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In this study, micropropagation and rooting of ‘Tuzcu 31-31 sour orange’ and ‘C-35 citrange’ citrus
rootstocks were conducted by comparing with Plantform temporary immersion bioreactor system
and traditional solid culture. Murashige and Skoog Medium (MS) and Woody Plant Medium (WPM)
supplemented with 6-Benzylaminopurine (BAP) (0, 1.0, 2.0 mg L), Kinetin (KIN) (0, 0.5, 1.0 mg
LY) and 2-1sopentenyl adenine (2IP) (0, 1.0, 2.0 mg L) were used in solid culture experiments. For
solid culture rooting experiments, MS, 2 MS and WPM media supplemented with different
concentrations of 1-Naphthaleneacetic acid (NAA) (0, 0.5, 1.0, 2.0 mg L) and Indole-3-butyric acid
(IBA) (0, 0.5, 1.0, 2.0 mg L") were used. In both genotypes, the best micropropagation and rooting
results were obtained from MS medium containing 2.0 mg L™t BAP and % MS nutrient medium
containing 0.5 mg L™ NAA, respectively. Plantform bioreactor system was studied with the best
medium content determined for micropropagation and rooting. As a result of the study, Plantform
system gave better results in terms of plant quality in the micropropagation medium for both
genotypes. Plantform system in rooting medium was found to be more advantageous than solid
culture medium. As a result of the screening with SSR markers, it was determined that there was no
somaclonal variation in the plants micropropagated and rooted in Plantform system.
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Calismada, ‘Tuzcu 31-31 turuncu’ ve ‘C-35 sitranji’ turunggil anaglarinin, in vitro’da geleneksel kati
kiiltiir ve gegici daldirma prensibine dayanan Plantform biyoreaktor sistemi ile karsilagtirmali olarak
mikrogogaltim ve koklendirme denemeleri yiiriitiilmiistiir. Turunggil anaglarmin kati1 kiiltiir
mikrogogaltim denemeleri i¢in, Murashige ve Skoog (MS) ve Woody Plant (WPM) besin ortamlari
ile bitki biiyiime diizenleyicilerden 6-Benzylaminopurine (BAP) (0; 1,0; 2,0 mg L), Kinetin (KIN)
(0; 0,5; 1,0 mg L) ve 2-Isopentenyl adenine (2IP) (0; 1,0; 2,0 mg L) farkli konsantrasyonlar:
denenmistir. Kat1 kiiltiir koklenme denemeleri ig¢in; MS, %2 MS, WPM besin ortamlar1 ile 1-
Naphthaleneacetic acid (NAA) (0; 0,5; 1,0; 2,0 mg L1) ve Indole-3-butyric acid (IBA) (0; 0,5; 1,0;
2,0 mg L) bitki biiyiime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlari incelenmistir. Her iki genotip
icinde en iyi mikrogogaltim sonuglar1 2,0 mg Lt BAP igeren MS besin ortamindan ve en iyi
koklenme sonuglart 0,5 mg L NAA igeren ¥ MS besin ortamindan elde edilmistir. Mikrogogaltim
ve koklenme i¢in belirlenen en iyi besin ortamu igerigi ile Plantform biyoreaktor sisteminde
caligtlmistir. Calisma sonucunda, her iki genotipte de kardeslenme ortaminda, Plantform sistemi
bitki kalitesi bakimindan daha iyi sonu¢ vermistir. Koklenme ortaminda Plantform sistemi, kati
kiiltiir besin ortamina gore daha avantajli bulunmustur. SSR markirlari ile yapilan tarama sonucunda
da, Plantform sisteminde cogaltilan ve koklendirilen bitkilerde, herhangi bir genetik acilimin
olmadigi belirlenmistir.
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Giris

Diinyada yetistiriciligi yapilan en biiylk meyve
gruplarindan  birisi de turunggillerdir.  Anavatani
Gilineydogu Asya olmakla birlikte, turunggiller lilkemizin
de icinde bulundugu genis bir cografyaya dagilim
gOstermigtir (Tuzcu, 1998). Turunggiller (Citrus spp.),
yetistiricilikte yaygin olarak as1 ile g¢ogaltilmaktadir.
Bununla birlikte, kii¢lik bitki dokularinin kullanilabildigi
doku kiiltiiri teknikleri klonal ve seri iiretim icin iyi bir
aractir (Gililsen ve Uzun, 2011). Doku kiiltiiriinde
genellikle geleneksel kati ortam ile ¢alisilmakta olup, bu
yontem hem pahalt hem de yogun isgiicii gerektirmektedir.
Ayrica bitkilerde kalite iizerine olumsuz etkiler
yapabilmektedir.

Biyoreaktorler, ticari mikrogogaltim endiistrisinde
kitlesel bitki tiretimi i¢in 6nemli araglardir. Biyoreaktorler
ya otomatik ya da yart otomatik olarak tasarlanmis ve
bitkilerin kiiltiir ortamindan ¢ok miktarda besini kolayca
alabildigi araclardir (Etienne ve Berthouly 2002; Paek ve
ark., 2005). Yeni bir sistem gelistirilmesi ile
biyoreaktorlerde sivi kiiltiir sistemlerini kullanarak, daha
uygun maliyetli mikrogogaltimin  gergeklestirilmesi
miimkiin olmustur (Welander ve ark., 2017). Gegici
daldirma yontemi, gelencksel yari-kati ve sivi besin
ortamlarmin avantajli yonlerini kombine eden bir
sistemdir.  Gegici  daldirmali  sistemlere  dayal
biyoreaktorler (GDS), gilincel anlamda kullanighdir.
Biyoreaktorler icinde en yenilerinden biri olan
Plantform™’un, mevcut alternatifler ile
karsilastirildiginda, bircok avantaja sahip oldugu
belirlenmistir (Welander ve ark., 2014; Gatti ve ark.,
2015). Kullanimi kolay, seffaf, otoklavlanabilir ve gaz
degisimini zamanlayict ile kontrol edebilen hava
pompalariyla en yeni biyoreaktorlerdendir.

Plantform sistemi kaplarin igerisinin havalanmasini
saglamasi ve beraberinde ¢ogu zaman kati kiiltiirde
meydana gelen ve morfogenezi olumsuz yonde etkileyen
karbondioksit (CO2) ve etilen birikmesini 6nlerken, kiiltiir
atmosferinin tamamen yenilenmesini saglar (Roels ve ark.,
2006). Ayrica daha biiyilik kiiltiir kabt kullanildig1 igin
altkiiltiir siiresi daha uzundur. Kati besin ortaminda kiiltiire
alma iglemi daha 6zen ve dikkat istemekle birlikte, sivi
besin ortamda bu islem daha kolay ve cabuk olur ve
boylece isgiiciinden de tasarruf edilir. Hava sirkiilasyonu
sonucunda olusan baloncuklar sayesinde hiicre bolinmesi
tesvik edilir ve bu yolla hem ¢ogalma katsayist hem de
siirgiin kalitesinde artis olur.

Bitki doku kiiltiiriinde bazi1 durumlarda, somaklonal
varyasyon olarak adlandirilan, bazi genetik degisiklikler
meydana gelebilmektedir. Bu durum, vejetatif cogaltimda
istenmeyen bir durumdur. Plantform gegici daldirma
sistemleri ile kiiltiir siirelerinin daha kisa tutulmasi ve
altkiiltiir sayilarinin daha aza indirgenmesi ile bu risk
azaltilmaktadir (Bigen ve ark., 2017).

Bu ¢alismada, Tuzcu 31-31 turuncu ve C-35 sitranji
turunggil anaglarinda Plantform biyoreaktdr sisteminin,
geleneksel kat1 kiiltiir ortamlarina gore etkisi test edilmis
ve her iki teknikte de ¢ogaltilan ve koklendirilen bitkilerde
herhangi bir genetik acilim olup olmadigi baslangig
materyali ile karsilagtirarak tespit edilmistir. Baslangi¢
materyaline gore genetik acilim olup olmadigi, SSR
markirlari kullanilarak belirlenmistir.

Materyal ve Metot

Materyal

Calismada bitkisel materyal olarak Tuzcu 31-31
turuncu (Citrus aurantium L.) ve C-35 sitranji (Citrus
sinensis Osb. ‘Ruby’ x Poncirus trifoliata (L.) Raf) olmak
iizere iki farkli turunggil anact kullanilmistir.

Tohumlarin Sterilizasyonu

Turuncgil anaglarina ait tohumlar, ¢esme suyu altinda
yikanmigtir. Tohumlar steril kabin icerisinde dnce %70’lik
alkolde 15 dk, ardindan, %10’luk sodyumhipoklorit + 1-2
damla Tween 20 ¢ozeltisinde 15 dk bekletilmigtir. Daha
sonra 3 kez steril saf su ile durulanmaistir.

Kat Kiiltiir Mikrogcogaltim ve Koklenme Denemelerinin
Kurulmasi

Anaglara ait tohumlar in vitro kosullarda hormonsuz
MS besin ortaminda g¢imlendirildikten sonra, bitkilerin
stirglin ucu ve nodlar1 MS (Murashige ve Skoog, 1962) ve
WPM (Lloyd ve McCown, 1980) besin ortamlarinda
kiiltire alinmigtir. Mikrogogaltim denemelerinde bitki
biiyiime diizenleyicilerinden (BBD); BAP (0; 1; 2 mg L}),
KIN (0; 0,5; 1 mg L% ve 2IP (0; 1; 2 mg LY)’in farkh
konsantrasyonlari denenmis ve 10 bitki kiiltiire alinmistir.
Koklenme denemesinde, IBA ve NAA’nin farkh
konsantrasyonlarini (0; 0,5; 1, 2 mg L) iceren WP/MS ve
Y5 MS besin ortamlari kullanilmigtir. Sekiz hafta sonunda,
koklenen bitkiler aligtirma seralarina alinmigstir.

Plantform Biyoreaktor Sistemi ile Mikrogogaltim ve
Koklenme Denemesinin Kurulmasi

Kat1 kiiltir mikrogogaltim denemesi sonucunda elde
edilen en iyi cogalmay1 saglayan besin ortami ile Plantform
biyoreaktér  sisteminde  mikrogogaltim  denemesi
kurulmustur. Plantform biyoreaktor sistemi mikrogogaltim
denemesinde, her kiiltiir kabmma 500 ml besin ortami
eklenmis ve 100-150 bitki kiiltire alinmistir. Plantform
biyoreaktor sisteminde daldirma siiresi 4 saatte 10 dk,
havalandirma siiresi ise 4 saatte 15 dk olacak sekilde

ayarlanmistir.  Bitkilerin  kiiltiir ~ kaplarina  transfer
edilmesinden 6-8 hafta sonra, altkiltir islemi
gergeklestirilmistir. Kati kiltiir koklendirme

denemesinden elde edilen en iyi koklenmeyi saglayan
besin ortami igerigi ile Plantform biyoreaktdr sistemi
koklendirme denemesi kurulmustur. Bitkiler, Plantform
sistemine transfer edilmesinden 8 hafta sonra, aligtirma
seralarina alinmistir.

Doku Kiiltiirii Calismalart Sonucunda Elde Edilen
Bitkilerde Genetik Kararliligin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda katt kiltir ve Plantform
biyoreaktdr sisteminde ¢ogaltilan ve kdoklendirilen
bitkilerde herhangi bir genetik varyasyon olup olmadigi,
baglangic materyali ile karsilastirma  saglanarak
gerceklestirilmigtir. Bu amagla kati kiiltiir mikrogogaltim
denemesinde 3 altkiiltiir sonunda elde edilen bitkilerden,
Plantform biyoreaktdr sistemi ile mikrocogaltim ve
koklenme denemeleri sonucunda ¢ogaltilan bitkilerden ve
koklendirilen bitkilerden olmak iizere ti¢ farkli donemde
yaprak  Ornekleri  almmistir.  Genetik  kararliligin
belirlenmesi amactyla, turunggiller icin gelistirilmis olan
SSR (Simple Sequence Repeats) markirlart kullanilmistir.
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Bu amag dogrultusunda, kullanilan her genotip i¢in ayr1
ayr1 olmak {iizere baslangi¢ materyalinden, kati kiiltiir
mikrogogaltim denemesinde elde edilen bitkilerden ve
Plantform  biyoreaktor sistemi ile mikrogogaltim
denemeleri sonucunda ¢ogaltilan bitkilerden yaprak
ornekleri alinmistir. Alinan yaprak ornekleri -196°C’de
stvi azota daldirilip —80°C’de muhafaza edilmistir. Genetik
kararliligin  belirlenmesi amactyla SSR  markirlart
kullanilmastir.

SSR Analizleri

DNA izolasyonu igin her genotipten alinan bitkisel
materyallere  ait  yapraklar, Tissue-Lyser cihazi
(Invitrogen-GT) ile 6giitiilmiigtiir. DNA izolasyonu CTAB
(Cetyltrimeyhhylamoniumbromide) yontemi takip
edilerek gerceklestirilmistir (Simsek ve ark., 2008).
Calismada PCR (Polymerase Chain Reaction) reaksiyonu
icin turunggil genotiplerinde kullanilan ve daha Once
polimorfik sonuclar verdigi bildirilen toplam 21 farklit SSR
primeri kullanilmistir (Aka Kacar, 2007).

Bitkisel materyallerden izole edilen DNA’lar
seyreltilerek sentetik olarak hazirlanmis SSR primerleri ve
tiim reaksiyon komponentleri eklenerek “Thermal cycler”
igerisine yerlestirilmistir. PCR reaksiyonu toplam 20 pl (25
ng DNA, 2X PCR master mix, 2,5 mM MgCl,, 2 umol
primer (ileri+geri), 0,8 iinite Taq (Thermus aquaticus)
DNA polimeraz, 5pl ddH20) olacak sekilde hazirlanmustir.
PCR amplifikasyonu; ilk denatiirasyon agamasi 3 dk 95°C,
daha sonra 1 dk 95°C, 1 dk 55°C, 1 dk 72°C (35 dongii) ve
5 dk 72°C son polimerizasyon olacak sekilde
gerceklestirilmigtir.

Li-Cor Poliakrilamide Jel Hazirligi ve Elektroforez
Kosullar

PCR dirlinlerini  goriintiilenmek amaciyla, %6,5
poliakrilamid jel hazirlanmistir. Jel polimerizasyonu
tamamlandiktan sonra aparat, Li-Cor Elektroforez cihazina
yerlestirilmistir. Cihazda ¢aligma degerleri; 1000 V, 35
mA, 25 W 45°C’de yaklasik 30 dk on 1sitma yapilarak,
ardindan esit miktarda formamide yiikkleme soliisyonu
eklenmis ve PCR’da 95°C’de 4 dk denatiire edilerek,
orneklerden 1 pl jele pipet yardimiyla yiiklenmistir. Daha
sonra cihaz ¢aligma sartlar1 olan 1500 V, 35 mA, 50 W
48°C’de 1,5 saat kosturulmustur.

Deneme Planmi, Istatistik Analizleri ve Incelenen

Kriterler
Tuzcu 31-31 turuncu ve C-35 sitranji turunggil
anaglarinin ~ kati  kiiltiirlerde  mikrogogaltimi  ve

koklendirilmesi amactyla kurulan denemelerin tamami, 3
tekerriirlit olacak sekilde, faktoriyel diizende tesadif
parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Calismada
elde edilen yiizde degerlere a¢1 transformasyonu
uygulanmis ve veriler ile varyans analizleri
gerceklestirilmistir. Onemli ¢ikan ortalamalar arasindaki
farkliliklar LSD testi ile belirlenmistir. Ayrica her iki
genotip i¢in Plantform ve kati kiiltiir sonuglart agisindan
anlamli bir farklilik olup olmadiginin tespiti, bagimsiz t-
testi analizi ile gerceklestirilmistir. Istatistik analizler IMP
programi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Bulgular

Calismada Tuzcu 31-31 turuncu ve C-35 sitranjinin
mikrogogaltimi ve koklendirilmesi olanaklari, kati kiiltiir
ve plantform sistemlerinde karsilastirmali  olarak
aragtirilmistir. Ik olarak her iki genotipte farkli besin
ortamlar1 ve bitki biiyiime diizenleyicileri kullanilarak, her
genotip i¢in optimum ¢ogalma ve koklendirme ortamlari
tespit edilmistir. Ardindan belirlenen en iyi ortamlarla
plantform gegici daldirma biyoreaktor sistemleri ile
denemeler kurulmustur.

Tuzcu 31-31 Turuncuna Ait Mikrogogaltim Bulgulart

Tuzcu 31-31 turuncu ile BAP, KIN ve 2IP’nin farkli
konsatrasyonlarmi iceren MS ve WPM ortamlarinda,
mikrogogaltim  denemeleri yiiriitilmistiir. Deneme
sonucunda elde edilen bitki boyu (cm) ve kardeslenme
katsaysi (kardes/bitki) Cizelge 1’de sunulmustur.

En yiiksek bitki boyunun 3,16 cm ile 0,5 mg L KIN
eklenmis WPM besin ortaminda elde edildigi
goriilmektedir. Bitki biiyiime diizenleyici igermeyen
kontrol grubu (2,15 cm) ve KIN'in 0,5 mg L* (2,11 cm) ve
1 mg L (2,13 cm) konsantrasyonlar1 arasinda, istatistiki
olarak 6nemli bir farklilik bulunmamstir. Varyans analizi
sonuglarma gore, besin ortamixBBD interaksiyonunun,
istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptanmistir. Bu sonug,
besin ortamlarinin mikrogogaltim {izerindeki etkisinin,
BBD tipi/konsantrasyonlarina bagli olarak degistigini
ortaya koymaktadir.

Cizelge 1 Tuzcu 31-31 turuncunun kati kiiltiir mikrogogaltim denemesinde bitki boyuna (cm) kardeslenme katsayisina

(kardes/bitki) ait veriler
Table 1 Data on plant height (cm) micropropagation
micropropagation experiment of Tuzcu 31-31 sour orange

coefficient (micro cuttings/plant) in the solid culture

BBD MS Besin Ortami ‘WPM Besin Ortami BBD Ortalamasi
BBD  Konsantrasyon | Bitki Kardeslenme Bitki Kardeslenme Bitki Kardeslenme
u(mglL? boyu katsayisi boyu katsayisi boyu katsayisi
BAP 1 0,80¢ 2,30¢ 1,1¢% 2,4 0,95¢ 2,47
2 1,0d¢ 3,4° 1,600°cd 2bed 1,308¢ 2,77
1 1,20¢de 1,8bcde 1,665 0,77 1,43BC 1,3B¢
2P 2 1.03¢ 1,900 1,80t 0,86 1518 1,018C
KIN 0,5 1,33¢cde 1,24defg 2,90? 0,8 2,117 1,058¢
1 1,1d¢ 0,49 3,162 0,9¢f 2,134 0,66¢
Kontrol 0 2,2b 1,40 2,1b 1, 4cdef 2,154 1,48
Ortam Ortalamasi 1,388 1,664 2,054 1,33~ - -

Bitki boyu: LSDortam: 0,24***, LSDggp: 0,48***, LSDoram « sep: 0,68***, Kardeslenme katsayist: LSDonam: O.D. LSDggp: 0,67***, LSDoram x BBD:

0.D, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001

1471



Cengiz and Kagar | Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 7(9): 1469-1478, 2019

Cizelge 2 C-35 sitranji kat1 kiiltiir mikrogogaltim denemesinde bitki boyuna (cm) ve kardeslenme katsayilarina

(kardes/bitki) ait veriler

Table 2 Data on plant height (cm) micropropagation coefficient (micro cuttings/plant) in the solid culture

micropropagation experiment of C-35 citrange

BBD MS Besin Ortami WPM Besin Ortami BBD Ortalamasi
BBD Konsantrasyonu Bitki Kardeslenme Bitki Kardeslenme Bitki Kardeslenme
(mg LY boyu katsayisi boyu katsayisi boyu katsayisi

BAP 1 2,13¢ 8,53%® 2,96° 5,56 2,558¢C 7,058

2 2,10¢ 13,402 3,46%¢ 10,80% 2,788¢ 12,104

1P 1 2,60 1,46° 4,10% 1,36° 3,35%8 1,41°¢

2 3,030 2,23° 4,30° 1,63° 3,66" 1,93¢

KIN 0,5 3,36%¢ 0,80° 4,46° 1,36° 3,914 1,08°¢

1 1,904 0,83° 4,33% 1,70° 3,1148¢ 1,26°

Kontrol 0 2,50% 0,40¢ 2,434 0,36° 2,46° 0,38°
Ortam Ortalamasi 2,518 3,95 3,724 3,25 - -

Bitki boyu: LSDoam: 0,46***, LSDggp: 0,86*, LSDoyiam « sep: O.D., Kardeslenme katsay1si: LSDoram: O.D. LSDggp: 4,27***, LSDoam ~ sep: O.D.,

*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001

Kardeslenme katsayisi  sonuglart incelendiginde,
arastirmada kullanilan besin ortamlarindan MS (1,66
kardes/bitki) besin ortaminin, WPM (1,33 kardes/bitki)
ortamina gore istatistiksel olarak farkli olmamasina
ragmen, ortalamasinin daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. BBD’ler arasinda istatistiksel fark bulunmasi,
besin ortamlarinin kardeslenme iizerindeki etkisinin BBD
tipi/konsantrasyonlarma bagli olarak degistigini ortaya
koymaktadir. Calismada en yiiksek kardeslenme katsayisi
3,4 kardes/bitki ile 2 mg L? BAP eklenmis MS besin
ortamindan elde edilmistir. Bu orani 2,4 kardes/bitki ile 1
mg L1 BAP eklenmis WPM besin ortami izlemis, ancak bu
iki ortam arasinda istatistiksel olarak onemli bir farklilik
tespit edilmemistir.

C-35 Sitranjina Ait Mikrogogaltim Bulgulari

C-35 sitranj1 ile diger genotipte oldugu gibi BAP, KIN
ve 2IP’in farkli konsatrasyonlarini igeren MS ve WPM
ortamlarinda, mikrogogaltim denemeleri yiiriitilmistiir.
Deneme sonucunda elde edilen bitki boyu (cm) ve

kardeslenme katsayist (kardes/bitki) Cizelge 2’de
sunulmustur.
C-35 sitranjinin = katt  kiltir = mikrogogaltim

denemelerinde, en yiiksek bitki boyu 4,46 cm ile 0,5 mg L-
L KIN igeren WPM besin ortamindan elde edilmistir. Bunu
sirastyla 4,33 cmile I mg L't KIN ve 4,30 cmile 2 mg L!
21P eklenmis WPM besin ortamlari izlemistir. Calismada,
0,5 mg LT KIN (4,46 cm) ve 1 mg L KIN (4,33 cm)
eklenmis WPM besin ortamlari ile 2 mg L2 21P (4,30 cm)
eklenmis WPM besin ortamlar1 arasinda istatistiki agidan
onemli bir farklilik tespit edilmemistir. Bitki boyu
acisindan  c¢alismada  kullanilan  besin  ortamlar
degerlendirildiginde, WPM (3,72 cm) besin ortami, MS
(2,51 cm) besin ortamina gore daha basarili bulunmustur.
WPM ve MS besin ortamlar1 ortalamalar1 arasindaki
fark, istatistiki olarak dnemli bulunmustur. Besin ortamlari
arasinda istatistiksel olarak onemli farklilik olmamasima
ragmen, MS besin ortamindaki kardeslenme katsayisinin
(3,95 kardes/bitki) WPM besin ortamindaki kardeslenme
sayisindan (3,25 kardes/bitki) daha yiiksek oldugu tespit
edilmigtir. Calismada en yiiksek kardeslenme katsayist
13,4 kardes/bitki ile 2 mg L BAP igeren MS besin
ortaminda elde edilmistir. Bu orani, 10,8 kardeg/bitki ile 1
mg Lt BAP ilave edilmis WPM besin ortam takip etmistir.
C-35 sitranji  katt kiiltir mikrogogaltim denemesi
kardeslenme katsayisi parametresi istatistiksel analiz
sonuglarma gore; kontrol ortami, 0,5 mg L, 1 mg L KIN,

1 mg L™ ve 2 mg L! 2IP BBD konsantrasyonlarinin MS ve
WPM besin ortamlart ile interaksiyonlar: arasindaki fark
O6nemsiz olmus ve en diisiik kardeslenme katsayilari bu
interaksiyonlardan elde edilmistir.

Tuzeu 31-31 Turuncuna Ait Koklenme Bulgular

Tuzcu 31-31 turuncu ile NAA ve IBA’nin farkli
konsantrasyonlarin1 igeren MS, 2 MS ve WPM
ortamlarinda, koklendirme denemeleri yiiriitilmistiir.
Deneme sonucunda elde edilen kdk sayist (kok/bitki), kok
uzunlugu (cm), bitki boyu (cm) ve koklenme orani (%)
Cizelge 3’de sunulmustur.

Kok sayisi sonuglari incelendiginde, en basarilt sonug
3,09 (kok/bitki) ile ¥2 MS besin ortamindan elde edilmistir.
Calismada, MS (2,44 adet) ve WPM (2,04 adet) besin
ortamlar1 arasinda istatistiki agidan Onemli farklilik
bulunmamistir. Tuzcu 31-31 turuncunda, kat1 kiiltiir kok
sayisinda, en basarili BBD tipi/konsantrasyonu 2 mg L
NAA (4,62 kok/bitki) olarak tespit edilmistir. Besin
ortamixBBD tipi/konsantrasyon interaksiyonunda; 2 mg L
1 NAA igeren 4MS besin ortami (6,43 kok/bitki), en
basarili bulunmustur. Kok uzunlugu sonuglarinda en
basarili BBD tipi ve konsantrasyonu 1 mg L (7,7 cm) ve
2 mg L (7,63 cm) IBA olarak tespit edilmistir. Bunu, 0,5
mg L IBA (7,38 cm) konsantrasyonu takip etmis, 0,5 mg
L (5,96 cm), 1 mg L (5,85 cm) ve 2 mg L (3,21 cm)
NAA ise istatistiksel agidan en disik BBD
tipi/konsantrasyonu olarak belirlenmistir.

Tuzcu 31-31 turuncu kati kiiltiir koklenme denemesi
bitki boyu (cm) sonuglar1 degerlendirildiginde, besin
ortami, BBD ve besin ortamixBBD interaksiyonu
istatistiksel ag¢idan 6nemli bulunmustur. Bitki boyu igin
WPM besin ortami (2,98 cm) en basarili ortam, 0,5 mg L*
NAA (2,73) en basaril bitki biiylime diizenleyici ve besin
ortam1xBBD interaksiyonunda ise (3,60 cm) 0,5 mg L
NAA iceren WPM besin ortami en basarili sonucu
vermistir. Koklenme oranlari incelendiginde ise en basarili
ortam %2 MS (%92) iken, MS (%70) ve WPM (%61) besin
ortamlart onu takip etmistir. En basarii BBD %100
koklenme orani ile 0,5 mg L' NAA olmustur. Bunu, 1 mg
LY NAA (%87) takip etmistir. Besin ortamixBBD
interaksiyonuna baktigimizda, 1 mg L't NAA igeren 2 MS
besin ortami, 0,5 mg L™ NAA igeren WPM ve MS besin
ortamlari, 1 mg L' IBA igeren MS ve % MS besin
ortamlar1 ve 0,5 mg L IBA ile 2 mg L IBA igeren 4 MS
besin ortaminda da %100 koklenme elde edilmistir.
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Cizelge 3 Tuzcu 31-31 turuncunun kat1 kiiltiir koklendirme denemesinde kdk sayist, kok uzunlugu (cm), bitki boyu (cm)

ve koklenme oranina (%) ait veriler

Table 3 Data on number of roots, root length (cm), plant height (cm) and rooting rate (%) in the solid culture rooting

experiment of Tuzcu 31-31 sour orange

BBD BBD MS WPM YA MS BBD
Konsantrasyonu (mg L) | Besin Ortami Besin Ortami Besin Ortami Ortalamasi
K&k Sayisi (kdk/bitki)
0,5 3,44 3,6% 3,10ef 3,408
NAA 1 3,6% 3,10ef 5,00¢ 3,9078
2 5,162 2,269 6,432 4,624
0,5 1,19 1,09 1,96fn 1,35¢
IBA 1 1,339 1,93fdn 1,73fn 1,66¢
2 1,669 1,339 2,06¢fan 1,68¢
Kontrol 0 0,66" 1,09 1,339 1,0¢
Ortam Ortalamasi 2,418 2,048 3,094 -
Kok Uzunlugu (cm)
0,5 5'16defgh 6,70abcdef 6,03cdefg 5’968(3
NAA 1 6’26bcdef 6’63abcdef 4’6efgh 5,850
2 3,33" 3,669" 2,6" 3,21P
0,5 8,802 6,06¢defo 7,30acd 7,384
IBA 1 8,862 6,6020cdef 7,63a0cd 7,77
2 7,86%¢ 7,2630cd 7,76%¢ 7,63~
Kontrol 0 3,669" 4,239 7,03abcde 4,97¢
Ortam Ortalamasi 6,28" 5,884 6,15 -
Bitki Boyu (cm)
0,5 2,8620cd 3,607 1,73¢fon 2,737
NAA 1 2,8620cd 3,43%® 1,23" 2,5148
2 1,509 2,360%f 1,03" 1,63¢
0,5 1,607" 2,730 2,16%f0 2,168
IBA 1 2,16%f0 2,660 2,460% 2,4348
2 1,83¢fan 2,9032bcd 1,539 2,088¢
Kontrol 0 2,100%fg 3,162 1,73¢fon 2,3348
Ortam Ortalamasi 2,138 2,98~ 1,70¢ -
Koklenme Orant (%)
0,5 100(90)2 100(90)? 100(90)2 100 (90)A
NAA 1 70(57,78)¢ 91,66(80)? 100(90)2 87,22 (75,92)8
2 40(38,85)¢ 91,66(80)2 70(57,78)° 67,22 (58,88)°
0,5 70(57,78)¢ 30(33,21)% 100(90)2 66,66 (60,33)°
IBA 1 100(90)2 70(57,78)¢ 100(90)2 90 (79,26)"B
2 90(75)* 30(33,0)% 100(90)2 73,33 (66,00)°
Kontrol 0 20(21,93)¢ 20(26,56)% 80(63,43) 40 (37,31)°
Ortam Ortalamasi 70 (61,62)8 61,90(57,22)¢ 92,85(81,60)* -

Kok sayist: LSDOnam: 0,53**, LSDBBD: 0,81***, LSDOm‘m x BBD- 1,41**, Kok uzunlugu: LSDOnam: OD, LSDBBD: 1,47***, LSDOnamX BBD- OD, Bitki
boyu: LSDoram: 0,30***, LSDggp: 0,46***, LSDoram « sep: 0,80%, Koklenme orant: LSDoram: 6,20***, LSDggp: 9,47***, LSDoramxpsp: 16,40%**,
*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, Parantez i¢inde verilen degerler ac1 transformasyonu ile elde edilmistir.

C-35 Sitranjina Ait Kéklenme Bulgulari

C-35 sitranjinda da, diger turunggil genotipinde oldugu
gibi NAA ve IBA’nin farkli konsantrasyonlarini igeren
MS, 2 MS ve WPM ortamlarinda koklendirme denemeleri
yiritilmiistiir. Deneme sonucunda elde edilen kok sayisi,
kok uzunlugu (cm), bitki boyu (cm) ve koklenme orant (%)
Cizelge 4’de sunulmustur.

C-35 sitranj1 kat1 kiltiir koklendirme denemesi kok
sayilar1 (kok/bitki) incelendiginde, en basarili besin
ortaminin 2,82 adet kok sayisi ile 2 MS besin ortami oldugu
tespit edilmistir. 2 MS besin ortamimi, WPM (2,26 adet) ve
MS (1,88 kok/bitki) besin ortamlar takip etmistir. En iyi
BBD tipi/konsantrasyonu 2 mg L (4,67 kok/bitki), 1 mg L-
1 (4,28 kok/bitki) ve 0,5 mg/L (4,08 kok/bitki) NAA olarak
belirlenmigstir. Besin ortamixBBD tipi/konsantrasyon
interaksiyonuna bakildiginda en basarili kombinasyon 0,5
mg L NAA igeren %> MS besin ortami (6,60 kok/bitki)

olmustur. Kok uzunlugu (cm) sonuglarina gore, ortalamast
en yiiksek BBD 1 mg L'? NAA (1,88 cm), besin ortami
ortalamasi en yiiksek WPM besin ortami1 (1,59 cm) ve besin
ortamixBBD tipi/konsantrasyonu interaksiyonunda en
yiiksek kok uzunlugu 1 mg L NAA (3,16 cm) iceren WPM
besin ortamindan elde edilmistir. Bitki boyu (cm) agisindan
en basarili ortam MS (2,75 c¢m) iken, MS besin ortamini
strastyla WPM (2,45 cm) ve Y2 MS (2,30 cm) besin ortamlari
izlemistir. En basarili BBD tipi/konsantrasyonu, 3,04 cm
bitki boyu uzunlugu ile 0,5 mg L?! NAA olarak
belirlenmistir.

Besin ortamixBBD  interaksiyonunda, bitki boyu
acisindan en basarili BBD tipi/konsantrasyonu, 3,5 cm ile 0,5
mg L NAA iceren MS besin ortami olmustur. En kisa bitki
boyu, 1,4 cm ile 2 mg L IBA igeren MS besin ortammdan
elde edilmistir. Kdklenme orani (%) sonuglarinda en basarili
ortam, 2 MS (%52) ve WPM (%51) olmustur. MS besin
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Plantform Mikrogogaltim Denemesine Ait Bulgular

Tuzcu 31-31 turuncu ve C-35 sitranj1 anaglarinin, kati
kiiltir mikrogogaltim sonucu ile Plantform sistemi
mikrogogaltim sonucuna ait veriler, Cizelge 5’de
sunulmustur.

ortami, %37 ile en az kdklenme oranina sahip olmustur. En
basarih BBD %73 ile 1 mg L't NAA olarak belirlenmis, 1 mg
LT NAA'y1 %54 ile 2 mg L™ NAA takip etmistir. Istatistiksel
acidan en basarisiz koklenme orani, kontrol ortaminda (%30)
goriilmiistiir.  Besin  ortamixBBD  interaksiyonuna
baktigimizda, 0,5 mg L* NAA igeren > MS besin ortamimda
%100 koklenme elde edilmistir.

Cizelge 4 C-35 sitranjinin kati kiiltiir koklendirme denemesinde kok sayist (kok/bitki), kok uzunlugu (cm), bitki boyu
(cm) ve koklenme orani (%) ait veriler

Table 4 Data on number of roots, root length (cm), plant height (cm) and rooting rate (%) in solid culture rooting
experiment of C-35 citrange

BBD BBD MS WPM 1A MS BBD
Konsantrasyonu (mg L™?) Besin Ortami Besin Ortami Besin Ortami Ortalamasi
K&k Sayisi (kok/bitki)
0,5 2,04 3,66 6,602 4,08~
NAA 1 3,86 3,33 5,66% 4,28~
2 4,66 4,86%° 4 50¢ 4,677
0,5 0,33¢ 1,08 0,66¢ 0,668
IBA 1 0,66¢ 1,08 0,33¢ 0,668
2 1,08 1,08 1,08 1,08
Kontrol 0 0,66° 1,08 1,08 0,888
Ortam Ortalamasi 1,888 2,267B 2,82A -
Kok Uzunlugu (cm)
0,5 1,53 1,73% 1,832 1,7A8
NAA 1 1,5% 3,162 1,0° 1,884
2 1,73% 1,33b 1,8% 1,62ABC
0,5 0,33° 1,93 1,16° 1,14ABC
IBA 1 0,5° 1,23b 1,0° 0,91A8BC
2 0,4° 0,66° 1,03° 0,7¢
Kontrol 0 0,53" 1,06° 1,0° 0,865¢
Ortam Ortalamasi 0,938 1,594 1,26”B -
Bitki Boyu (cm)
0,5 3,5° 2,902bcd 2,73abcde 3,047
NAA 1 2,962cd 3,038bcd 1,66 2,55ABC
2 3,23abc 2’53bcdef 2’30defg 2,68ABC
0,5 3,46 2,269 2,43cdef 2,72°8
IBA 1 2,1d¢f 1,867 2,460t 2,14¢P
2 1,49 2,360df 2,20¢f9 1,98P
Kontrol 0 2,63abcde 2,230 2,33cdefg 2,48CD
Ortam Ortalamasi 2,757 2,45AB 2,308 -
Koéklenme Orani (%)
0,5 40(38,85)4f 30(33,21)¢f 100(90,0)2 56,66(54,02)B¢
NAA 1 80(68,06)° 70(57,78)b< 70(57,78)Pc 73,33(61,21)A
2 60(51,14)°cde 70(62,00)" 60(51,14)bcce 63,33(54,76)"8
0,5 10(15,00)¢ 50(45,00)cdef 30(33,21)¢f 30(31,07)°
IBA 1 20(26,56)f 60(51,84)bcde 10(15,00)? 30(31,13)°
2 30(33,00)¢f 50(45,00)cdf 60(51,14)bcde 46,66(43,04)°
Kontrol 0 20(26,07)f 30(33,00)¢f 40(39,23)%f 30(32,76)°
Ortam Ortalamasi 37,14 (36,95)" 51,42(46,83)" 52,85(48,21)A -

Kok sayist: LSDoram: 0,69%, LSDggp: 1,05%*, LSDorum « sep: 1,82%, K6k uzunlugu: LSDoram: O.D., LSDggp: O.D., LSDomm « sep: O.D., Bitki boyu:
LSDornam: 0,35*, LSDggp: 0,54**, LSDotam  Bep: 0,94%*, Koklenme orani: LSDoram: 7,87**, LSDggp: 12,03***, LSDoyam « sep: 20,84**, *P<0,05,

**pP<0,01, ***P<0,001, Parantez i¢inde verilen degerler a¢1 transformasyonu ile elde edilmistir.

Cizelge 5 Tuzcu 31-31 turuncu ve C-35 sitranji’na ait kati kiiltiir ve Plantform sistemi mikrogogaltim sonuglarina ait veriler
Table 5 Micropropagation results in the solid culture and Plantform system of Tuzcu 31-31 sour orange and C-35 citrange

Ozellik Tuzcu 31-31 turuncu C-35 sitranji
Kati kiiltir ~ Plantform P degeri  Kati kiiltar  Plantform P Degeri
Kardeslenme katsayisi (kardes/bitki) 3,4 5,26 0,93 13,4 13,3 0,49
Bitki boyu (cm) 1 6,23 0,99 2,1 2,03 0,45

1474



Cengiz and Kagar | Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 7(9): 1469-1478, 2019

Cizelge 6 Tuzcu 31-31 turuncu ve C-35 sitranj1 genotiplerine

ait kat1 kiiltiir ve Plantform sistemi koklendirme verileri

Table 6 Rooting results in the solid culture and Plantform system of Tuzcu 31-31 sour orange and C-35 citrange

Ozellik Tuzcu 31-31 turuncu C-35 sitranji
Kati kiiltiir Plantform P degeri Kati kiiltiir Plantform P Degeri
Kok sayisi (kok/bitki) 3,13 3,46 0,60 6,6 4,03 0,0035
Kok uzunlugu (cm) 6,03 6,40 0,58 1,83 6,26 0,99
Bitki boyu (cm) 1,73 3,16 0,99 2,73 6,50 0,98
Koklenme orani (%) 91,66 (80,00) 100 (90,00) 0,80 91,66 (80,00) 100 (90,00) 0,78

Sekil 1 Tuzcu 31-31 turuncunun Plantform sisteminde
mikrocogaltim denemeleri sonucunda elde edilen bitkiler
Figure 1 Plants obtained as a result of micropropagation
experiments in the Plantform system of Tuzcu 31-31 sour

orange

Tuzcu 31-31 turuncunu bitki boyu (cm) agisindan
inceledigimizde, kati kiiltiir mikrogogaltim denemesinde
bitki boyu 1 cm iken, Plantform’da 6,23 cm olarak elde
edilmistir. Kardeslenme katsayis1 ise kati kiiltiir
mikrogogaltim denemesinde 3,4 (kardes/bitki) iken,
Plantform mikrogogaltim denemesinde 5,2 (kardes/bitki)
olarak tespit edilmistir. Kardeglenme katsayis1 bakimimdan
Tuzcu 31-31 turuncu kati kiiltir mikrogogaltim ve
Plantform sistemi mikrogogaltim denemeleri i¢in istatistiki
acidan fark goriilmesine karsin, Plantform sisteminde
kardeslenme katsayisi ortalamasi daha yiiksek bulunmus
olup, bitki kalitesinin daha iyi oldugu belirlenmistir.

C-35 sitranj1 anaci bitki boyu ag¢isindan incelediginde,
kat1 kiiltiir mikrogogaltim denemesi bitki boyu 2,1 cm iken,
Plantform’da 2 cm olarak tespit edilmistir. Kardeslenme
katsayisinin ise kati kiiltiir mikrogogaltim denemesinde
13,4 (kardes/bitki) ve Plantform sistemi mikrogogaltim
denemesinde 13,3 (kardes/bitki) oldugu belirlenmigtir. C-
35 sitranj1 kat1 kiiltiir ve Plantform sistemi mikrogogaltim
denemeleri i¢in bitki boyu ve kardeslenme katsayisi
bakimindan elde edilen farklilik, istatistiki agidan 6nemsiz
bulunmustur. Tuzcu 31-31 turuncu ve C-35 sitranji
tuurncgil anaglarinin  Plantform biyoreaktér sistemi
mikrocogaltim denemelerine ait goriintiiler, Sekil 1 ve
Sekil 2°de verilmistir.

Plantform Kéklenme Denemesine Ait Bulgular

Tuzcu 31-31 turuncu kat1 kiiltiir kéklenme denemesi
sonucu ile Plantform sistemi kdklenme denemesine ait
sonuglar Cizelge 6’da verilmistir.

Plantform koklenme denemeleri sonuglari ile kati
kiltiir koklenme denemelerinin sonuglart
karsilastirildiginda, Tuzecu 31-31 turuncu bitki boyu
parametresi agisindan kat1 kiiltiir koklenme denemesinde
bitki boyu 1,73 cm olarak elde edilirken, Plantform sistemi
koklenme denemesinde bitki boyu 3,16 cm olarak
bulunmustur. Kok sayist kiyaslandiginda, kat1 kiiltiirde

Sekil 2 C-35 sitranj1 Plantform sisteminde mikrogogaltim
denemeleri sonucunda elde edilen bitkiler
Figure 2. Plants obtained as a result of micropropagation

experiments in the Plantform system of C-35 citrange

3,13  (kok/bitki) iken, Plantform sisteminde 3,46
(kok/bitki)  olarak  belirlenmistir. K&k  uzunlugu
sonuglarma  bakildiginda, kat1  kiiltir = koklenme

denemesinde 6,03 cm iken, Plantform’da 6,40 cm olarak
bulunmustur. Kéklenme oranlarina baktigimizda ise kati
kiiltiirde %91,66 iken, Plantform sisteminde %100 olarak
elde edilmistir. Tuzcu 31-31 turuncu igin kati kiltiir
koklenme denemeleri ile Plantform sistemi koklenme
denemelerini kiyasladigimizda; bitki boyu (cm), kok
uzunlugu (cm) ve koklenme yiizdeleri (%) agisindan
Plantform sisteminde daha basarili sonuglar elde edilmistir.

Tuzcu 31-31  turuncunun  Plantform  sisteminde
koklenmesine ait goriintii Sekil 3°de verilmistir.
Calismada C-35 sitranji  kat1  kiiltir koklenme

denemeleri sonucunda, en basarili olarak belirlenen 0,5 mg
LY NAA iceren 2 MS besin ortam: ile Plantform
sisteminde koklenme denemesi kurulmustur. C-35 sitranji
kat1 kiiltiir koklenme denemesi sonucu ile Plantform
sistemi koklenme denemesine ait sonuglar, Cizelge 6’da
verilmigtir. Plantform koklenme denemeleri sonuglari ile
kat1  kiiltir =~ koklenme  denemelerinin  sonuglari
karsilastirlldiginda, C-35 sitranji anaci bitki boyu kati
kiiltiir koklenme denemesinde 2,73 cm, Plantform sistemi
koklenme denemesinde 6,50 cm olarak tespit edilmistir.
Kok sayist kiyaslandiginda, kati kiiltiirde 6,6 (kok/bitki)
iken, Plantform sisteminde 4,03 (kok/bitki) bulunmustur.
Kok wuzunlugu sonuglarma bakildiginda, kat1 kiiltiir
koklenme denemesinde 1,83 c¢m iken, Plantform’da 6,26
cm olarak bulunmustur. Koklenme oranlari ise kati
kiltirde %91,66, Plantform sisteminde ise %100 olarak
elde edilmistir. C-35 sitranj1 igin kati kiiltiir koklenme
denemeleri ile Plantform sistemi kdklenme denemelerini
kiyasladigimizda bitki boyu (cm), kék uzunlugu (cm) ve
koklenme yiizdeleri (%) bakimindan, Plantform sisteminde
daha basarili, daha saglikli ve kaliteli koklenmis bitkiler
elde edilmistir.
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Sekil 3 Tuzcu 31-31 turuncu Plantform sisteminde
koklenen bitkiler

Figure 3 Rooted plants of Tuzcu 31-31 sour orange in
Plantform system

Kat1 kiiltiir ve Plantform sistemlerinden elde edilen
kokli bitkiler, dis kosullara alistirilmigtir. Caligmada
kullanilan Tuzcu 31-31 turuncu ve C-35 sitranji
genotiplerinde kat1 kiiltiir ve Plantform sistemlerinden elde
edilen koklii bitkilerin dig kosullarda yasama orant, %100
olmustur. C-35 sitranji1 Plantform sisteminde koklenmesine
ait goriintii, Sekil 4’de sunulmustur.

Molekiiler Calismalara Ait Bulgular

Calismada kat1 kiltir ve Plantform biyoreaktor
sistemlerinde ¢ogaltilan ve koklendirilen bitkilerde
herhangi bir genetik farklilik olup olmadigi, baslangic
materyali ile karsilastirilarak gergeklestirilmistir. Calisma
kapsaminda, Plantform sisteminin kullanimi ile ilgili
basarili bir protokoliin gelistirilebilmesi i¢in, Plantform
sisteminde caligilan bitkilerin baslangic materyali ile
genetik olarak farkli olmamasi gerekmektedir. Caligmada
kullanilan ~ genotiplerin  kat1  kiiltir ve Planform
sistemlerinden elde edilen klonlarinda genetik agilimin
olup olmadigi, SSR markirlari ile tespit edilmigtir. SSR
analizlerinde kullanilmak tizere Tuzcu 31-31 turuncundan
6 ve C-35 sitranjindan 6 olmak iizere, toplam 12 6rnek
alinmustir.

PCR reaksiyonu tamamlandiktan sonra, c¢aligmada
kullanilan Tuzcu 31-31 turuncu ve C-35 sitranj1 turunggil
anaglarinin kati kiiltiir ve Plantform sistemi mikrogogaltim
ve koklendirme denemelerine ait bitkisel materyallerden
alman  DNA  oOmekleri  ile SSR  analizleri
gerceklestirilmistir. Kullanilan bu primerlerin turunggiller
i¢in polimorfik sonuglar vermesi nedeniyle, bu g¢aligma
sonucunda elde edilen monomorfik DNA bant profilleri,
bu bitkilerin genetik olarak sabit oldugunu ispatlamaktadir.
Sonug olarak, 21 SSR primeri kullanilarak gergeklestirilen
analizler sonucunda, bu bitkilerin genetik olarak baglangi¢
materyali ile farkl1 olmadig1 belirlenmistir.

Tartisma

In vitro bitki doku ve organ kiiltiirleri, genellikle
teknolojik zorluklarla karst karsiyadir. Kontrolli bir
ortamda bitki hiicrelerinin kiiltiire alinmas1 istendiginde,
farklilagan organ kiiltlirlerinin  karakteristik biiyiime
morfolojisi ve fizyolojisi bakimindan gelisme siirecinde
problem olusturmaktadir. Bu sikintilar1 gidermek igin
GDS, on yi1l 6nce gelistirilmistir. Bu sistemler, bitkilerin in
vitro kdiltliri i¢in en dogal ortami saglamaktadir.
Gegtigimiz on yil igerisinde GDS, bitki mikro-yayilimi,
bitki kaynakli ikincil metabolitlerin {iretimi, yabanci
proteinlerin sentezlenmesi ve bitki iyilestirmede potansiyel
¢oziimler igin bir perspektif teknoloji olarak kabul

Sekil 4 C-35 sitranjlnd Plantform sisteminde gelisen koklii

bitkiler
Figure 4 Rooted plants of C-35 citrange in Plantform
system

edilmistir. Giiniimiizde, benzer veya farkli teknolojik
prensipler iizerinde c¢alisan birkag GDS; somatik
embriyolar, mikrogogaltim ve kok kiiltirleri de dahil
olmak tizere ¢esitli ¢alismalarda materyallerin in vitro
sistemler kullanilarak bagarili bir sekilde gelisebilmesi i¢in
uygulanmistir (Georgiev ve ark., 2014). Gelistirilen
GDS'ler arasinda TIB, RITA, GIB, SETIS biyoreaktor ve
Plantform sistemleri bulunmaktadir. Bu sistemler arasinda
Plantform biyoreaktdr sistemi, son yillarda olduk¢a yogun
kullanim alanina sahip olmus ve farkli arastiricilar
tarafindan su mercimegi (Yenice, 2010), yiiksiik otu, kirpi
otu ve ahududu (Welander ve ark., 2014), mersin ve zeytin
(Benelli ve ark., 2015), sapli mese (Gatti ve ark., 2015), siis
¢imi, kasimpati, incir ve kirmizi frenk lizimi (Lambardi
ve ark., 2015), Stevia rebaudiana (Sacco ve ark., 2015),
Giiney Afrika baklagili (Kokotkiewicz ve ark., 2015),
vanilya bitkisi (Ramirez-Mosqueda ve lglesias-Andreu,
2016), orkide (Masnoddin ve ark., 2016), muz (Daungban
ve ark., 2017), bambu (Gutiérrez ve ark., 2016), Sagittaria
sagittifolia (Meiping ve ark., 2016), mersin bitkisi (Bigen
ve ark., 2017), gerbera (Frometa ve ark., 2017), sizandra
(Szopa ve ark., 2017) bitkilerinin Plantform biyoreaktor
sisteminde gelisimleri incelenmistir.

Cavallaro ve ark. (2015) kegiboynuzu bitkisinin in vitro
kosullarda mikrogogaltim etkinligini artirmak igin
Plantform  biyoreaktér  sistemini  kullanmiglardir.
Calismada Plantform biyoreaktdr sisteminin etkinligi, agar
ile katilagtirllmis klasik doku kiiltiiri yontemi ile
karsilagtirilmistir. Calisma sonunda, Plantform biyoreaktor
sisteminden elde edilen bitkilerin agar kullanilan
kiiltiirlerden elde edilen bitkilere gére daha iyi gelistigi, yas
ve kuru agirliginin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu
calismada Plantform biyoreaktdr sisteminin farkli iki
turunggil anacinin mikrogogaltimi ve koklenmesi tizerine
etkinligi, agar ile katilastirilmis klasik doku kiiltiirii
yontemi ile karsilagtirilarak arastirilmistir. Elde edilen
bulgulara goére, Plantform biyoreaktor sisteminde, Tuzcu
31-31 turuncu ve C-35 sitranjinin bitkileri daha 1iyi
gelismis, bitki boyu (cm) ve kok uzunlugu (cm) daha
yiiksek bulunmustur.

Turunggillerde RITA gegici daldirma biyorektor
sistemi kullanilarak, somatik embriyogenesis c¢aligmasi
(Cabasson ve ark., 1997) yiirtitillmiistiir. Calismada, Citrus
deliciosa Ten. genotipinde somatik embriyolarin geligimi
iizerine, RITA gegici daldirma sisteminin etkisi kat1 ve
siispansiyon  kiiltirii ile karsilastirilmistir.  Calisma
sonunda, gegici daldirma sisteminin somatik embriyo
gelisimini tesvik ettigi ve somatik embriyolarin %66’sinin
kotiledon safthasina ulastig1 belirlenmistir. Ayrica somatik
embriyolar, morfolojik olarak nuseller embriyolarla ayn1
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olmustur. Bu sonug, turunggillerde somatik embriyolarin
iiretimi i¢in gecici daldirma sistemlerinin uygun oldugunu
gostermistir. Turunggillerde Plantform biyoreaktor sistemi
kullanilarak ~ yayinlanmig  herhangi  bir  ¢alisma
bulunmamaktadir. Calisma  kapsaminda  Plantform
biyoreaktdr sisteminde turunggillerin mikrogogaltimi ve
koklendirilmesi, ilk kez gerceklestirilmistir. Calisma
sonucunda, Plantform biyoreaktdr sisteminde gelisen
bitkilerde camlagsma olmadig1, daha saglikli gelistigi, kati
kiiltire gore bitki boyu (cm), c¢ogalma katsayisi
(kardes/bitki), kok sayis1 (kok/bitki), kok uzunlugu (cm) ve
koklenme yiizdesinin (%) daha yiiksek oldugu
belirlenmistir.

Gegici daldirma biyoreaktdr sistemlerinde, kiiltiir
kaplarina uygulanan daldirma/havalandirma siireleri ve
kiilltire alinan  eksplant sayisi, bitki  gelisimini
etkilemektedir. Bitki tiirline bagli olarak optimum
daldirma-havalandirma siireleri ve baglangic eksplant
sayisi farkli olabilmektedir. Gatti ve ark. (2015) sapli mese
bitkisinin in vitro kosullarda Plantform sisteminde
mikrogogaltiminda, 8 saatte bir 12 dakika ve 16 saatte bir
8 dakika olmak ftzere, iki farkli daldirma siiresini
denemiglerdir. Havalandirma siiresi ise 4 saatte bir 15
dakika olarak belirlenmistir. Calismada, 8 saatte bir 12
dakikalik daldirma siiresinin, bitki gelisimi iizerine daha
etkili oldugu belirlenmistir. Sacco ve ark. (2015) Plantform
biyoreaktor sisteminde kiiltiire alinan Stevia bitkisi igin 3
saatte bir daldirmanin kallus ve camlagsma problemi
meydana getirdigini, bununla birlikte 8 saatte bir
daldirmanin daha kaliteli siirglin olusumu sagladigini
belirtmiglerdir. Zhang ve ark. (2017) tibbi bir bitki olan
Pinellia ternate bitkisinde, 9 farkli daldirma dongiisiiniin
bitki ¢ogalmasi ve Dbiiyiimesi iizerine etkisini
arastirmiglardir. Calisma sonunda, bitki ¢ogalmasi ve
bliylimesi lizerinde en basarili daldirma dongiisii 12 saatte
bir 5 dk olarak belirlenmistir. En fazla yas agirlik, kiltiir
kaplarina 60 eksplant konuldugu zaman elde edilmistir.
Kiiltir kaplarinda 80 ve 100 eksplant kiiltiire alindigi
zaman, bitkiler zayif gelisme goéstermistir. Caligmada
kullanilan iki farkli turunggil genotipi i¢in Plantform
biyoreaktor sisteminde daldirma siiresi 4 saatte 10 dk,
havalandirma stiresi ise 4 saatte 15 dk olacak sekilde
ayarlanmistir.  Plantform  biyoreaktdr  sisteminde
mikrogogaltim denemelerinde, 150 bitki kiiltiire alinmistir.
Elde edilen bu sonuglar, gegici daldirma biyoreaktor
sistemlerinde daldirma-havalandirma stiresi ve kiiltiire
aliman eksplant sayisinin, her bitki tiirli i¢in optimize
edilmesi gerektigini gostermektedir.

Bitki doku kiiltiirlinde, uzun siire bitki bilyiime
diizenleyici  iceren  ortamlarda  altkiiltire  alma
durumlarinda, bitkilerde somaklonal varyasyon olarak
adlandirilan  bazi  genetik  degisiklikler ~meydana
gelebilmektedir. Bu durum, vejetatif ¢ogaltimda kesinlikle
istenmeyen bir durumdur. Plantform gegici daldirma
sistemleri ile kiiltiir siirelerinin daha kisa tutulmasi ve
altkiiltiir sayilarinin daha aza indirgenmesi ile bu risk
azaltilmaktadir (Bigen ve ark., 2017). Buna karsin

Plantform ve diger geg¢ici daldirma Dbiyoreaktor
sistemlerinde, kiltiir stireleri sonunda  bitkilerin
somaklonal  varyasyona ugraylp ugramadiklarmin

kontroliine yonelik caligmalar sinirli kalmistir. Calisma
kapsaminda SSR markirlari ile yapilan tarama sonucunda
Plantform sisteminde, ¢ogaltilan ve koklendirilen

bitkilerde herhangi bir genetik agilimm olmadig:
molekiiler c¢aligmalarla belirlenmis olup, baslangi¢
materyali ile herhangi bir fark bulunmamistir. Bu sonug,
Plantform sisteminin turunggil bitkilerinin ¢ogaltiminda
giivenilir bir yontem oldugunu desteklemektedir.

Sonuc¢

Calisma sonuglarina dayali olarak Plantform sisteminin
kullanilabilirligi, isgiicii ve zamandan tasarruf saglamasi
yoniiyle kat1 kiiltiirlere kiyasla iyi bir potansiyele sahip
olmustur. Caligma kapsaminda doku kiiltiirii ¢aligmalari
sonucunda her iki sistemde ve her iki genotipte de
koklenen bitkiler bagarili bir sekilde seraya aktarilmis olup,
gelismeleri takip edilmistir. Baglangic materyali ile kati
kiiltiir ve Plantform sisteminde calisilan bitkilerden elde
edilen sonuglara gore, her iki genotip i¢inde herhangi bir
genetik farklilik tespit edilmemistir. Caligma kapsaminda
yapilan molekiiler ¢aligmalar ile Plantform sisteminin bu
yoniiyle de kullanilabilirligi ortaya konulmustur.
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