistir.

Ozmen (2011) calismasinda, farkli biiyiime diizenleyicileri (2.5 mg/L BAP + 0.1
mg/L NAA veya 0.1 mg/L TDZ + 0.01 mg/L 2.4-D) ilave edilmis dort farkli besin
ortaminda [MS, SH (Schenk ve Hildebrandt), LO (Lindemann Orchid besin ortami)
ve WPM] iki haftalik sigla bitkilerden elde ettigi hipokotil eksplantlarini kullanarak
adventif siirgiin olusumunu arastirmistir. Ayrica eksplantin alindigi bitkinin yas1 (2, 3
ve 4 haftalik) karanlik uygulamasi (kontrol, 1 ve 2 hafta karanlik) ve hipokotil
eksplantinin alindig1 bitkideki konumunun siirgiin olusumu tizerindeki etkilerini
aragtirmistir. En 1y1 slirglin olusumunu 2.5 mg/L BAP + 0.1 mg/L NAA destekli SH
besin ortamindan elde etmistir. Eksplant yas1 ve karanlik uygulamasi degiskenleri
icin en iyl sonuglarin, 3 haftalik bitkilerden alinan eksplantlar  (19.33
strgiin/eksplant) ile 2 hafta karanlik uygulamasi yapilan eksplantlar (20.52
siirgiin/eksplant) oldugunu belirtmistir. Ozmen (2011) ¢alismasinda siirgiin olusumu
icin eksplantin alindig1 konumun istatistiki olarak Oonemli bir fark gdstermedigini

belirtmistir.

Bayraktar ve arkadaslar1 (2015), L. orientalis’in aksillar tomurcuklarindan izole
ettikleri primordial siirglin eksplantlarini, farkli bitki biiylime diizenleyicileri (BBD)
iceren MS ve WPM besin ortamlarinda kiiltiire almislardir. Eksplant basina en fazla
sirglin sayis;, 1.0 mg/L BAP ve 1.0 mg/L IBA (siirglin ¢ogaltma ortami) ile
desteklenmis WPM besin ortaminda elde edilmistir. Bu tez calismasinda steril
fidelerin siirgin ucu Kkiiltlirlerinde de yari-katt WPM ortaminda yari-kati MS
ortamina gore daha iyi sonu¢ alinmistir. Gelisme gosteren siirgiin ucu yiizdesi en
yiiksek (%91.83) bitki biiyiime diizenleyicisi (0.2 mg/L BAP ve 0.05 mg/L NAA)

ilaveli WPM besin ortaminda bulunmustur.
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4.3.Gegici Daldirma Sistemi ile RITA® Biyoreaktorlerinde Cogaltma

Son yillarda literatiirlerdeki raporlar, RITA® gibi gecici daldirma biyoreaktor
sistemlerinin yari-kat1 kiiltiirlere kiyasla ¢ok sayida avantaja sahip oldugunu
gostermistir. Gegici daldirmada kati ve sivi kiiltiirlerin avantajlar1 bir araya
getirilmistir. Gegici daldirma, bir¢ok bitki tiirlinde, siirglin ¢ogalmasinin ve somatik
embriyogenezin tiim asamalarinda olumlu etkilere sahiptir. Bitki biiylimesi ve
cogalma oranlari, genellikle yari-kat1 ortam kiiltiirlerine veya diger biyoreaktorler ile
yapilan kiiltiirlere gore gecici daldirmada daha iyi sonu¢ vermektedir. Cogaltilan
bitkicikler ve somatik embriyolar daha kalitelidir. Ayrica bitki materyalinin gegici
daldirmadan sonra dis ortama alistirlmasinda da daha iyi sonuglar alinmistir.

(Escalona vd., 1999; Baran-Ayaz vd., 2017).

Gegici daldirma, kati kiiltiir ortaminin (azami gaz aligverisi) ve sivi kiiltlirlerin
(besleyici madde aliminin artmasi) avantajlarini bir araya getirmistir. Eksplantlarin
daldirma siireleri ve frekanslari, muhtemelen bir mikrogogaltim prosediirii
gelistirmek i¢in en kritik parametrelerdir (Etienne ve Berthouly, 2002). Bu
parametrelerin optimizasyonu, morfogenezin kontrol edilmesi yoluyla ayn1 zamanda
hiperhidrisitenin kontroliiyle daha yiiksek biyolojik verim elde edilmesine olanak
saglayabilir. Kiiltiir yogunlugu da belirleyici bir faktoér olmasina karsin bu faktoriin
heniiz kapsamli olarak incelendigi calismalar pek yoktur. Daldirma siireleri, her
kiiltiir asamasinda alt kiiltiirlerin siiresi ve bitki biiyiime ortaminin kimyasal bilesimi

kadar kritik olabilmektedir (Etienne ve Berthouly, 2002; Baran-Ayaz vd., 2017).

Bu tez calismasinda, L. orientalis’in stvi WPM besin ortami iceren RITA®
biyoreaktorlerinde siirgiin ucu kiiltlirii yapilmistir. Caligmada, gegici daldirma
sistemi i¢in 15 dakika daldirma siiresinin 6 saatte bir ve 8 saatte bir uygulanmasi
arastirilmis, iki daldirma periyodu siirgiin uzunlugu, bitki yas agirligi ve canli kalan
siirglin ucu sayis1 degiskenlerine gore karsilastirilmigtir. 8 saatte 15 dk daldirma
periyodunda gelisme gdsteren siirgiin ucu yiizdesi ve bitki yas agirligi sonuglar1 6
saatte bir daldirmaya gore daha diisiik, bitki yas agirhig ise yiiksek bulunmustur.

Minimum siirgiin boyu 1 cm, maksimum siirgiin boyu 4.5 cm olarak elde edilmistir.
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6 saatte 15 dk daldirma periyodunda ise gelisme gosteren siirgiin ucu yiizdesi ve
siirgiin boyu bakimindan daha iyi sonuglar elde edilmis (istatistiki olarak onemli
degil) ve bu daldirma periyodunda minimum bitki boyu 1.5 ¢cm, maksimum bitki

boyu 6 cm olmustur.

Gegici daldirma sistemi ile odunsu bitkilerde yapilan calismalara bakildiginda,
daldirma siire ve frekanslarinin bitkilerin gogaltim verimliligini énemli derecede
etkiledigi goriilmiistiir. Perez ve arkadaslar1 Q. suber’in embriyogenik kiiltiirlerinin
TIS ile cogaltiminda daldirma siire ve frekanslarini degerlendirerek yari-kati ortamda
elde edilen sonuglar ile karsilastirmislardir. Q. suber’in RITA® biyoreaktdrlerinde
her 4 veya 6saatte 1 dk daldirma frekansi ile taze agirlik artisi, her 12 saatte 1 dk
daldirma frekansina gore 3.7 kat, yari-kat1 ortamdaki kiiltiirlere kiyasla da 7.5 kat
fazla oldugunu belirtmislerdir. Ozden-Tokatl1 ve arkadaslar1 (2007), zeytin bitkisinin
aksillar tomurcuklarindan mikrogogaltim optimizasyonu igin, 2-3 aksillar tomurcuk
iceren eksplant parcalarini otomatik gegici daldirma siteminde (RITA®) kiiltiire
alarak, gesitli dinlenme (her 2, 8 ve 16 saatte) ve daldirma (sirasiyla 4 ve 16 dk)
stirelerini test etmiglerdir. 5 hafta sonunda en iyi daldirma siklig1 ve siiresinin, her 16
saatte bir 16 dk daldirma siiresi olarak belirtmislerdir. Ozden ve arkadaslarinin
(2010)’da yaptiklar1 ¢alismada ise, zeytin bitkisinden aldiklar1 nodal tomurcuklarin
yari-kat1 ortamda ve gegici daldirma sistemleri (TIS) ile ¢ogaltilmasi icin, farkl bitki
biliylime diizenleyicileri (zeatin ve dikegulak) ile karbon kaynaklarmin (glukoz,
sukroz ve mannitol) etkilerini aragtirmiglardir. Yari-kat1 ortamda g¢ogaltilan zeytin
gbovdelerinde giiclii apikal dominansin oldugu ve TIS’in kullanimi ile besin ortamina
sadece mannitol eklenmesi sonucunda zeytin gévdelerindeki dominansin kirildiginm
belirtmiglerdir. Ayrica TIS sisteminde besin ortamina zeatin ve dikegulak
eklenmesinin ¢oklu gévde olusumu iizerine olumlu etkisinin oldugu da belirtilmistir.
Tez calismamiz kapsaminda Anadolu siglasinin mikrogogaltimi i¢in yari-kati
ortamda siirglin ucu kiiltiirinde kullandigimiz 0.2 mg/L BAP ve 0.05 mg/L NAA
ilaveli WPM besin ortaminda canli siirgiin yiizdesi diger ortamlara gore daha fazla
(%91.83) bulunmus ancak siirgiinlerde koklenme ¢ok az olmustur. Gegici daldirma
sistemi ile siirglin ucu kiiltiirii calismamizda, siirglin uzunlugu, koklenme ve yaprak
gelisimi bakimindan iyi bulunan BBD ilavesiz WPM besin ortami kullanilmistir.
Sonug¢ olarak Anadolu siglasinin gecici daldirma sistemi (RITA®)’nde cogaltim
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caligmalar1 igin ¢esitli kombinasyonlarda BBD ilaveli WPM besin ortami ile
caligmalar yapilmasi ve daha sonra bu ortamda gelisen fidelerin koklendirme ve dis

ortama aktarilmasi ¢alismalarinin yapilmasi faydali olacaktir.

2000’11 yillardan sonra TIS calismalarinda daha ¢ok daldirma sikligr ile ilgili
caligmalara rastlanmakla birlikte, farkli bitki tiirlerinde bu sistem ile ¢esitli caligmalar

ve basarili sonuclar elde edilmistir.

Noordin ve arkadaslar1 (2012) da yari-kati ortam ile gecici daldirma sisteminde
Stevia siirgiinlerinin cogaltimim karsilastirmislardir. RITA® sisteminde her 6 saatte
15 dk daldirma dongiisii ile Stevia siirgiinlerinde kiitle artisini yari-kat1 ortama gore 2

kat fazla bulmuslardir.

Alvarenga-Venutolo ve Salazar-Aguilar (2015) dogal bir tatlandirict olan Stevia
bitkisinde kiitle mikrogogaltimini, otomatik gegici daldirma sistemini (RITA®), ikiz
siseler sistemi (BIT®) ve yari—kati ortam ile karsilastirarak aragtirmiglardir. En
yiiksek siirgiin olusumu RITA® sisteminde 8 saatte 10 dk daldirma ile elde edilmistir.
Ayrica BIT sistemi ile her 12 saatte 10 dk daldirma prosediirii ile yas ve kuru agirlik
kiitlesi ile boy artis1 olan giiglii yesil bitkiler elde etmislerdir.

Mordocco ve arkadaglar1 (2009), gecici daldirma sistemi (TIS) ile 6, 12, 24 ve 48
saatte 1 dk daldirma siklig1 ile sekerkamisi bitkisinin kitlesel mikrogogaltimini
arastirmiglardir. Siirglin olusumunda en iyi sonuglar 24 saatte 1 dk daldirma ile elde

edilmistir.

Yapilan arastirmalara bakildiginda genel olarak daldirma sikliginin arttirilmasi ile
daldirma stiresinin azaltilmasi veya daldirma sikliginin azaltilarak daldirma siiresinin

artirilmasi seklindeki ¢alismalarda TIS ile daha basarili sonuglar elde edilmistir.

Bizim ¢alismamizda L. orientalis’in gecici daldirma sistemi ile ¢ogaltilmasi, siirgiin
uzunlugu, canli eksplant yiizdesi ve yas agirlik acisindan degerlendirildiginde
uygulanan 2 daldirma periyodundan (6 ve 8 saatte 15 dk daldirma) 6 saatte 15 dk
daldirmada bitkicik gelisimlerinin daha iyi oldugu (istatistiki olarak Onemsiz)
bulunmustur. Ancak bazi bitkilerde 15 dk daldirma siiresi, 7. haftanin sonunda

hiperhidrisitiye neden olmustur. L. orientalis’in TIS optimizasyonu igin yapilacak
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caligmalarda 6 saat dinlenme ile 10 dk ve daha kisa daldirma siirelerinin uygulanmasi

optimizasyon i¢in yararli olacaktir.

L. orientalis’de gecici daldirma sistemi ile yapilmis herhangi bir ¢alismaya
rastlanilmanmigtir. Onemli potansiyel ve avantajlara sahip olan bu sistemlerin tehlike
altinda olan nadir ve endemik tiirlerin ¢ogaltilmasinda kullanilmak iizere kiiltiiriin
optimize edilmesi biliylik 6nem tasimaktadir. Ayrica gegici daldirma mikrogogaltim
icin kullanilabilecek birbirinden farkli metabolik stiregleri incelemek yararh

olacaktir.

Bu calismanin sonuglari L. orientalis’in RITA® biyoreaktérleri ile ¢ogaltilmasinda,
in vitro olarak iiretilmis steril fidelerin ¢esitli kisimlar1 eksplant olarak kullanilarak

mikrogogaltim ¢aligmalarinin yapilmasinin basarili olabilecegini géstermistir.

L. orientalis’in gecici daldirma sistemi (TIS) ile cogaltimi icin farkli BBD
kombinasyonlari, farkli daldirma siire ve frekanslari, besin ortami1 hacmi ve kiiltiir

kab1 hacminin optimizasyon ¢alismalar1 yapilmalidir.
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