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Oz

Amag: Bu ¢alismanin amaci, Pixy erik klon anacinin
(P. insititia L.) mikro ¢ogaltiminda siirgiin ¢ogaltma
asamasinda destek sistemli sivi besin ortaminin,
farkli BAP (6-benzil amino piirin) dozlar ile birlikte
sirgin canliligl, c¢ogaltim1 ve Kkalitesi iizerine
etkilerinin arastirilmasidir.

Materyal ve Yontem: Bitkisel materyal olarak alt
kiltiirlerden saglanan mikro strgiinler kullanilmistir.
Modifiye edilmis Murashige ve Skoog (MS) besin
ortamina 0.01 mg L-1 IBA (indol-3-biitirik asit) ve 0.1
mg L1 GAs (gibberellik asit) ile birlikte BAP’in 0.5 mg
L1 veya 1.0 mg L1 dozlar, 30 g L sakaroz ilave
edilmistir. Yar1 kati1 besin ortam1 0.65 g Lt agar ile
katilagtirilmistir. Siv1 besin ortaminda destek sistemi
olarak filtre kagidi kullanilmistir. Kiiltiirler 25+1 °C
sicaklik ve 16 saat aydinlik (35 pmol m? s1)
kosullarda tutulmustur. Dordiincii haftanin sonunda
stirglinlerde canlilik orani, canli kalan kiiltiirlerde
siirglin ¢ogalma orani, slirgiin sayisi, uzunluguy,
kalinlik diizeyi (1-3) ve yaprak sayisi belirlenmistir.

Arastirma Bulgular: Siirgiinlerde canlilik orani1 BAP
dozlarinin ortalamasi olarak sivi ortamda (%7100.0),
yar1 kati ortama (%66.7) gore ve canhi kalan
kiltiirlerde ¢ogalma orani yari kati ortamda (%91.7),
siviortama (%73.6) gore istatistiksel anlamda 6nemli
diizeyde daha yiksek bulunmustur. Tim
uygulamalarin ortalamasi olarak siirglin sayisi
2.8+0.3 ve yaprak sayisi ise 8.0+0.6 adet/eksplant,
strgiin kalinlik diizeyi 2.0+0.1 olarak belirlenmistir.
Ortalama siirgiin uzunlugu, yar1 kati ortamda
(10.143.1 mm), siv1 ortamdan (8.0+2.5 mm) daha
yliksek bulunmustur.

Sonug: Sivi ortamda eksplantlarin canlilik orani yari
kat1 ortama gore %33.3 daha ytliksek bulunmustur. Bu

durum dikkate alinarak canlilik yilizdesine gore
hesaplanan silirgiin ¢ogalma orani siwvi ortamda
(%73.6), yar1 kati ortamdan (%61.2) %12.4 daha
yliiksek gerceklesmistir. Her iki ortam tipinde de
sturgiinler genellikle benzer sayida ve kalitede
iretilmistir. Ortam tiplerinin ortalamasi olarak
BAP'1n 0.5 mg L dozu (%88.5), 1.0 mg L dozuna
(%72.9) gore stirgiin ¢ogaltim oranini artirmistir.

Anahtar kelimeler: Prunus insititia, in vitro, 6-benzil
amino plrin, yar1 kati ortam

Performance of Liquid Nutrient Medium with
Support System in Micropropagation of Pixy Plum
Clone Rootstock in Shoot Proliferation Stage

Abstract

Objective: The aim of this study was to investigate
the effects of liquid nutrient medium with support
system, together with different BAP (6-
benzylaminopurine) doses, on shoot survival,
multiplication and quality during the shoot
proliferation stage in micropropagation of Pixy plum
clone rootstock (P. insititia L.).

Material and Methods: Micro shoots obtained from
subcultures were used as plant material. Modified
Murashige and Skoog (MS) nutrient medium
containing 0.01 mg L-1 IBA (indole-3-butyric acid) and
0.1 mg L1 GAs (gibberellic acid), 0.5 mg L-* or 1.0 mg
L1 doses of BAP and 30 g L! sucrose were added.
Semi-solid nutrient medium was solidified with 0.65
g L1 agar. Filter paper was used as a support system
inliquid nutrient medium. Cultures were keptat 25+1
°C and 16 h light (35 pmol m s'1) conditions. At the
end of the fourth week, shoot survival percentage and
shoot proliferation percentage, shoot number, length,
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thickness level (1-3) and leaf number in surviving
cultures were determined.

Results: As an average of BAP doses, shoot survival
percentage was found to be significantly higher in
liquid medium (%100.0) than in semi-solid medium
(%66.7), whereas the proliferation percentage in
surviving cultures was statistically significantly
higher in semi-solid medium (%91.7) than in liquid
medium (%73.6). As an average of all treatments,
shoot number and leaf number were determined as
2.8+0.3 and 8.0+0.6 per explant, respectively, and
shoot thickness level was 2.0+0.1. The average shoot
length was found to be higher in semi-solid medium
(10.1+3.1 mm) than in liquid medium (8.0+2.5 mm).

Conclusion: The survival percentage of explants in
liquid medium was found to be 33.3% higher than in
semi-solid medium. In this case, the shoot
proliferation percentage calculated according to the
survival percentage was 12.4% higher in liquid
medium (73.6%) than in semi-solid medium (61.2%).
Shoots were generally produced in similar numbers
and quality in both media types. As an average of
media types, 0.5 mg/L dose of BAP (88.5%) increased
the shoot proliferation percentage compared to 1.0
mg/L (72.9%).

Key words: Prunus insititia, in
benzylaminopurine, semi-solid medium

vitro, 6-

Giris

Bircok meyve tiiriinde Kkiiltlir cesitlerinin vejetatif
olarak en fazla asiyla c¢ogaltilmasindan dolay1
anaglarin 6nemi biyiiktiir. Anaglar, koklenme
yetenegi bulunmayan c¢esitlere kok sistemi
kazandirmasinin 6tesinde c¢esidin gelisme kuvveti,
genclik kisirligi siiresi, verimliligi, meyve Kkalitesi,
abiyotik ve biyotik stres unsurlarina dayaniklilik gibi
bircok oOzelligini etkileyebilmektedir (Hartmann ve
ark, 2011). Gelisme kuvvetlerine gére bodur, orta
kuvvette ya da kuvvetli olarak siiflandirilabilen
anaglardan bodur olanlar, erken yaslardan itibaren
birim alandan yiliksek miktarda kaliteli iirtiniin elde
edilebilmesine ve basarili bir bahge yonetimine
olanak saglayabildiginden modern meyvecilikte
bircok tiirde tercih edilmektedir (Donadio ve ark,
2019).  Sert c¢ekirdekli meyve tiirlerinde
kullanilmakta olan erik ve erik hibridi anaglar
genellikle zayif biiyiime karakterleri ve vejetatif
olarak kolay ¢ogaltilabilmeleri nedeniyle 6zellikle su
tutan agir topraklarda erik, kayisi, seftali ve nektarin
cesitlerine anag¢ olarak kiiresel anlamda siklikla

onerilmektedir (Ugur ve ark. 2023; Lang, 2024). Bu
kapsamda Prunus insititia tiiriine dahil bodur bir klon
ana¢ olan Pixy de basta erikler olmak {lizere kayisi,
seftali ve nektarin cesitleri icin kullanilabilen uyusur
bir erik anacidir (U.S. Patent No. Plant 4,061, 1977;
Dolgun ve ark. 2008). Bu anag St. Julien d’Orleans tipi
agaclardan 1947 yilinda Fransa’da serbest tozlanma
sonucu elde edilmis tohumlardan iiretilen 1500 ¢ogtir
arasindan 1971 yilinda ingiltere’de East Malling
Arastirma Istasyonu’'nda Beakbane tarafindan
secilmistir. Pixy anaci lizerinde erik agaglar1 Saint
Julien A (P. insititia) anaci iizerindekilerin yarisi veya
ticte ikisi kadar gelismekte, erken yasta ve bol iiriin
vermektedir. Meyve iriliginin artmasi i¢in seyreltme
yapilmasi gerekebilmektedir. Bakteriyel kansere
dayanikli olan Pixy anaci (U.S. Patent No. Plant 4,061,
1977) hemen hig kok siirgiinii olusturmayan, topraga
tutunmasi gii¢li agaclar meydana getirmektedir. Bu
ana¢ tuzerinde meyvelerin renklenmesi iyi, suda
¢Oziinebilir seker oran yiiksektir (Westwood, 1980).
Pixy, vejetatif olarak celikle cogaltilabilmektedir (U.S.
Patent No. Plant 4,061, 1977), ancak doku kiiltiirleri
ile mikro ¢ogaltiminda, gelikle ¢ogaltima gore tliretim
katsayisinin daha yiiksek oldugu ve bu ydntemle
mikrobiyal etmenlerin yayillminin da olmadig:
belirtilmektedir (Jones ve Hopgood, 1979; Dolgun ve
ark, 2008; Geyik ve Canli, 2015; Pakyiirek ve
Hepaksoy, 2020).

Bitkilerde mikro ¢ogaltim, koklenme zorlugu
nedeniyle c¢elik ve daldirma gibi geleneksel
yontemlerle cogaltilmasi miimkiin olmayan ya da
yeterli diizeyde ¢ogaltilamayan klon anaglarin kisa
stirede, mevsime bagl kalmadan, kitlesel olarak fazla
miktarda, hastalik ve =zararlilardan ari olarak
liretiminde s6z sahibi bir ¢ogaltim teknigidir (Lal ve
ark., 2023). Bu ¢ogaltim yonteminde esas olarak 4
asama bulunmaktadir. Bunlar; 1) eksplantlarin
kiiltiire alindig1 baslangic asamasi, 2) slrgiin
¢ogaltma (proliferasyon), 3) koklendirme ve 4) dis
kosullara alistirma asamalaridir (Hartmann ve ark.,
2011; Lal ve ark, 2023). Mikro siirgiinlerin alt
kultiirler ile cogaltildig siirglin cogaltma asamasi, bir
genotipte mikro c¢ogaltim ydnteminin ekonomik
verimliligini belirleyen 6nemli bir asamadir. Bu
asamada iyi kalitede mikro silirglinlerin elde
edilebilmesi  ve  ylikksek ¢ogalim  oranina
ulasilabilmesi i¢in  &ncelikle uygun ¢ogaltim
protokoliiniin  her genotip i¢cin gelistirilmesi
gerekmektedir (Nowakowska ve ark. 2022). Besin
ortaminin tipi, icerigi, biiylimeyi diizenleyici
maddeler ve dozlar siirgiin ¢ogaltma asamasinda



faktorler arasindadir

basariy1
(Hartmann ve ark., 2011). Bu asamada ortam tipi
olarak genellikle agar ile katilastirilmis yari kati besin
ortamlar1 kullanilmakta ise de mikro siirgiinlerin

etkileyen onemli

besin iceriginden daha verimli faydalanmasini
saglayan sivi besin ortamlarn o6zellikle yiiksek
¢ogaltim orani ve siirgiin gelisimi hedeflendiginde
tercih edilmektedir. Ayrica, pahali bir girdi olan
agarin bertaraf edilmesiyle sivi ortamlarda iiretim
maliyeti diismekte ve bu ortamlar otomasyon
stirecleri i¢cin O6nemli bir adim olarak kabul
edilmektedir (Mehta ve ark., 2014). Bununla birlikte
eksplantin sivi ortamla dogrudan ve uzun siireli
temas durumu daha az oksijen kullanimini ve
dokularini hiperhidrik (camlasma) hale gelmesine
neden olabilmektedir. Camlasma, in vitro strgiin ve
bitkiciklerin dis kosullara uyumunu
zorlastirmaktadir. Sivi kiiltiir sistemlerindeki en ciddi
bozukluk olan camlasmanin ©nlenmesi amaciyla
eksplantin bir kisminin sivi ortam disinda kalmasina
yardimc1 olacak hindistan cevizi lifi, pamuk lifi, filtre
kagidi, cam yiini, luffa stingeri, polistiren kopik,
polyester ylizen raft, polipropilen membran raft, cam
boncuk gibi steril edilebilen malzemelerden
olusturulan destek sistemleri sivi ortamlarda
kullanilabilmektedir (Preil, 2005; Dutta Gupta ve
Prasad, 2006; Nirmal ve ark., 2023).

Mikro c¢ogaltimin siirgiin olusturma asamasinda
ortam tipi kadar hiicre bélinmesini uyaracak
biiylimeyi dizenleyici maddelerin kullanilmasi da
o6nemlidir. Bu amagla sitokininler dogrudan ya da
dolayli olarak siirgiin olusumunu uyarmada ¢ok etkili
bliylimeyi diizenleyici maddelerdir. Sitokininlerin
birgok tipi bulunmaktadir. Ucuz ve etkili sentetik bir
sitokinin olan BAP doku kiiltiirii ¢alismalarinda
sirgiin  ¢ogaltimi  amaciyla yaygin  olarak
kullanilmaktadir (Van Staden ve ark., 2008). Pixy
anacinda bu amagla BAP'1in, TDZ'den (thidiazuron)
daha etkili bir sitokinin oldugu belirlenmistir (Geyik
ve Canly, 2015). Benzer olarak Arici (2008) ve Shabani
ve ark. (2015) Myrobalan 29C erik anacinin (P.
cerasifera), Wolella (2017) Stanley erik ¢edinin (P.
domestica), Thakur ve ark. (2021) da Frontier erik
cesidinin (Prunus salicina L.) mikro ¢ogaltiminda
slirglin ¢ogaltim asamasinda BAP’1, kinetin ya da
TDZ’den daha etkili bulmuslardir.

Bu calismada, Pixy erik klon anacinin mikro
¢ogaltiminda siirgiin ¢ogaltma asamasinda filtre
kagidi destek sistemli sivi besin ortaminin ve BAP
dozlarinin (0.5 mg L1 ve 1.0 mg L-1) siirgiin canlilig,
cogaltimi ve kalitesi iizerine etkileri arastirilmistir.

Materyal ve Yontem

Bu ¢alismada bitkisel materyal olarak Pixy erik klon
anacinin (P. insititia L.) in vitro alt kiiltiirlerinden
saglanan mikro siirgiinler kullanilmistir.

Siirgiin ucu Kkiiltiirii ile eksplantlarin Kiiltiire
alinmasi ve denemeler dncesinde alt Kiiltiirlerin

vapihisi

Eksplantlarin kiiltiire alindig1 baslangi¢c asamasinda
fidanlikta saksida dikili 2 yash Pixy anacinin aktif
gelisme donemindeki siirgiin uglart 2 cm uzunlukta
alinmis ve ¢esme suyu altinda 20 dakika siireyle
yikanmistir. Fazla suyu kurulanan siirgiin uglar 1-2
damla Tween 20 damlatilmis %0.1'lik civa Kklorir
¢ozeltisi icerisinde 2.5 dakika siire ile ¢alkalanarak
sterilize edilmistir. Aseptik kosullarda steril saf su ile
5’er dakika siireyle 4 kez yikanan siirglin uglari
laminar kabinde meristem ve 2-3 yaprak taslagini
icerecek sekilde bisturi yardimi ile yaklasik 1 cm
uzunlukta kesilerek yar1 kati besin ortamina
dikilmistir. Dérdiincii haftanin sonunda yeni cogalmis
saglikli siirglinler ayni icerikteki taze yar1 kat1 besin
ortamina dikilerek 1. alt kiiltiir olusturulmustur. Daha
sonra 4’er hafta arayla siirglinlerin taze yari kati besin
ortamina dikilmesiyle alt kiiltiirler tekrar edilmistir.
Baslangic ve alt kiiltiirlerde dikimler, i¢cerisinde 10 ml
besin ortami bulunan 120 mm x 25 mm
boyutlarindaki cam tiiplere yapilmistir. Bu
asamalarda Modifiye edilmis MS temel besin ortami
esas alinmistir (Cizelge 1) (Murashige ve Skoog, 1962;
Dodds ve Roberts, 1993). Bu ortama, 0.5 mg L-! BAP,
0.01 mg L1 IBA, 0.1 mg L! GAs, 2 mg Lt PPM (Plant
Preservative Mixture) ve 30 g L1 sakkaroz ilave
edilmistir. Ortamin pH’s1 5.6'ya ayarlanmis ve ortam
%0.65 agar ile katilastirilmistir.

Denemelerin Kkurulmasi, siirgiin cogaltimi ve
parametreler

Bu ¢alisma Pixy anacinin siirgiin ¢ogaltma asamasini
kapsamaktadir. Deneme konulari filtre kagidi destek
sistemli siv1 besin ortami ve yar1 kat1 besin ortami
olarak iki farkli besin ortamu tipi ile 0.5 mg L1 ve 1.0
mg L1 olarak iki farkli BAP dozudur.

Calismanin tim uygulamalarinda modifiye edilmis
MS temel besin ortamina (Cizelge 1) 0.01 mg L-1 IBA
ve 0.1 mg L1 GAs ve 30 g L! sakaroz ilave edilmistir.
Deneme konularina gére bu ortama 0.5 mg L veya
1.0 mg L1 BAP katilmistir. Ortamin pH’s1 5.6’ya
ayarlanmistir. Yar1 kati besin ortami denemeleri
%0.65 agar ile katilastirtlirken sivi besin ortami
denemelerinde destek sistemi kullanilmigtir.
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Cizelge 1. Modifiye edilmis Murashige ve Skoog (MS) temel besin ortaminin icerigi

Madde Ad1 g mol! mgL1
(A) Makro elementler

Amonyum nitrat (NH4NO3) 80.04 1650
Potasyum nitrat (KNO3) 101.11 1900
Kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl2.2H20) 147.02 440
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) 136.09 170
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgS04.7H20) 246.48 370
(B) Demir

Soydum-demir EDTA (C10H12N2FeNa) 367.1 36.7
(C) Mikro elementler

Mangan siilfat monohidrat (MnS04.Hz0) 169.02 16.9
Cinko siilfat heptahidrat (ZnS04.7H20) 287.54 8.6
Borik asit (H3BO3) 61.83 6.2
Potasyum iyodiir (KI) 166.01 0.83
Sodyum molibdat dihidrat (NazMo004.2H20) 241.95 0.25
Bakair siilfat pentahidrat (CuSO4.5H20) 249.68 0.025
Kobalt kloriir heksahidrat (CoClz. 6H20) 2379 0.025
(D) Amino asit ve vitaminler

Glisin (C2H5N02) 75.07 2
Myo-Inositol (CsH1206) 180.16 100
Thiamin klorid hidroklorid (C12HsCi2N4+OsxH20) 337.27 0.1
Nikotinik asid (CsHsNOz) 123.11 0.5
Pridoksol hidroklorid (CsH12CINO3) 205.64 0.5

Destek sistem, sivi besin ortamlarinin konuldugu
tiipler icerisine 2x20 cm boyutlarinda serit halinde
filtre kagidinin kedi merdiveni seklinde katlanmasi ve
surgiin dikiminin yapilabilmesi icin ortasinin

delinmesiyle hazirlanmistir (Sekil 1). Kullanilmadan
once filtre kagidi destek sistemleri bir saat siireyle
otoklavlanmistir. Tim besin ortamlarinin
sterilizasyonu otoklav ile 121 °C ve 1 atmosfer basing
altinda 20 dakika siireyle yapilmistir.

Sekil 1. Sivi kiiltiirlerde kullanilan filtre kagidi destek sistemi

Mikro siirgiinler, baslangi¢c asamasindan sonraki 2. ve
3. altkiiltiirlerden saglanmistir. Aseptik kosullarda alt
kiltirlerden alinan siirgiinlerin u¢ kismi disindaki
tim yapraklarnt kesilmis ve yaklastk 10 mm
uzunluktaki mikro stirglinler icerisinde 10 ml besin

ortami bulunan 120 mm x 25 mm boyutlarindaki cam
tiiplere dikilmistir.

Bu ¢alismadaki tiim kiltiirler 25%1 °C sicaklik ve 16
saat aydinlik (35 pumol m<2 s1), 8 saat karanhk
kosullara  sahip iklim odasinda gelismeye
birakilmistir.



Kiltiirlerin 4. haftasinin sonunda siirgiinlerde canlilik
orant (%), canli kalan siirgiinlerde siirgiin ¢ogalma
orant (%), c¢ogalan siirgiinlerde ortalama siirgiin
sayist (adet/eksplant), ortalama strgiin uzunlugu
(cm), ortalama siirgiin kalinlik diizeyi (1-3) (1=>1.0
mm (ince), 2=1.0 mm (orta), 3=1.0 mm <(kalin)) ve
ortalama yaprak sayisi (adet/stirgiin) belirlenmistir.

Deneme deseni ve istatistiksel analiz

Denemeler, “Tesaduf Parselleri Deneme Deseni”’ne
gore 18 tekerriirli olarak kurulmustur. Bir tekerriir,
icerisinde bir mikro siirgiiniin dikili oldugu bir tiiptiir.
Veriler, varyans analizi yontemi ile Minitab Paket
Programi (MINITAB Inc.) ile F testine (P < 0.05, 0.01
ve 0.001) gore kontrol edilmistir. Analizlerde yiizde
oranlarin ag¢1 degeri karsiliklar1 kullanilmistir.
Calisma 2 kez tekrar edilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Bu c¢alismada Pixy erik klon anacinin mikro
¢ogaltiminda siirgiin cogaltma asamasinda 0.01 mg L-
1IBA ve 0.1 mg L1 GAs ile birlikte BAP'in 0.5 mg L1
veya 1.0 mg L1 dozlarinin ilave edildigi yar kati ya da

filtre kagidi destek sistemli sivi MS besin ortami
tiplerinin siirgiin canlilifl, ¢ogaltimi ve kalitesi
izerine etkileri arastinlmistir. Mikro ¢ogaltim
yonteminin basarisinda siirgiin cogaltma asamasinda
in vitro Kkiltirlerdeki yiiksek canlilik ve siirgiin
¢ogaltma oranlari ile siirgiin sayisi ve kalitesi 6nemli
unsurlardir. Bu  6zellikler iiretim katsayisini
artirmanin yaninda siirgiin kalitesinin etkili bir faktor
oldugu koklendirme ve koklendirilmis mikro
celiklerin dis kosullara alistirilmasi asamalari i¢gin de
o6nemlidir (Hartmann ve ark., 2011).

Bu arastirmada incelenen parametrelerde genel
olarak ortam tipi x BAP dozu arasindaki interaksiyon
istatistiksel anlamda 6nemli bulunmamistir (Cizelge
2). Mikro siirgiinlerde canlilik orani bakimindan
sadece ortam tipleri arasindaki farklilik istatistiksel
anlamda 6nemli olmus ve BAP dozlarinin ortalamasi
olarak destek sistemli siv1 ortam tipinde (%100.0),
yar1 kati1 ortamdan (%66.7) daha yiiksek canlilik
degerleri kaydedilmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Pixy anacinda farkli ortam tipleri ve BAP dozlarinin siirgiin proliferasyonu ve kalitesi iizerine etkileri

- Ortalama
Siirgiin Ortalama Lo
Canlihik oram  Siirgiin cogalma sayisl1 siirgiin surgtin Ortalama
Ortam tipi BAP2 N kalinhk yaprak sayisi
(%) orani (%) (adet/ uzunlugu . . .
eksplant) (mm) diizeyi (adet/siirgiin)
P (1-3)°

Filtre kagidi 0.5 mglL! 100.0+0.0 80.6%6.7 3.4+0.4 8.2+0.5 1.9+0.1 7.0£0.4
destekli sivi 1.0 mgL1 100.0+0.0 66.7+8.0 2.9+0.3 7.7+0.5 2.0£0.1 7.8+0.7
besin ortami Ortalama 100.0+0.0 Ac 73.6+x5.2B 8.0+2.5B

0.5mgL1 69.4+7.8 100.0+0.0 4 9.8+1.3+ 2.2+0.2 8.8+0.7
Yar1 kat1 besin 1.0 mg L1 63.9+8.1 82.6%8.1 +0.3 10.4+0.9 2.1+0.2 8.4+0.6
ortami 10.1+3.1

Ortalama 66.7+5.6 B 91.7+4.0 A A
Ortam 0.5mgL1 88.5%4.1 A
tiplerinin

1.0 mg L1 72.9+5.8 B
ortalamasi
Ortalama 2.8+0.3 2.0+0.1 8.0+0.6
P (ortam tipi) 0.000"d 0.014" 0.08654 0.007 0.36284 0.13984
P (BAP) 0.6228d. 0.030" 0.18784 0.96054 0.88184 0.81284
P (ortam tipi x BAP) 0.62284d. 0.806%4 0.964%4d 0.44804. 0.48204d 0.42004

2BAP dozlarinin yani sira besin ortamlarina 0.01 mg L-* IBA ve 0.1 mg L-* GAs ilave edilmistir.
bSiirgiin kalinlik diizeyi (1-3) (1=>1.0mm (ince), 2=1.0mm (orta), 3=1.0mm < (kalin)

¢ Harfler istatistiksel anlamda 6nemli farkliliklar1 gostermektedir.
4% sirasiyla P < 0.05, P< 0.01 ve P < 0.001 diizeyinde 6nemli

Calismamizda o©zellikle destek sistemli sivi besin
ortaminda eksplantlarda kararma ve kuruma gibi
nedenlerle 6liimler yasanmadan tiim mikro siirgiinler
canliligini korumustur. Yar1 kati ortama gore sivi
besin ortaminda besinlerin ve biiyiimeyi diizenleyici
maddelerin dokular tarafindan daha iyi alinabilmesi
ve eksplantlar tarafindan salgilanan fenolikler gibi
inhibitorlerin sivi ortamda seyrelebilmesi potansiyel

avantajlar olarak bildirilmektedir (Metrotra ve ark.,
2007; Nirmal ve ark., 2023). Siv1 kiiltiirlerde 6nemli
bir sorun olan camlasmaya karsi eksplantin bir
kisminin besin ortaminin ylizeyinde kalmasini
saglayacak destek malzemenin kullanimi da
o6nemlidir (Nirmal ve ark. 2023). Calismamizda bu
amagla filtre kagidindan hazirlanmis destek sistemi
ile siv1 kiiltlirlerde saglikl siirgiinler iiretilebilmistir
(Sekil 1).
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Ancak siirgiinlerde ¢ogalma orani destek sistemli sivi
besin ortaminda, yar1 kati ortama gore 6nemli bir
farklilikla daha diisiik bulunmustur. Bu oran BAP
dozlarinin ortalamasi olarak yari kati ortamda %91.7,
sivl ortamda ise %73.6 olarak kaydedilmistir (Cizelge
2). Bununla birlikte canlilik yiizdeleri de dikkate
alinarak yapilan bir hesaplamada dikilen tim
eksplantlarda stirgiinlerde ¢ogalma oraninin sivi

besin ortaminda (%73.6), yar1 kati ortamdan (%61.2)
%12.4 daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 2).

Calismamizda siirgiin ¢ogalma orani iizerine BAP
dozlarmin etkisi de istatistiksel anlamda o6nemli
bulunmustur. Ortam tiplerinin ortalamasi olarak 0.5
mg L1 BAP dozunda siirgiin ¢ogalma orani %88.5 ile
1.0 mg L1 BAP dozundan (%72.9) daha yiksek
olmustur (Cizelge 2, Sekil 3).

Dikilen Tim Siirgiinlerde Canlilik Yiizdesi de Dikkate Alindiginda
Siirgiin Gogalma Orani (%)

%
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Destek Sistemli
Sivi Besin Ortami

73,6

Yari Kati
Besin Ortami

Sekil 2. Pixy klon anacinin mikro ¢ogaltiminda dikilen tiim siirgiinlerde ¢ogalma oraninin ortam tipleri ve BAP

dozlarina gore degisimi

I !
|

C

D

Sekil 3. Pixy klon anacinin mikro ¢ogaltiminda siirglin olusturma asamasinda kiiltiirlerin gériiniimi. A) 0.5 mg
L-1 BAP iceren destek sistemli s1v1 besin ortami, B) 1 mg L1 BAP iceren destek sistemli siv1 besin ortamy,
C) 0.5 mg L1 BAP iceren yari1 kat1 besin ortami, D) 1 mg L-1 BAP iceren yar1 kati1 besin ortami



Pixy anacinin doku kiiltiiri yontemiyle cogaltimi
konusundaki arastirmalar yar1 kati ortam tzerinde
yogunlasmakta, sivi besin ortamlar ile yapilmis bir
¢alisma bulgusu bulunmamaktadir. Bu nedenle diger

arastirmacilarin bulgular ile yapilacak
karsilastirmalar icin ¢alismamizda yar1 kati besin
ortaminda elde ettigimiz bulgular dikkate alinmistir.
Calismamizda yar1 kati besin ortaminda siirgiin
¢ogaltim oran1 BAP'1n 0.5 mg L-! dozunda %100, 1.0
mg Lt dozunda %82.6 olarak bulunmustur. Bu iki
deger arasinda istatistiksel anlamda o6nemli bir
farkliik bulunmamaktadir ve ortalama siirgiin
olusturma oranm %91.7°dir (Cizelge 2). Bu sonug,
Geyik ve Canl'min (2015) ayni anagta yarit kati
ortamda 0.5 mg L1 ve 1.0 mg L1 BAP dozlarinda elde
ettikleri sirasiyla %50.8 ve %33.3’lik siirgiin
olusturma oranlarinin bir hayli iizerindedir.
Bulgularimiz, arastirmacilarin 0.25 mg L-1 BAP dozu
ile ulastiklar1 en yiiksek siirgiin ¢ogalma orani olan
%70’in de lizerindedir. Bu sonugta, besin ortamina
BAP ile birlikte ilave edilmis oksin tipi ve dozundaki
farkliliklarin  etkili olabilecegi diistinilmektedir.
Calismamizda BAP ile birlikte besin ortamlarina 0.01
mg L1 IBA ilave edilmisken Geyik ve Canli'nin (2015)
calismasinda 0.1 mg L-! NAA (naftalen asetik asit)
ilavesi s6z konusudur. Oksin tipi, dozu ve
sitokinin/oksin  diizeyinin in  vitro  siirgiin
¢ogaltiminda gii¢lii etkisi bulunmaktadir (Van Staden
ve ark., 2008).

Calismamizda strgiin olusumu saglanmis kiiltiirlerde
eksplant basina siirgiin sayisi bakimindan ortam
tipleri ve BAP dozlar1 arasinda istatistiksel anlamda
onemli farkhliklar ortaya c¢lkmamistir. Tim
uygulamalarin ortalamasi olarak siirgiin sayisi
2.8+0.3 adet/eksplant olarak belirlenmistir. Bu bulgu,
Geyik ve Canli'nin (2015) Pixy anacinda elde ettikleri
en yiiksek deger olan 2.8 adet siirgiin sayisiyla
ortiismektedir. Pakylirek ve Hepaksoy (2020) ise
calismalarinda Pixy anacinda sadece 0.88 mg L-1 BAP
iceren yari kat1 MS ortaminda kiiltiirlerin 20. giiniinde
0.47, 40. glininde 1.20 ve 60. giiniinde 1.73

adet/eksplant siirglin sayisina ulasmis, diger
uygulamalarda ise siirgilin ¢ogaltimi
kaydedememislerdir. ~ Siirglin  sayis1 ile ilgili

bulgularimiz Pakyilirek ve Hepaksoy'un (2020)
bulgularinin {lzerindedir. Calismamizda ortalama
sirgiin uzunlugunda ise sadece ortam tipleri
arasindaki farklihlk o6nemli bulunmustur. BAP
dozlarinin ortalamasi olarak 10.1+3.1 mm siirgiin
uzunlugunun ol¢iildiigii yar1 kati ortam tipi, sivi
ortam tipinden (8.0+2.5) daha yiiksek bir degere

sahip olmustur (Cizelge 2). Elde ettigimiz bu sonuclar,
Pixy anacinda Pakyilirek ve Hepaksoy (2020)
tarafindan 1 mg L1 veya 2 mg L1 BAP ilave edilmis
yar1 kat1t MS ortaminda 12.47-16.33 mm aralifinda
Olciilen degerlerin gerisindedir. Calismamizda
ortalama siirglin kalinlik diizeyi (1-3) ve yaprak sayisi
bakimindan uygulamalar arasinda istatistiksel
anlamda 6nemli farkliliklar ortaya ¢ikmamistir. Tim
uygulamalarin ortalamasi olarak stirgin kalinhk
dizeyi (1-3) 2.0+#0.1, yaprak sayis1 8.0+0.6
adet/eksplant olarak kaydedilmistir (Cizelge 2).
Yaprak sayisi ile ilgili yar1 kati besin ortaminda
belirledigimiz 8.8 ve 8.4 adet/slirgiin sayilari,
Pakytirek ve Hepaksoy (2020) tarafindan 1 mg L-1
BAP igeren yar1 kat1 MS ortami lizerinde Pixy i¢in en
yuksek olarak bildirilen 8.73-13.2 adet/siirgiin
sayilari ile kismen uyumludur.

Bitkilerin mikro ¢ogaltiminda siv1 kiiltiirler in vitro
kosullarda diisiik liretim maliyetiyle ¢ok sayida bitki
iretmek i¢in etkili bir yaklasim olarak
tanimlanmaktadir. Agar ile katilastirilmis besin
ortami ile Kkarsilastirildiginda filtre kagidi gibi
malzemelerin destek sistemi olarak kullanildig1 sivi
kiultirlerin - maliyeti 100 kat daha distk
olabilmektedir (Nirmal ve ark., 2023). Destek sistemli
siv1 kiiltiirlerde saglikli siirgiinlerle mikro ¢ogaltim
basarisinin yiiksek oldugunu belirten Kaushalya ve
ark. (2023) Gyrinops walla agag tiiriinde 1 mg L-1 BAP
ve 0.1 mg Lt IBA ile desteklenmis yar1 kati MS
ortaminda siirgiin sayisini 6-7 adet oysa filtre kagidi
ile desteklenmis ayni icerikteki sivi kiiltiirde 11 adet
olarak bildirmektedir. Calismada destek sistemsiz siv1
kiiltiirlerde bu say1 13’e ulasmis olsa da camlasma
nedeniyle siv1i  kiiltiirlerde  destek  sistemi
kullaniminin ~ 6énemli  bir tedbir oldugunu
vurgulamiglardir. Daha o6nce Pixy anacit ve diger
Prunus tiirlerinin mikro ¢ogaltiminda destek sistemli
sivi besin ortamlarinin arastirildigl bilimsel bir
¢alisma bulunmamaktadir. Her ne kadar Pixy erik
anacinda heniiz yapilmamis ise de biyoreaktorler ile
sivi besin ortamlarinin diger erik tiirlerinde
arastirlldigi ve yar1 kati ortamlara goére basarili
bulgularin alindig1 goérilmektedir. Bu kapsamda iki
erik cesidinin (Prunus domestica L.) RITA©® gegici
daldirma biyoreaktor sistemi kullanilarak sivi
ortamda mikro ¢ogaltimi konusunda arastirma yapan
Gago ve ark. (2022), 0.5 mg L BAP ve 0.5 mg L-1 IBA
ilave edilmis MS ortaminda siirgiin sayisini 7.7 ve 8.7
adet olarak saptamiglardir. Yar: kati ortam tlizerinde
bu degerin 5.3 adet oldugu bildirilen ¢alismada
siirgiin uzunlugunun da sivi ortamda (21.5-23.8 mm),
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yar1 kati ortamdan (15.3 mm) daha yiiksek oldugu
belirtilmistir. Cantabella ve ark. (2022) ve Dolcet-
Sanjuan ve ark. (2024) da ¢alismalarinda bazi erik ve
erik hibriti klon anaglarin (Rootpac® 20, Rootpac®
ve Adara) mikrocogaltiminda 1 mg L BAP ilave
edilmis MS ortamini yari kati veya GreenTray® gegici
daldirma sistemli biyoreaktorde sivi besin ortami
olarak kullanmislar, GreenTray® gecici daldirma
sistemli biyoreaktoriin diger biyoreaktorlere gore
mikro cogaltim siirecindeki maliyetleri azalttigini ve
gelisme tizerine etkili olarak anaglar yiiksek ¢cogalma
oranlarina ulastirdigini bildirmislerdir. Bu
calismalarda farkli tipteki gecici daldirma sistemli
bioreaktdrlerde sivi besin ortamlarinda elde edilmis
bulgular, ¢alismamizda elde ettigimiz bulgulardan

genellikle daha  yliksektir. Gegici daldirma
biyoreaktorleri veya gecici daldirma sistemleri,
eksplantlarin ~ sivi  ortama periyodik olarak

daldirilmasi, ardindan besin ortaminin bosaltilmasi
ve steril kosullarda  havalandirilmasi  igin
tasarlanmistir. Boylece bu sistemler ile dokularin
besin  ortamiyla temasinda ideal kosullar
olusturulmakta ve havalandirma, sicaklik, pH ve
aydinlatma gibi kiiltiir kosullar1 en uygun diizeylerde
korunarak siirgiinlerin biliyime ve gelismesi
basariyla saglanmaktadir (Murthy ve ark. 2023).
ilerideki calismalarda Pixy anacinin  mikro
¢ogaltiminda siirgiin ¢ogaltim asamasinda siv1 besin
ortaminin etkinliginin gegici daldirma biyoreaktdrleri
ile arastirilmasinin uygun olacag diisiiniilmektedir.

Sonug

Bu calismada, Pixy anacinin mikro g¢ogaltiminda
slirgiin ¢ogalma asamasinda filtre kagidi destek
sistemli sivi besin ortaminda eksplantlarin tamami
canliligim1 korumustur. Boylece siirgiinlerde canlilik
orani yari kati besin ortamina goére %33.3 daha
yiksek belirlenmistir. Her ne kadar canli kalan
eksplantlarda siirglin ¢ogalma orani yar1 kat1 besin
ortaminda, sivi ortama goére %18.1 daha yiiksek
bulunmus ise de dikilen tiim eksplantlar dikkate
alindiginda siirglin olusturma oraninin sivi ortamda,
yar1l kati ortama gore %12.4 daha yiliksek oldugu
hesaplanmistir. Her iki ortam tipinde de siirgiinler
genellikle benzer sayida ve Kkalitede ftretilmistir.
Modifiye edilmis MS temel besin ortamina 0.01 mg L-
1 [BA ile birlikte ilave edilen BAP’1n 0.5 mg L-! dozu,
1.0 mg L' dozuna gore ozellikle siirgiin ¢ogalma
oranini artirmistir. Pixy anacinin mikro cogaltimi
konusunda planlanacak ¢alismalarda siirgiin
olusturma oranini ve eksplant basina siirgiin sayisini

artiracak farkh sivi Kiiltiir sistemlerinin kullanim
potansiyelinin arastirilmasi 6nerilmistir.

Cikar catismasi
Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar ¢atismasi yoktur.
Yazarlarin katki beyani

AQO: Denemelerin kurulmasi, ylritilmesi, verilerin
toplanmasi ve makalenin yazimina katki.

HD: Arastirmanin  planlanmasi, denemelerin
kurulmasi, verilerin istatistigi ve makalenin yazima.

GP: Denemelerin kurulmasi ve makalenin yazimina
katki.
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