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Doku Kiiltiiriiyle Maviyemis (Vaccinium corymbosum cv. Duke) Cogaltiminda
Yeni Nesil Biyoreaktor Kullanimi Uzerine Bir Arastirma
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OZET

Vaccinium corymbosum, yaprak déken ¢alilarin Ericaceae ailesine mensup ¢igekli bitki olup yiiksek boylu maviyemis
olarak adlandirilmaktadir. Besin degeri ve yiiksek antioksidan igerigi sayesinde maviyemigin {iretimine ilgi artmistir.
Buna bagli olarak artan fidan ihtiyacinin kontrollii kosullarda, hizli ve saglikli olarak karsilanmasinda doku kiiltiiriiyle
¢ogaltimin 6nemli yeri bulunmaktadir. Bu arastirma; in vitro maviyemis bitkisi ¢cogaltiminin optimizasyonu kapsaminda,
Duke ¢esidinin agar iceren yari-katt besin ortaminda ve TIS biyoreaktor sisteminde (SETIS®) cogaltim denemeleri
iizerine yiiriitiilmistiir. DKW ve WPM temel besin ortamlarina 2 mg.L ™! Zeatin ve 30 g.L ! siikroz ilave edilerek pH 5.0’
ayarlanmustir. In vitro ¢ogaltilmis siirgiinlerden hazirlanan 2 cm’lik iki bogum igeren eksplantlari agarli veya sivi ortama
yerlestirilmistir. Dort haftalik kiiltiiriin sonunda yari-katt DKW ortamindaki ortalama siirgiin proliferasyonu (adet): 13.80;
ortalama siirgiin boyu (mm): 29.19 iken; TIS DKW ortaminda 25.56 adet; 32.79 mm olmustur. Agarlit WPM ortamindaki
degerler sirasiyla 5.28 adet ve 14.80 mm olarak elde edilmis, TIS WPM ortaminda ise 11.00 adet ve 18.97 mm olarak
hesaplanmigtir. Calisma sonuglari yeni nesil ‘gegici daldirma biyoreaktor sisteminin’ maviyemisin in vitro ¢ogaltiminda,
yiiksek cogalma kapasitesi ve saglikli siirgiinler elde etme agisindan agarl yari-kat1 ortamlara gore daha olumlu sonuglar
verdigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Blueberry, TIS biyoreaktor, sivi ortam, kitlesel cogaltim

Research on the Use of a New Generation of Bioreactors in Propagation of Blueberry (Vaccinium corymbosum cv.
Duke) by Tissue Culture

ABSTRACT

Vaccinium corymbosum is a flowering plant belonging to the Ericaceae family of deciduous shrubs and is called highbush
blueberry. Thanks to its nutritional value and high antioxidant content, interest in the production of blueberry has
increased. Reproduction with tissue culture has an important place in meeting the growing need for seedlings in a fast and
healthy manner under controlled conditions. This research; As part of the optimization of in vitro blueberry plant
propagation, propagation trials of Duke cultivar on semisolid nutrient medium containing agar and TIS bioreactor system
(SETIS®) were established. The pH was adjusted to 5.0 by adding 2 mg.L ™" Zeatin and 30 g.L* sucrose to DKW and
WPM basic nutrient media. 2 cm explants with 2 nodes prepared from in vitro propagated shoots were placed on semi-
solid or liquid medium. At the end of four weeks of culture, shoot proliferation on DKW medium with agar (number):
13.80; mean shoot length (mm): 29.19; 25.56 shoots in TIS DKW medium; 32.79 mm. Values in WPM medium with
agar were obtained as 5.28 shoots and 14.80 mm, respectively, and 11.00 shoots and 18.97 mm in TIS WPM medium.
The results of the study showed that the new generation ‘temporary immersion bioreactor system’ gave more positive
results in in vitro propagation of blueberry than semi-solid media with agar in terms of obtaining high growth capacity
and healthy shoots.

Keywords: Blueberry, TIS bioreactor, liquid medium, mass propagation

GIRIS Amerika’da  1900’lii  yillarin  basinda  kiiltiirii

yapilmaya baslanan maviyemis, Ispanya basta olmak

Maviyemis (Vaccinium corymbosum), Kkuzey iizere Avrupa ilkelerinde de ticari olarak
yarimkiirede yetistiriciligi yayginlasmis olan c¢ok  yetistirilmektedir. Yiiksek boylu, algak boylu ve
yillik ¢ali formundaki {iziimsii meyvelerden biridir.  tavsan gozii olmak tlizere 3 farkli maviyemis tipinin
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yetistiriciligi yapilmaktadir. Iki binli yillarm basinda
Tirkiye’ye  yurtdisindan  getirtilerek  kiiltiirii
yapilmaya baslanan maviyemisin ait oldugu
Vaccinium cinsi igerisindeki bazi tiirler, basta
Karadeniz boélgesi olmak iizere Marmara ve Dogu
Anadolu bélgesinin baz1 kesimlerinde dogal olarak

yayilis gostermektedir. Bu tiirlerden bazilari;
Vaccinium vitis-idea, V.uliginosum ve
V.arctostaphyllos’dur [1].

Antioksidan  aktiviteye  sahip  polifenoller

bakimindan zengin olmasi nedeniyle son yillarda
tilketiciler tarafindan saglhiga faydali bir iiriin olarak
talebi artmig bulunmaktadir. Diinyada yillik
maviyemis iretimi 830 bin tona yaklasmistir [2].
Tiirkiye, 2022 yilinda 4900 ton maviyemis tireterek
gecen yillara gore onemli artis saglamistir [3].

Maviyemisin ¢ogaltimi igin geleneksel yontemler
zaman alicidir ve seri liretimi ciddi sekilde engelleyen
mevsimsel biiylimeyle simirlidir. Mikro ¢ogaltim,
zamandan tasarruf saglar ve homojen, viriissiiz ve
saglikli bitkilerin tiretimi i¢in etkili bir yontemdir [4].

Yeni nesil doku kiiltlirii sistemi olarak da
adlandirilan gegici daldirma sistemi veya biyoreaktor
kullanimi, odunsu ve ¢ogaltilmasinda sorunlar
olabilen c¢ogu tiriin optimal sekilde ve hizla
cogaltimint miimkiin kilmaktadir [5]. Bu konuda
yapilan caligmalar heniiz yeni ve kisith olsa da
biyoreaktorlerin mikro ¢ogaltimda kullaniminin
pozitif etkisi goriilmektedir. Bu sistemler bitki
stirgtinlerinin ve fidelerinin in vitro kiltiirleri i¢in en
dogal ortami saglamaktadir. Son birkag yilda, gegici
daldirma sistemleri, bitkilerin doku kiiltiiriiyle
cogaltimi, bitki kaynakli sekonder metabolitlerin
iretimi, protein ekspresyonu ve bitki 1slahinda
potansiyel ¢ozlimler igin bir perspektif teknoloji
olarak goriilmektedir. Gliniimiizde, benzer veya farkli
teknolojik  prensipler iizerinde c¢alisan cesitli
yapilarda gecici daldirma sistemleri gelistirilmigtir.
Bu sistemler somatik embriyolar ve kok kiiltiirleri
dahil olmak lizere ¢esitli bitkilerin in vitro kosullarda
yetistirilmesinde bagariyla uygulanmistir [6].

TIS (Temporary Immersion System, Gegici
Daldirma Sistemi) teknolojisinin basitce caligma
prensibi bitki materyallerinin kisa siirelerle sivi
biiylitme ortamina daldirmaktir. Bu daldirma siireleri
bitkinin besin alimi i¢in yeterli olmaktadir. TIS

teknolojisi,  sivi  Kkiiltiirlerin ~ avantajlarindan
yararlanirken, bitkileri yiiksek gaz aligverisi ortamlari
altinda  yetistirmektedir. ~ TIS  teknolojisinin

avantajlari; metrekare basina daha fazla bitki iiretimi,
daha yiiksek c¢ogaltim katsayisi, sivi ortamin
kullanilmas1 ~ sayesinde  agar  maliyetlerinin
azaltilmasi, daha etkin besin maddesi alimi, azaltilmis
islem uygulamalar1 ve iscilik, gelistirilmis bitki
kalitesi,  zenginlestirilmis  havalandirma  ve

otomasyon olarak sayilabilmekte, biiylimeyi ve
biyokiitle iiretimini artirma da sonug¢ olarak Snemli
fark olusturmaktadir. Biyoreaktoriin kapasitesi bitki
tirlerine bagh olmakla beraber biyoreaktdr basina
300 ila 1200 bitki arasinda degismekte, kiiltiir kab1
kapasitesine gore 5000’lere yaklasabilmektedir [7].

Doku kiiltiirii ile kitlesel ¢cogaltimda biyoreaktor
teknolojisi bircok bitkide kullanilmaktadir. Kahve
[8], patates [9], muz [10], ananas [11, 12], yiiksek
boylu maviyemis [13], ¢oban tiziimii [5], seker kamis1
[14], elma anac1 [15], findik [16], antepfistig1 [17] ve
diger odunsu tiirler bunlardan bazilaridir [18, 19].

Bu calismanin amaci yeni nesil ‘gecici daldirma
biyoreaktdr sistemi’ kapsaminda gelistirilen SETIS®
biyoreaktorlerinin  kullanilmasiyla yiiksek boylu
maviyemis ¢esidi olan ‘Duke’un in  vitro
cogaltiminda, agarli yari-kat1 ortam ve TIS (gegici
daldirma sistemi) arasindaki farkin belirlenebilmesi
ve ayni zamanda iki farkli temel besin ortami
bilesiminin siirgiin ¢ogalmast ve gelismesine
etkilerinin ortaya konulmasidir.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Materyal olarak ticari olarak satin alinan
Vaccinium corymbosum ‘Duke’ ¢esidine ait 2 yillik
fidanlar kullanilmistir. Fidanlar satin alindiktan sonra
saksilara dikilmis, sera kosullarinda bakim ve
sulamalar1 yapilmistir. Taze siirgiinler goriilmeye
basladiktan sonra ilk doku kiltiiri denemeleri
yapilmistir.

Metot

Calismada iki farkli kiiltiire alma sistemi
kullanilmigtir. Bunlardan ilki in vitro ortamda cam
kavanozlar igerisinde ve agar iceren Yyari-kati
ortamlarda yetistirme; ikincisi ise TIS biyoreaktor
icerisinde ve sivi ortamlarda yapilan yetistirmedir.
Her iki kdiltiir tipi es zamanl1 olarak ytiriitiilmiistiir. 2
cm’lik eksplant parcalarmin tiimii oncelikle agarl
ortam igeren cam kavanozlarda kiiltiire alinmis,
kontamine eksplantlar ve gelisemeyenler elendikten
sonra yeniden agarli ortamlara veya TIS biyoreaktor
sistemi (SETIS®) igerisine aktarilarak, 1. alt kiiltiire
almmiglardir. Alt kiiltiir islemi iki kez daha
yapildiktan sonra caligma sonuclarinin
belirlenmesinde 3. alt kiiltiire kadar kayit altina alinan
verilerden yararlanilmistir.

Dokularin yiizeysel sterilizasyonu

Serada gelismekte olan bitkiler {izerinden alinan
siirglin pargalar1 laboratuvara getirilip 15 dakika
boyunca akan ¢esme suyu altinda bekletilmistir. Daha
sonra 4-5 cm’lik parcalara ayrilarak yiizeysel
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sterilizasyona  tabi
asamalar su sekildedir;

1) Akan ¢esme suyu altinda yikama,

2) %70’lik etil alkol ¢ozeltisinde 1 dakika siireyle
bekletme,

3) Birka¢ damla Tween 20 ilave edilmis %15’lik
ticari sodyum hipoklorit (ACE) c¢ozeltisinde 15
dakika bekletme,

4) Steril saf su ile 3 defa 5’er dakika durulama.

tutulmustur.  Sterilizasyon

Besin ortam bilesimlerinin  hazirlanmast ve
sterilizasyonu

Calismada besin ortami olarak Driver&Kuniyuki
(DKW) [20] ve McCown’s Woody Plant (WPM) [21]
temel besin ortamlar1 kullanilmistir. 2 mg.L™" Zeatin,
3% (w/v) siikroz ve 6 g.L ' agar eklendikten sonra,
ortam pH 5.0’a ayarlanmistir. Besin ortamlari
otoklavda 1 atmosfer basing altinda 121°C’de 20
dakika stireyle steril edilmistir. Agar igeren ortamlar
cam kavanozlara 40’ar mL doldurulduktan sonra
otoklavlanmis, gec¢ici daldirma sistemi ig¢in
hazirlanan sivi ortamlar ise otoklavlanabilir kapakli
siselerde sterilizasyon islemine tabi tutulmus ve
onceden steril edilmis SETIS® marka biyoreaktorlere
kabin igerisinde aseptik kosullar altinda aktarilmistir.
Biyoreaktdr  kutulari, borular ve filtrelerin
sterilizasyonunda 121°C’de 1 atmosfer basing
uygulayan otoklavda 15 dakika siire kullanilmigtir.

Kiiltiire alma islemi

Sera  kosullarinda  yetistirilen =~ maviyemis
bitkilerinden = alinan  siirgiinlerden  hazirlanan
eksplantlar, agarli ortamlarda kiiltiire alindiktan 4-6
hafta sonra aksillar siirgiinler vermeye baglamigtir. In
vitro ¢ogaltilmig siirglinlerden hazirlanan 1,5-2
cm’lik iki bogum iceren eksplantlar1 agar iceren cam
kavanozlara veya sivi ortam bulunduran TIS
biyoreaktor sistemine yerlestirilmistir. Kavanozlar
icerisine 20’ser iki bogumlu eksplanti, TIS sistemi
icerisine ise 500’er adet iki bogum bulunduran siirgiin
parcasi yerlestirilmistir. Her bir SETIS® biyoreaktor
igerisine 1000 mL besin ortam1 konulmustur.
Kiltiirler 16/8 saat aydinlik/karanlik fotoperiyot ve
24°C sicakliga ayarlanmig bitki biiyiitme odalarinda
inkiibasyona birakilmistir.

Gegici  daldirma sistemindeki daldirma ve
bekleme siireleri; her 8 saatte bir besin ortami 5
dakika boyunca eksplantlar ile temas edecek ve
ardindan siiziilecek sekilde zamanlayic1 prizler ile
ayarlanmistir. Ayrica yine 8 saatte bir bitkilerin
bulundugu kiiltiir kabina 3 dakikalik siire boyunca
ventilasyonu saglamak amaciyla hava verilmistir.
Hava saglayicis1 olarak akvaryum pompalar
kullanilmustir.
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Ol¢iim ve degerlendirme

Maviyemis’in in vitro kosullarda hizli ve klonal
cogaltiminin amaclandig1 bu ¢alismada, klasik doku
kiiltiirii sistemi ile TIS biyoreaktor sisteminin bitki
kalitesi ve gogalma katsayisi lizerine etkileri iki farkl
besin ortam ¢esidinde incelenmistir. Deneme tesadiif
parselleri deneme desenine gore 5 tekerriirlii olacak
sekilde yliritilmistiir. Mikro ¢ogaltim
denemelerinde ii¢ kez alt kiiltiir yapilmis olup, alt
kiiltiirlerdeki ~ bitki ~ 6l¢limlerinin  ortalamalari
kullanilmigtir. Her iki uygulamada da bitkiler, 4
haftada bir alt kiiltire alinmistir. Uygulamalarda
25’er bitkide; siirgiin boyu (mm), eksplant bagina
siirgiin sayist (kardes/bitki) oOlgiilerek kayit altina
almmistir. Elde edilen veriler ANOVA programi
kullanilarak varyans analizine tabi tutulmus ve
uygulamalar arasindaki farkliliklarin rastlantisal olup
olmadigr incelenerek Duncan harflendirmesi
yapilmustir.

*Eksplant basina siirgiin (kardes/bitki) sayisi: Her
eksplantta gelisen aksillar siirgiinler sayilmis ve
siirglin veren eksplantlarin ortalamasi alinmustir.

*Ortalama stirgiin boyu: Her alt kiiltiirden sonra
stirglin boyu 6l¢iilmiis (mm), ortalamalar1 alinmistir.

4 haftanin ardindan aksillar siirgiin (kardes)
sayilari, bogum sayimlar1 ve boy oOlglimleri
yapilmusgtir.

BULGULAR

Agar iceren iki farkli besin ortami bulunduran cam
kavanozlarda veya sivi ortamlarin kullanildig:
biyoreaktorlerde kiiltiire aldiktan sonra 3 alt kiiltiir
sonrasinda her bir siirgiin eksplantindan 4 hafta
igerisinde elde edilen aksillar siirgiin sayilari
bakimindan, sistemler ve besin ortamlar1 arasinda
istatistiksel olarak oOnemli diizeyde farkliliklar
belirlenmistir (Cizelge 1).

DKW ve WPM ortamlarinin sivi ve yari-kati
kullanimlarimin yer aldigi ¢aligmada her ne kadar
besin ortamlar1 kendi arasinda ve kiiltiir sistemleri de
kendi aralarinda istatistiksel farklilik gdstermis olsa
da besin ortam1 x kiiltiir sistemi interaksiyonunun
p<0,001 seviyesinde 6nemli bulunmasi nedeniyle her
iki faktor birlikte degerlendirilerek bir siralama
yapilmasina  Oncelik  verilmistir. Buna  gore
V.corymbosum ‘Duke’ ¢esidinin mikro ¢ogaltiminda
uygun besin ortami1 ve kiiltiir sisteminin belirlenmesi
amaciyla gercgeklestirilen calismada, DKW ortaminda
TIS sisteminden elde edilen aksillar siirgiin sayisi
ortalamasi, 25.56 adet/ eksplant degeri ile ilk sirada
yer almustir. Ikinci sirada en yiiksek kardes siirgiin
sayis1 degeri, agar ile yari-kati olarak hazirlanmis
cam kavanozlardaki uygulamalardan alinmistir
(13.80 siirgiin/eksplant). WPM ortaminin kullanildigi
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TIS sistemi Ttgilincii sirada yer alirken (11.00
stirgiin/eksplant), son sirada ve en diisilk kardeg
stirgiin sayisin1 veren kombinasyon WPM ortam1 x
yari-kat1 ortam olmustur (5.28 siirgiin/eksplant).

Besin ortamlar1 bilesimleri, kiiltiir sisteminden
bagimsiz  olarak  degerlendirildiginde =~ DKW
ortaminin, WPM ortamina gore iki kat daha fazla
sayida  aksillar  siirgiin = olusumu  sagladigi
goriilmiistiir. Cizelge 1 incelendiginde, DKW
ortaminda her iki ortam fazinda eksplant basina
ortalama 19.68 adet siirglin elde edildigi halde, bu
sayt WPM ortaminda sadece 8.14 adet olmustur.

Cizelge 1. TIS sistemi ve yari-kati ortamlarin Duke
maviyemis ¢esidinde siirgiin cogalmasi iizerine
etkisi

Besin ortami Kiiltiir sistemi Aksillar siirgiin sayisi (adet)

Yari-kat1 13,80+1,12 b

DKW TIS 25,5£2,35a
Ortalama 19,6846,21 A

Yari-kat1 5,28+0,98 d

WPM TIS 11,00+£2,53 ¢
Ortalama 8,14+3,46 B

Yari-kat1 9,54+4,43 B
Toplam TIS 18,28+7,74 A

Ortalama 13,91+7,66

*p<0,001 diizeyinde, Besin ortami x Kiiltiir sistemi arasinda interaksiyon
6nemli olup (kiigiik harfler), ortamlar (biiyiik harfler) ve sistemler (italik
biiytik harfler) arasindaki farklilik da istatistiksel olarak onemlidir.

Seil .1. Agarl ortamdaki bitkilerin sﬁrgﬁn

proliferasyonu agamasindan goriintiler

Besin ortami fazi esasmna dayanan kiiltiir
sistemleri arasinda da siirglin olusumu bakimindan
onemli diizeyde farklilik oldugu ortaya konmustur.
Her iki ortam bir arada degerlendirilerek alinan
ortalamalar iizerinden yapilan degerlendirmede,
gegici daldirma SETIS® biyoreaktdr sisteminde
Duke maviyemis siirgiin proliferasyonunun, yari-kati
ortama gore iki kat daha fazla oldugu belirlenmistir.
DKW ve WQM ortamlarinin toplami1 olarak
biyoreaktor kullanildiginda eksplant (iki adet bogum
bulunduran siirgiin parcasi) bagina 18.28 adet aksillar
siirglin meydana gelirken, yari-kati1 ortam kullanilan
cam kavanozlarda eksplant basina 9.54 adet kardes
siirglin olusmustur. Sekil 1’de agar igeren yari-kati

ortam bulunan cam kavanozlarda, Sekil 2’de ise
SETIS® biyoreaktdr sisteminde sivi ortamda gegici
daldirma kullanilarak elde edilen gelismeler
gOsterilmistir.

T~ \"‘?i?;ig
e

S

al - b

Sekil 2. TIS icerisindeki bitkilerin siirgiin

proliferasyonu asamasindan goriintiiler (a:
DKW, b: WPM)

Stirgiin  boylar1 bakimindan yapilan olglimler
degerlendirildiginde,  yapilan =~ ANOVA  testi
sonucunda besin ortami x kiiltiir sistemi arasinda
interaksiyon bulunmadigr (p<0,001), istatistiksel
olarak onemli farklilik olusturan faktoriin besin
ortami bilesimi oldugu sonucu elde edilmistir
(Cizelge 2). Buna gore, DKW ortaminda bulunan
sirglinlerin daha uzun boya sahip olduklar
anlagilmistir. Ortalama 30.99 mm siirgiin boyu DKW
ortamindan alinirken, bu deger WPM ortaminda
16.89 mm olmustur. Bu farklilik istatistiksel olarak
onemli bulunmustur. Sivi veya yari-kati ortamda
olmalart ise siirgiin uzunlugu bakimindan istatistiksel
olarak dnemli goriilmeyecek farkliliklar icermistir.

Cizelge 2. TIS sistemi ve yari-kat1 ortamlarin Duke
maviyemis c¢esidinde siirgiin boylar1 (mm)
iizerine etkisi

Besin ortami Kiiltiir sistemi | Ortalama siirgiin uzunlugu (mm)
Yari-kat1 29,19+2,16
DKW TIS 32,79+0,92
Ortalama 30,99+2,45 a
Yari-kat1 14,80+1,13
WPM TIS 18,98+2,02
Ortalama 16,89+2,66 b
Yari-kat1 22,0+7,47
Toplam TIS 25,89+7,15
Ortalama 23,94+7.53

*p<0,001 diizeyinde, besin ortamlar (kiigiik harfler) arasindaki farklilik
da istatistiksel olarak onemlidir.

TARTISMA

Diinya iizerinde olduk¢a yaygin olarak yetistirilen
ticari maviyemis ¢esidi Duke eksplantlart
kullanilarak yapilan mikro ¢ogaltim caligmasinda,
besin ortami bilesimlerinin etkisi ve besin ortami fazi
esasina dayanan iki farkl kiiltiir sisteminin etkisi
incelenmistir. Calisma sonuglarina goére siirgiin
cogaltimi 6zelligi lizerine hem besin ortaminin igerigi
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hem de yapist yani yari-kati veya sivi fazda
kullanilmasi, ©6nemli diizeyde ve birlikte etki
yapmuistir. Siirglin boyu bakimindan ise besin ortami
iceriginin 6nemi daha etkili bulunmustur.

SETIS® biyoreaktor sisteminin yer aldig1 gecici
daldirma sistemi igerisindeki bitkiler, agarli ortama
gore daha iyi gelisme gostermis ve daha fazla sayida
kardes slirglin olusturmustur. Besin ortami bilegimi
caligsmada siirgiin ¢ogalmasi ve uzamasi bakimindan
cok etkili bulunmus olup, DKW ortami, WPM
ortamina gore iki katindan fazla sayilabilecek basar1
saglamistir.

Clapa vd. [16], V.corymbosum ‘Duke’ ve Coryllus
avellana ‘Tonda di Giggoni’ gesitlerinin Plantform®
biyoreaktorde etkili bir cogaltim yontemi gelistirmek
istedikleri calismalarinda kiiltiir kaplaria 300, 400 ve
500 ml besin ortamlar1 eklediklerinde; yiiksek
proliferasyon oraninin maviyemis i¢in 500 ml besin
ortamin iceren biyoreaktdrde (6.20+0.81) alindigini
bildirmektedir. Ayrica maviyemis’te en uzun siirgiin
boyunun 400 mL sivi besin ortami igeren
biyoreaktorde (4.19£0.25 cm) oldugu
belirtilmektedir. Besin ortami olarak WPM temel
alimmig 1 mg.L™' Zeatin ile desteklenmistir. Bizim
calismamizda WPM temelli 2 mg.L™! Zeatin igeren
ortamda da en yliksek siirgiin boyunun, istatistiksel
olarak O0nemli bir vurgu olmasa da agarli ortama
kiyasla (14.8 mm) TIS sisteminden elde edildigi
(18.98) bulunmustur. Ayrica siirglin ¢ogalmasi (25.56
siirglin/eksplant) ve slirgiin uzamasi (32.79 mm)
bakimindan DKW temel besin ortami ve 2 mg.L™
Zeatin iceren TIS sisteminin One  ciktig1
belirlenmistir.

Burada sonuglart sunulmamis olmakla birlikte
caligmamizda 2. ve 3. alt kiiltiirlerde siirgiin sayis1 ve
ortalama siirgiin boyu 0zellikle TIS sisteminde
giderek daha da yiikselmistir. Benzer sonu¢ Debnath
ve McRae (2001)’nin, turnayemisi (V.macrocarpon)
ile yaptiklar1 ¢alismada da bildirilmistir. Bununla
birlikte anilan ¢aligmada siirglin sayis1 1.8’den 2.9
adete cikarken; siirgiin uzunlugu 6.2 cm’den 5.6
cm’ye dogru gerilemistir [22]. Arencibia vd. [23],
TIB olarak adlandirdiklar1 (Twin-Flasks) sistemde
cogaltilan maviyemis bitkilerinin (Biloxi, Sharp Blue
ve Brillita cgesitleri), geleneksel yaklasimla doku
kiiltiirline alinanlara gore daha yiiksek biiylime ve
cogalma orant verdiklerini belirlemislerdir. Dis
kosullara alistirma sirasinda da bu sistemden gelen
bitkilerin adaptasyon kabiliyetinin daha yiiksek
oldugu sonucuna ulasilmistir.

Burada bir bolimii sunulan projemizin ilk
asamasinda en uygun temel besin ortami, PGR ¢esit
ve dozlarmin incelendigi asamada 2 mg.L™"' Zeatin
kullanimi, en basarili kiiltire alma ve c¢ogalma
etkilerini desteklemistir. Bu nedenle calismamizda
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sadece bu biiylimeyi diizenleyici kullanilmig ve her
iki sistemde de olumlu sonu¢ vermistir. Nitekim algak
boylu (Lowbush) maviyemis (V.angustifolium Ait.)
‘Fundy’ cesidi ve iki yabani klon kullanilan bir bagka
calismada da yari-kat1 jellesmis ortamla birlestirilmis
RITA® biyoreaktdrlerini kullanarak mikro ¢ogaltim
protokolii gelistirilmis ve denemede yer alan N6-[2-
isopentenyl] adenine ve Zeatin arasindan en iyi sonug
Zeatin igeren ortamdan elde edilmistir [24].
Biyoreaktor  sisteminin  maviyemis  mikro
cogaltiminda basariyla kullanilabilecegi, yari-kati
ortamlara goére pek ¢ok avantajlarinin bulundugu bu
calismayla ortaya konmustur. Baska bitki tiirlerinde
de benzer bulgular elde edilmistir. Ornegin Dewir vd.
[25], S.cannifolium bitkisinde, katilastirilmis ortam
ve biyoreaktor kiiltiirleri (siirekli ve gegici daldirma)
arasindaki calismalar1 karsilastirdiklarinda, siirgiin
cogaltimi  ve gelismesinde diigilk  sitokinin
konsantrasyonlar1 ile desteklenmis gecici daldirma
biyoreaktor sistemlerinin daha etkili oldugunu tespit
etmislerdir. Ozden vd. [26], Edremit yaghk zeytin
genotipine ait yash agaglardan alinan nodal
tomurcuklar in vitro ¢ogaltiminda mannitol igeren
sivi OM besi ortaminda TIS sistemi ile gévdelerde
apikal dominansin kirthp yanal govdelerin gelisme
gosterdigini  ve  ¢oklu govde  olusumunun
gerceklestigini gostermistir. Umarusman vd. [27], bes
farkl1 bogiirtlen gesidinin (Black Diamond, Black
Pearl, Chester, Triple Crown ve New Berry)
Plantform® biyoreaktor sistemi ve kati besin
ortamlarinda karsilastirmali olarak mikro ¢ogaltim ve
koklendirme iizerine yaptiklari caligmada; mikro
cogaltim ve koklendirme icin belirlenen en iyi besin
ortami igerigi ile TIS sisteminde calisilmistir.
Caligma sonucunda, gecici daldirma sistemi her bes
bogiirtlen cesidi icin bitki boyu, ¢ogalma katsayisi,
bitki kalitesi ve koklenme bakimindan kati kiiltir
sistemine gore daha iyi sonu¢ vermistir. Cengiz ve
Kagar [28] ise, ‘Tuzcu 31-31 turuncu’ ve °C-35
sitranj1’ turunggil anaglarinin, in vitro’da geleneksel
kat1 kiiltiir ve gegici daldirma prensibine dayanan
Plantform® biyoreaktdr sistemi ile karsilastirmali
olarak mikro ¢ogaltim ve koklendirme denemeleri
yiiritmiistir. Calisma sonucunda, her iki genotipte de
kardeslenme ortaminda, Plantform® sistemi bitki
kalitesi bakimindan daha iyi sonug¢ vermistir.
Literatiirden de anlasilacagi iizere sivi besin
ortaml1 biyoreaktor sistemleri yari-kati besin ortamli
in vitro sistemlerine gore hem ¢ogalma katsayis1 hem
de bitki boyu acisindan daha iyi sonuclar
vermektedir. Aragtirmamizda elde ettigimiz bulgular
da literatiir ile uyum halindedir. Ayrica yiiksek tiretim
maliyetleri, geleneksel mikro ¢ogaltma sistemlerini
(agar bazl) biiyiik 6l¢ekli tiretim i¢in daha kullanigsiz
hale getirdiginden, siv1 kiiltiirler ve otomasyon, mikro
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cogaltimin ¢esitli asamalarinin bireysel emege dayali
olarak yiritilmesi sorununu ¢6zme potansiyeline
sahiptir [19]. Biyoreaktor kiiltlirleri ayrica hava
degisimi, fotosentetik foton akisi ve CO: igerigi gibi
hem fiziksel hem de kimyasal acidan ortam
performansini artirarak in vitro mikro ¢ogaltim
sirasinda daha verimli bitki gelisimi ve gogalmasi
saglamaktadir [29-31]. Agar gerektirmemesi, daha az
alanda daha fazla bitki tretimi yapilabilmesi
nedeniyle tiretim maliyetinden tasarruf
saglamaktadir. Ayrica sisteme pompa, zamanlayici
ve elektrik valfinin baglanmasinin kolay olmasinin
yaninda biyoreaktorler uzun raf omrii nedeniyle
cevreye dost sistemler olarak kabul edilmektedir [32].

SONUC

Aragtirmamizda elde ettigimiz bulgular yeni nesil
‘gecici daldirma biyoreaktor sisteminin’ maviyemisin
in vitro ¢ogaltiminda, yiikksek ¢ogalma kapasitesi ve
saglikl siirgiinler elde etme agisindan agarl yari-kati
ortamlara gore daha olumlu sonuglar verdigini
gostermistir. Basta yiiksek boylu maviyemisler olmak
lizere diger maviyemis gruplar1 ve lizlimsii meyve
gruplarinda bitkilerin hizli ¢ogaltilmast konusunda
arastirmacilara yararl olacak veriler elde edilmistir.

Sonu¢ olarak, yeni nesil ‘gecici daldirma
biyoreaktor sisteminin’ avantajlar
degerlendirildiginde; biiytik caph iiretim

caligmalarinda bu sistemin kullanilabilirli§i ortaya
konulmus ve bu ¢aligma yiiksek boylu maviyemis
bitkisinin TIS (SETIS®) biyoreaktor sisteminde
cogaltilmasinin uygun oldugunu kanitlar nitelikte
sinirli  galismalardan biri olmustur. Buna gore
maviyemigin hizli ¢ogaltimi1 i¢in TIS biyoreaktor
icerisinde 4-8 hafta aras1 2 mg.L™' Zeatin igeren
DKW ortaminda siirgiinlerin en az 2 bogum icerecek
sekilde parcalara ayrilmasi yontemiyle cogaltilmasi
Onerilmektedir.
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