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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ARONYA (Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott)’NIN IN VITRO
KOSULLARDA MiKROCOGALTIMI VE KULTURE ALINMASI

ilknur ESKIMEZ

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Bahce Bitkileri Anabilim Dah

Damsman: Dog. Dr. Mehmet POLAT

Bu calismada, farkli biiylime diizenleyici madde kombinasyonlarinin Aronya’nin
(Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott) mikrogogaltimi iizerine etkileri arastirilmstir.
Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi, Tarim Bilimleri ve Teknolojileri
Fakiiltesine ait olan {iretim parselinde bulunan siirgiin uclari, bitki rejenerasyonu i¢in
BAP, IBA ve GAszigeren 5 farkli ortamda kiiltiire alinirken, koklendirme ortami
olarak 5 farkli IBA konsantrasyonu denenmistir. Aragtirmada siirgiin olusturan
eksplant sayis1 (SOES), eksplant basina bitki sayis1 (EBBS), siirgliin boyu (SB),
vitrifikasyon orani (VO), bogum sayisi (BS), koklenme oran1 (KO), siirgiin bagina
kok sayis1 (SBKS) ve kok uzunlugu (KU) gibi parametreler incelenmistir.

Kullanilan ortamlar incelendiginde eksplant basina bitki sayis1 (4,56 adet/eksplant),
stirgiin boyu (20,25 mm/eksplant) ve bogum sayis1 (4,72 adet/eksplant) bakimindan
en iyi ortam MS+1 mg/L IBA+0.02 mg/L IBA+ 1 mg/L GAs igerikli 4. ortam
olmustur. Vitrifikasyon orani en yiiksek (%32,29), MS+2 mg/L BAP+0.02 mg/L
IBA+0.5 mg/L GAgz igeren ortamda gézlemlenmistir. Kok sayis1 (13,03 adet), kok
uzunlugu (23,26 mm) ve kdklenme orani (%90,00) bakimindan en iyi ortam 2 MS+
1 mg/L IBA igeren ortamdir.

Arastirma sonuglart incelendiginde, cok yiiksek ya da cok diisiik BAP ve GAsz
kullaniminin eksplant basina bitki sayisint olumsuz etkiledigi tespit edilmistir. Diigiik
IBA konsantrasyonunda koklenme diisiik olurken, ¢ok yiiksek konsantrasyonda da
yine aym sonuglara ulasilmistir. Ayrica ¢alisma sonucunda yiiksek BAP
konsantrasyonunun Aronya’da vitrifikasyon oranini arttirdigt, bu nedenle de siirgiin
gelisimini olumsuz etkiledigi belirlenmistir. Bu ¢alisma tiim bu sonuglar 1518inda
cogaltma ve koklendirme igin uygulanan ortamlarda kullanilan bitki biiyiime
diizenleyicileri dozlari ile alt kiiltiir sayisinin sonuglara birlikte etki ettigini ortaya
koymaktadir. Elde edilen veriler 1s181inda biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinda
optimum ortam belirlemek i¢in tek bir biiylime diizenleyicinin degil, farklh
kombinasyonlarin birlikte etkisinin incelenmesi gerektigi ortaya g¢ikmistir. Bu
nedenle, ortam denemelerinde farkl bitki biiyiime diizenleyicilerin uygulanmasinin
daha uygun oldugu diistintilmektedir. Arastirma sonucunda, siirgiin ¢ogaltimi i¢in en
iyi ortam 1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GAs ve koklendirme i¢in en iyi
ortam %2 MS+1 mg/L IBA oldugu sonucuna ulagilmstir.
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

MICROPROPAGATION AND CULTURE OF ARONIA (Aronia
melanocarpa (Michx.) Elliott) UNDER IN VITRO CONDITIiONS

ilknur ESKIMEZ

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Horticulture

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet POLAT

In this study the effects of different combinations of growth regulators on
micropropagation of Aronia (Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott) were
investigated. The shoot tips in the production parcel of Isparta University of Applied
Sciences, Faculty of Agricultural Sciences and Technologies were taken and planted
in 5 different rejeneration and 5 different rooting environments. In this study the
number of shoots, number of plants per explant, shoot length, vitrification
percentage, number of nodes, rooting rate, number of roots per shoot and root length
parameters were investigated.

As a result of the data obtained, it is thought that the effect of different combinations
should be examined together, not a single growth regulator, in order to determine the
optimum environment in growth regulator concentrations. According to the data
obtained, the medium for shoot propagation is medium containing the best number of
plants per explant (4.56 number/explant), shoot length (20.55 mm/explant) and
number of nodes (4.72 number/explant)y MS + 1 mg/L IBA+0.02mg/L IBA+1
mg / L GAs. The medium with the highest vitrification rate (%32.29) is the 5th
medium with a concentration of 2 mg / L BAP. The best of /2 MS + 1 mg / L IBA in
terms of number of roots (13,03), root length (23,26 mm) and rooting rate (%90,00).

When the results of the study were examined, it was found that the use of very high
or very low BAP and GAs negatively affected the number of plants per explant.
Rooting rates were low at both low and high IBA concentrations. In addition, it was
determined that high BAP concentration increased vitrification rate in Aronia and
thus negatively affected shoot development. In the light of all these results, this study
reveals that the subculture numbers and the doses of plant growth regulators applied
for propagation and rooting affects the results together. In the light of the data
obtained, it was reveals that the effects of different combinations should be examined
together in order to determine the optimum growth regulator concentrations.
Therefore, it is considered that it is more appropriate to apply different plant growth
regulators in the medium trials. As a result, the best medium for shoot propagation is
medium containing 1 mg/L BAP + 0.02 mg/L IBA + 1 mg/L GAs. The best medium
for rooting is medium containing %2 MS + Img/L IBA.
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TESEKKUR

Bu arastirma i¢in beni yonlendiren, karsilagtigim zorluklari bilgi ve tecriibesi ile her
asamamda yardimci olan, lilkemiz literatiiri agisindan 6zgiin olan bu konuda beni
caligmaya yonlendiren, her tiirli maddi manevi destegini esirgemeyen kiymetli
Danisman Hocam Dog. Dr. Mehmet POLAT ’a tesekkiirlerimi Sunarim.

2019-YL1-0014 ile tezimi maddi olarak destekleyen Isparta Uygulamali Bilimler
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi Baskanligi'na tesekkiir
ederim.

Calisma siirecinde destegiyle ve bilgisi ile beni aydinlatan, karsilastigim problemlere
kars1 ¢oziim iireten, degerli hocam Serife Evrim ARICI’ya ve ¢alismam boyunca
bana yardimci olan yiliksek lisans Ogrencisi Ziynet Nur¢cin TUNCEL’e tesekkiir
ederim.

Tezimin her agamasinda beni yalniz birakmayan ve her tiirlii zorlukta beni biiyiik bir
sabirla dinleyen ve destekleyen annem Ayfer ESKIMEZ’e, babam Mehmet
ESKIMEZ, kardeslerim Onur ESKIMEZ ve Kiibra ESKIMEZ’e sonsuz sevgi ve
saygilarimi Sunarim.

ISPARTA, 2019
[lknur ESKIMEZ

vi



SEKILLER DiZiNi

Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.
Sekil 4.7.

Sayfa
Aronya melanocarpa bitkisinin tomurcuk ve ¢igek salkim yapisi...... 18
Aronya melanocarpa bitkisinin mikrospkop altindaki goriinimidi...... 19
Aronya ‘Nero’ ¢esidi meyvelerinin renk doniistim asamalart ............ 19
Aronya ‘Nero’ ¢esidi meyvesinin gorinimil...........ccocvvrveriiieeneennns 19
On denemelerde doku kiiltiiriinden elde edilen bitkiler-...................... 25
Dikim asamasinda kullanilan kardeslenmis in vitro bitkiler .............. 41
Iklim odasina alman bitKiler ..........c.coeeveveeeeeeeeeeeeeee e, 41
Alt kiiltlir sonucu elde edilen in vitro bitkiler..............cccocoivininns 41
Farkli IBA dozlarinda in vitro koklenmis bitkiler ............cccovveiveennen. 47
In vitro koklenmis olan bitkilerin kumpas yardimu ile dlgiilmesi....... 48
In vitro koklenmis olan bitkilerin dis kosullara adaptasyonu............. 48

vii



CIZELGELER DiZIiNi

Cizelge 1.1.
Cizelge 1.2.
Cizelge 1.3.
Cizelge 1.4.
Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.
Cizelge 4.1.
Cizelge 4.2.
Cizelge 4.3.
Cizelge 4.4.

Cizelge 4.5.
Cizelge 4.6.
Cizelge 4.7.
Cizelge 4.8.

Cizelge 4.9.

Diinyada Aronya iireten iilkelerin yillara gore iiretim alanlari ......
Diinyada Aronya iireten iilkelerin yillara gore tiretim miktarlart ...
Bazi meyve tiirlerinin antosiyanin i¢eriklerinin incelenmesi..........
Baz tiirlerin fenolik madde igeriklerinin karsilastirilmasi .............
Murashige-Skoog (MS) temel besin ortami...........c..cccevververierneenne.
Denemede kullanilan ¢ogaltma ortami iGerigi .........coovvvervvrverennns
Denemede kullanilan koklendirme ortami i¢erigi........cccovvvveriunennns
Birinci alt kiiltiir icin EBBS, VO, SOES, SB, BS verileri...............
Ikinci alt kiiltiir icin EBBS, VO, SOES, SB, BS verileri................
Ucgiincii alt kiiltiir icin EBBS, VO, SOES, SB, BS verileri.............
Ortamlarin EBBS, VO, SOES, SB, BS bakimindan
Kargtlagtirtlmast .......oooueeiiiiieee e
MS+1 mg/L BAP+0.01 mg/L IBA igerikli ortamin alt kiiltiirler
bakimindan karsilagtirtlmast .........ccooceeiiiiiiniiiiiesie e
MS+0.5 mg/L BAP+0.01 mg/L IBA+0.5 mg/L GAs igerikli
ortamin alt kiiltiirler bakimindan karsilastiritlmasi ...............ccc..e...
MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+0.5 mg/L GAs igerikli
ortamin alt kiiltiirler bakimindan karsilastiritlmasi .............c.ccceee.
MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GAs igerikli

ortamin alt kiiltiirler bakimindan karsilastiritlmasi .............c.cccc.ee..
MS+2 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+0.5 mg/L GAs igerikli
ortamin alt kiiltiirler bakimindan karsilastirilmasi ..............ceeueee.

Cizelge 4.10.Vitrifikasyon orani i¢in (%) interaksiyon tablosu...........cc.cccoenee.
Cizelge 4.11.Siirgiin boyu (mm) i¢in interaksiyon tablosu............c.cceevriiiieenns
Cizelge 4.12.Bogum sayisi (adet) i¢in interaksiyon tablosu.........c.cccerveriieennen.
Cizelge 4.13.Farkli konsantrasyonda IBA igeren ortamlarin Aronya’nin

stirglinlerinin in vitro koklenmesi tizerine etkisi..........ccocvvvrreernnnnn.

viii



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ABA Absizik asit

BA  6-benziladenin

BAP 6-benzilaminopiirin

cm  Santimetre

DKW Driver and Kuniyuki Walnut Medium
DW  Kuru agirlik

EBBS Eksplant basina siirgiin sayisi

g Gram

GA3 Gibberellik asit

HCIO Hidro Klorik oksit

HgClI2 Civa kloriir

HPLC Yiiksek performansli sivi kromatografisi
IAA Indol asetik asit

IBA Indol biitiirik asit

Kg  Kilogram

KO  Koklenme orani

KU Kok uzunlugu

L Litre
LS Linsmaier ve Skoog
mg  Miligram

ml Mililitre

mm  Milimetre

MS  Murashige ve Skoog

NAA a-naftalenilsetik asit

NRM Nas and Read Medium
ORAC Oksijen radikalleri absorbans kapasitesi
ppm  Milyonda bir kisim

SOES Siirgiin olusturan

SB  Siirgiin boyu

SBKS Siirgiin bagina kok sayisi
TDZ Thidiazuron

VO  Vitrifikasyon orani

WPM Woody Plant Medium

uM  Mikro molar

ul Mikrolitre

2,4-D 2,4-Diklorofenoksiasetik asit
% Yiizde

ix



1. GIRIS

Aronya (Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott), Rosaceae familyasina ait, Kuzey
Amerika ve Kanada’nin giineydogusunda dogal olarak yetisen, yapraklarin1i déken
cok yillik ¢ali formunda, uzun Omiirlii, liziimsii meyveler grubuna ait bir bitkidir.
Aronia arbutifolia (Ell.) Pers. (Red chokeberry), Aronia melanocarpa (Black
chokeberry), Aronia prunifolia (Marsh.) (Purple chokeberry) olmak iizere ii¢ tiirii
bulunmaktadir. Meyvesi c¢ok yiiksek miktarda antosiyanin ve flovanoidler
icermektedir. Aronya genis bir iklim kusagi ve toprak sartlarina adapte olabilen bir
tirdiir. Cok zengin igerigi, insan saglifina ve beslenmesine katkisindan dolay1 ‘siiper

meyve’ olarak bilinmektedir (Fidanci, 2015).

ABD ve Kuzey Avrupa iilkelerinde ve Almanya’da her gegcen giin dnemi ve iiretim
alanlar1 artmaktadir. Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitlisti
Miidiirligi’nde 2012 yilinda sunulan bir proje ile Tiirkiye’de ilk defa devlet sektorii
tarafindan iiretime baglanmistir. Tiirkiye’de yapilan bu proje ile 5-6 yildir taninmaya
baslamis ve su anda ¢iftciler tarafindan Tokat, Malatya, Edirne ve Yalova illerinde
yetistiriciligine baglamistir. Aronya’nin igerisinde bulunan biyokimyasal 6zellikleri
nedeniyle 4 tip kanser hiicresini kii¢iiltme ve durdurma etkileri {izerine Celal Bayar

Universitesi’nde arastirmalar yapilmaktadir (Anonim, 2018a; Anonim 2018b).

Saglhiga yararlart konusunda, insan beslenmesindeki 6nemi ve hiicre kiiltiirii
konusunda yapilan ¢aligmalar Aronya’nin énemini arttirmistir. Aronya meyvesinin
bilesimi, farmakolojik ozellikleri ve gida yoniinden degerlendirilmesine yonelik
birgok ¢aligma yapilmistir. Bu da son yillarda Amerika ve Avrupa’da binlerce doniim
Aronya dikimine sebep olmustur. Bugiin Aronya en fazla Rusya ‘da olmak {izere,
Polonya, Ukrayna, Fransa gibi bir¢ok iilkede yetistirilmektedir (Fidanci, 2015).
Diinya’da Aronya iireten {iilkelerin yillara goére iiretim alanlar1 Cizelge 1.1°de

verilmistir.



Cizelge 1.1. Diinyada Aronya iireten iilkelerin yillara gore iiretim alanlar1 (ha)
(Anonim, 2019)

Ulkeler 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Rusya 46000 46000 47700 47700 | 53192 | 48952
Polonya 44707 45938 45392 44374 | 44181 44041
Ukrayna 4400 4500 4500 4500 4800 4800
Fransa 2812 2758 2900 2870 2810 2700
Birlesik Krallik 2471 2525 2538 2514 2502 2552
Almanya 2292 2388 2459 2401 2333 2338
Finlandiya 1813 1773 1681 1607 1656 1740
Danimarka 2199 1950 1580 1202 1500 622
Macarisatan 1460 1340 1320 1158 1195 1195
Yeni Zelenda 1408 1314 1261 1225 1190 1158
Cek Cumbhuriyeti 1202 1144 1069 1023 859 860

Diinya’da Aronya iireten iilkelerin yillara gore tiretim miktarlar1 (ton) Cizelge 1.2°de
verilmistir. Buna gore iiretim alanlar1 ve iiretim miktarlar1 bakimindan yine Rusya,

Polonya ve Ukrayna ilk {i¢ sirada yer almaktadir.

Cizelge 1.2. Diinyada Aronya iireten iilkelerin yillara gore iiretim miktarlari (ton)
(Anonim, 2019)

Ulkeler 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Rusya 346000 | 372700 | 372000 | 360000 | 395045 | 351304
Polonya 194522 | 198459 | 165562 | 159922 | 166110 | 128808
Ukrayna 24100 26610 25790 25540 | 24500 | 27140
Almanya 10764 12658 18888 13870 | 13992 | 12470
Birlesik Krallik 11910 16986 12698 15224 | 11353 | 13899
Yeni Zelenda 10000 10340 10458 10503 | 10733 9092
Danimarka 12793 13687 4719 7910 9890 3305
Macaristan 3330 3380 2620 3558 4582 3912
Azerbaycan 1700 2000 2000 2500 2906 2505
Hollanda 2461 2351 2221 2149 1889 1795
Ozbekistan 1700 1600 1600 1800 1849 1786

I¢ tiiketim ve Ozellikle dis iilkelerdeki tiiketim miktarinin son yillardaki artis1, i¢ ve
dis ticarette lizimsii meyvelerin 6nemini her gecen giin artirmaktadir. Genellikle
yiksek fiyatta satilabilen {iriinler grubunda olan Aronya’nin Tiirkiye’deki
yetistiriciligi sosyo-ekonomik agidan dnem arz etmektedir. Ciinkii gelir diizeyi diisiik
ve gog veren bolgelerimizde kolaylikla yetistirilebilecek potansiyele sahip bir tiirdiir.
Uziimsii meyve yetisitiriciligi el emegi yogun bir tarim kolu olmas1 nedeniyle issizlik
sorununa olumlu yonde katki yapabilecek ve ozellikle toplama isciligi acisindan

kadin ve ¢ocuk el emeginden faydalanilabilecek bir 6zellige sahiptir (Fidanci, 2015).




Tiirkiye’de tarimsal yapinin ekonomideki agirligi ve mevcut teknoloji ile tarimsal
yapidaki farkliliklar, tarimda isgilicii talebinin de daha fazla olmasina neden
olmaktadir. Kullanilan teknoloji, isletmelerin organizasyon yetenegi, biyolojik-
teknolojik gelismelerin tarimda kullanimi, iiretim yapis1 ve ¢esitliligi isgiicii talebinin
farklilik gostermesine neden olan faktorlerdir (TEAE, 2007). Bu nedenle kirsal
alandaki isgiiclinlin ve Ozellikle kirsal alanda tarimsal faaliyetlerde istihdam edilen
isglicliniin 6nemi artmaktadir. Aronya melanocarpa’nmin Tirkiye’de yetistiriciliginin
tesvik edilmesi ve arttirilmasiyla tarima dayali endiistri kuruluslarinin da ¢ogalmasi
saglanmalidir. Uziimsii meyveler diinya genelinde, dzellikle refah seviyesi yiiksek

tilkelerde genis ¢apta tliretimi yapilip ayn1 zamanda tiiketilmektedir.

Uziimsii meyvelerin taze ve islenmis {iriin olarak pazarlanabilmesi satis
potansiyellerini giderek arttirmaktadir. Uziimsii meyvelerin; yogurt, misir gevrekleri,
tatlilarda daha yogun olarak kullanilmaya baslamasi ile satis potansiyeli daha ¢ok
artmistir. Bunun yaninda Aronya, siis bitkisi olarak da degerlendirilmektedir. Ayrica
icerigindeki yliksek miktardaki antosiyanin ve flavonoidler sayesinde ila¢ sanayisi
iginde 6nemli bir hammadde niteligindedir. Aronya meyveleri antioksidan kapasitesi
ve antosiyanin miktar1 bakimindan diger tiziimsii meyvelere gore daha yiiksek degere
sahiptir (Fidanci, 2015). Bu durum Aronya’nin pazarlanabilirligini olumlu etkileyen

bir faktor olarak goriilmektedir.

Dogal sifac1 ve koruyucu olarak adlandirilan Aronya meyvesi, yapilan bir bilimsel
calismada 100°den fazla iiriin igerisinde antioksidan kapasitesi yoniinden ¢ok yiiksek
degerler gostermistir. Meyvesi ¢esitli kompleks kimyasallar icermektedir. Kimyasal
olarak klorogenik, neoklorogenik, malik, tartarik, sitrik asit gibi organik asitler
yoniinden zengindir. pH degeri 3,3-3,8 arasindadir. Avrupa’daki diger popiiler
meyvelerle karsilastirildiginda maviyemis, cranberry (turna yemisi), kiraz ve
visneden c¢ok daha yliksek miktarda antosiyanin ve polifenoller icerir. Oldukca
yiiksek miktarda K, Zn bulunur, bunun yaninda Na, Ca, Mg, Fe vitaminlerden A, C,
E, K, B1, B2, B6 ve folik asit icerir. Icerdigi tanenler viriislere kars1 korur (Tolic vd.,
2017).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar Aronya’nin ORAC (oksijen radikalleri absorbans

kapasitesi) degerinin diger {Uriinlerle karsilastirildiginda ¢ok yiiksek oldugunu
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gostermistir. Aronya meyvesi dogal antosiyanin yoniinden en zengin meyvedir. 100
gr Aronya meyvesinde 800 mg antosiyanin bulunur (Cizelge 1.3.). Aronya meyveleri
cok yliksek konsantrasyon da polifenoller igerir. Polifenollerin i¢erdigi antosiyaninler
saglik acisindan Onemli bir paya sahiptir. Aronya, yiiksek biyolojik aktivitesi
nedeniyle Rusya’da tibbi bitki olarak kabul edilmistir. Soguk alginligi, mide
hastaliklari, bagirsak, karaciger ve safra kesesi dahil olmak iizere ¢esitli hastalik ve

radyasyon zehirlenmesi tedavisinde kullanilmaktadir (Tolic vd., 2017)

Cizelge 1.3. Bazi meyve tiirlerinin antosiyanin i¢eriklerinin incelenmesi (Tolic vd.,

2017)
Cesitler Antosiyanin icerigi (mg/100 gr)
Aronya 800
Kiraz 180
Kirmizi iiziim 165
Maviyemis 165
Bogiirtlen 160
Ahududu 140
Cilek 30

Bazi tiirlerin fenolik madde icerikleri Cizelge 1.4’de verilmistir. Diger tiirlerle
karsilastirildiginda Aronya’da 100 gr meyve igerisinde 2000-8000 mg fenolik madde

bulunmaktadir.

Cizelge 1.4. Baz tiirlerin fenolik madde igeriklerinin karsilagtirilmasi (Tolic vd.,

2017)
Tiirler Fenolik madde igerigi (mg/100 gr)
Aronya 2000-8000
Siyah frenk {iziimii 530
Kirmizi iiziim 113

Mikrogogaltim genel olarak bitki tiretimi ve 1slaht agisindan Onemli avantajlar
saglamaktadir. Bu avantajlarin basinda, {iriiniin kalitesini olumsuz etkileyen, bitkiye
vejetatif cogaltma yoluyla gegebilen viriis ve hastaliklardan arindirilmis olarak bitki
tretilmektedir. Bu durum sertifikali fidan tiretiminin bir sonucudur. Diger yandan
mikro ¢ogaltma ile diger klonal ¢ogaltim yontemlerine gore daha kisa siirede ve daha
fazla sayida fidan iiretimi gerceklesmektedir. Bunun sonucunda da bu fidanlarin
iilkeler ve bolgeler arasinda transferi kolaylagsmaktadir. Yine diger vejetatif
yontemlerle iiretilemeyen tiirlerin iiretimi daha kolay ve daha hizli yapilabilmektedir

(Gtglii vd., 2010).




Doku kiiltiiriinde bir bitkinin yetistirilmesinde uygun besi ortamimnin kullanilmas,
olmazsa olmazlardan biridir. Besi ortami olarak giiniimiizde dikotiledon bitki
gelisimi i¢in en uygun olan1 Murashige ve Skoog tarafindan 1962 yilinda gelistirilen
MS besin ortamidir (Murashige ve Skoog, 1962). MS igeriginde bitkilerin yasamlari
icin gerekli olan inorganik tuzlar, bitki biiyiime diizenleyicileri, vitaminler, amino

asitler, mikro ve makro elementler ve su bulunmaktadir.

Cok yillik odunsu bitkilerin mikrogogaltiminda koklenme, klasik yontemlere gore
daha kolay ve daha az zaman almaktadir. Mikrocogaltim calismalarinda basari
tizerine genotipin de dnemli diizeyde etkili olmasi nedeniyle her klon anaci i¢in ayri
bir protokoliin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. Bu bakimdan bitkilerin
mikrogogaltim katsayilarinin arttirilmasi amaciyla yeni biiyiimeyi diizenleyici madde

kombinasyonlarinin denenmesi gerekmektedir (Giiglii vd., 2010).

Doku kiiltiiriinde (in vitro veya mikro iiretim), kullanilan tibbi ve aromatik bitki tiirii
sayist hizla artmaktadir. Bunun baslica nedenleri, dogal yollar ile ¢ogaltilmasi zor
olan tiirlerin ¢ogaltilmasi, biyoteknolojik yontemlerin uygulanabilmesi ve bitkilerde
baz1 bilesiklerin doku kiiltiirii yontemleriyle iiretilmesi olarak sayilabilir. Doku
kiiltiirti tekniklerinin tarihi gecmisi oldukga eski olmasina ragmen Aronya’da yapilan
doku kiiltiirii ¢alismalart sinirhidir. Aronya 6nemli bir tibbi ve aromatik bitki olmasi

nedeniyle in vitro ¢alismalarinin yapilmasi yararli olacaktir.

Bu arastirmada 6zellikle besin maddesi icerigi zengin ve antioksidan aktivitesi ¢ok
yiiksek olan ve bu nedenle insan sagligi agisindan son yillarda 6nemi giderek artan
Aronya tiiriinde mikro ¢ogaltim olanaklarinin arastirilmasi amacglanmistir. Tiirkiye
icin yeni bir tiir olan ve klasik yontemlerle ¢ogaltilmasi zor olan Aronya’nin, doku
kiiltiiriiyle ¢ogaltma (rejenerasyon) ve in vitro da elde edilen bitkilerin koklenme
ozellikleri i¢in optimum biiylime diizenleyici kombinasyonlarinin belirlenmesine

katki saglayacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Aronya’nin Botanigi

Aronya Rosaceae familyasi, Aronia cinsi igerisinde yer almaktadir. Bu cins
icerisinde Aronia melanocarpa (Michx) Elliot (Black chokeberry), Aronia prunifolia
(Marsh) (Purple chokeberry) ve Aronia arbutifolia (L.) Elliot (Red chokeberry)
olmak tizere bilinen ii¢ tlir mevcuttur Avrupa’da en yaygin Aronya cesitleri arasinda
‘Aron’ (Danimarka), ‘Nero’ (Cek Cumhuriyeti), ‘Viking’ (Finlandiya), ‘Rubin’
(Rusya), ‘Kurkumachki’ (Finlandiya), ‘Hugin’ (Isveg), ‘Fertddi’ (Macaristan)
‘Albigowa’, ‘Dabrowice’, ‘Egerta’, ‘Kutno’, ‘Nova’ ‘Wies’, ‘Hakkija’, ‘Ahonnen’,
‘Serina’, ‘Autum Magic’, ‘McKenzie’, ‘Morton’, ‘Galicjanka’ (Polonya) yer
almaktadir (gnebergrové vd., 2014; Fidanci, 2015).

Odunsu ¢ok yillik cali formunda bir bitkidir. Olduk¢a uzun Omiirli bir tiirdiir.
Ciceklenme i¢in soguklama ihtiyact vardir. Fakat bu siire heniiz tam olarak
bilinmemekle birlikte 800—1000 saat civarinda oldugu séylenmektedir. Yetistiricilik
icin en uygun toprak pH’s1 6-6.5 arasindadir. ikinci yildan itibaren verim
alinabilmektedir. Besinci yilda tam verime ulagsmaktadir. Bitki basina verim 5-17 kg
arasinda degismektedir. Aronya bitkisi yillik 600-800 milimetre suya ihtiyag
duymaktadir. Meyve tutumundan hasat sonuna kadar diizenli sekilde sulama

yapilmalidir (Engin vd., 2016).

Yillik dallar ve vejetasyon donemindeki siirgiinler yari odunsu yapida, daha yash
dallar odunsu yapidadir. Nero ve Viking gesitlerinde bir ve tizeri yash dallarin kabuk
rengi gri-kahve renginde, yillik siirglinlerin ise parlak kizilimtirak kahverenginde
oldugu goriilmiistiir. Dal ve stirglinler iizerinde oval sekilli, beyaz renkte lentiseller
bulunmaktadir. Yapraklarinin oval sekilli, sivri u¢lu ve kenarlarinin ince oldugu
gozlemlenmistir. Alternat yaprak dizilisine sahiptir. Yapraklarin st yiizeyi koyu
yesil renkli, alt yiizeyi ise acik yesil renkte ve tiiylii bir yapiya sahiptir (Engin vd.,
2016; Engin, 2018).

Tomurcuklar 1 yasl siirglinlerin bogumlarinda ¢apraz sekilde dizilmistir. Uzun, sivri

uclu ve kirmizimsi renktedir. Karisik tomurcuk yapisina sahiptir. Bir tomurcuk
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actiginda hem c¢icek salkimi hem de yapraklarin bulundugu siirglin meydana
gelmektedir. Bir yaslt dallar {izerindeki tomurcuklarin siirmesi ile o yila ait siirgiinler

tizerinde ¢igek salkimlar1 olusmaktadir (Engin vd., 2016).

Cicek salkimi yapisinin kimoz, bilesik yalanci semsiye seklinde oldugu yani birkag
salkimin bir araya gelmesiyle olustugu belirlenmistir. Bir salkimda ortalama 20-25
cicek vardir. Bir salkimdaki ortalama c¢icek sayisi ‘Viking’ cesidinde 34, ‘Nero’
¢esidinde 30 olarak bulunmustur. Ci¢eklenme asamali olarak devam etmektedir
Salkimdaki ¢igekler merkezden disartya dogru agmaktadir. Baslangigta merkezdeki
cicekler agmaktadir. Ayn1 zamanda ince dallardaki ¢igeklerin kalin dallardakilere
gore daha erken cicek actigi tespit edilmistir. Bir yillik dallar {izerindeki c¢icek
salkimlar1 uctan dibe dogru agmaktadir. Cigeklenme hem salkim hem de dal {izerinde
asamali olarak gergeklestigi icin c¢iceklenme periyodu sicakliga bagli olarak
degismekte ve yaklasik 20 giin siirmektedir. Cigek yapist bakimindan erseliktir,
cicekleri hem erkek hem disi organlara sahiptir (Engin vd., 2016; Ristvey ve
Mathew, 2011). Incelenen ‘Nero’ cesidinde ¢iceklerin ¢anak ve tag¢ yaprak sayisi
5’tir ve 1 adet yumurtalik bulunmaktadir. Ovaryum inferior tiptedir. Stil sayis1 5 olup
taban kismi bilesiktir. Stigma yiizeyi saydam yapida parlak nektar diski ile kaplidir
(Engin vd., 2016).

Rosaceae familyas: igerisinde nektar yogunlugunun en fazla oldugu tiir Aronya’dir.
Canak yapraklar koyu yesil renk yapisina sahip olup, yogun tiiylerle kaphdir. Tag
yapraklari iri ve gosteriglidir. Tag yapraklar ¢iceklenme baslangicinda agik yesildir
daha sonra zamanla beyaz renge doniismektedir. Cesitler bazinda ortalama erkek
organ say1s1 ‘Nero’ ¢esidinde 24 olarak belirlenmistir. Erkek organlar uzun, beyaz ve
kalin filamentlere sahiptir. Filamentlerin anter olgunlasmasiyla birlikte stigmaya
dogru egildigi, ¢igek tozu dagilimindan sonra tekrar disa dogru acilim gosterdigi
gozlemlenmistir. Yapilan mikroskobik incelemelerde anter gelisimiyle birlikte renk
degisimleri ve sekillerinin diizensiz yapida oldugu goriilmiistiir. Anterlerin ilk
gelisim doneminde agik pembe, tam gelisim doneminde pembe, tozlanma sonrasinda
mor renge dondiigli gozlemlenmistir. Aronya tiirli botanik bakimdan yalanci
meyvedir. Meyvelerin 5 karpeli ve her karpelde 1 tohum taslagi bulundugu

belirlenmistir. Ilk dénemde meyveler yesil renkte iizeri yogun tiiylerle kaplidir.



Meyve gelisimi ile meyve ylizeyindeki tiiylenmenin giderek azaldigi, mumsu

yapidadir (Engin vd., 2016).

Cicek burnunda stamen artiklart bulunmaktadir. ikinci dénemde cicek burnundan
itibaren meyvelerde renklenme baslamakta, {igiincii donemde meyve yiizeyi pembe
renge, dordiincii donemde pembe—mor, besinci donemde mor-siyah renk
dontistimleri olmaktadir. Altinct donem olan olgun meyve doneminde meyveler tam
iriligine ulasarak siyah rengini almaktadir. Meyve siyah renge dondiikten sonra da
olgunlagsmanin devam ettigi ve meyve iriliginin arttigi gorilmiistir (Engin vd.,
2016). Aronya meyvesinin bilesimi, farmakolojik oOzellikleri ve gida yoniinden
degerlendirilmesine yonelik bir¢cok calisma yapilmistir. Morfolojisi ve biyolojisi ile

ilgili az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Engin vd., 2016; Weryszko vd., 1997).

2.2. Bitki Doku Kiiltiirii

Bitki doku Kkiiltiiri genel olarak aseptik kosullarda besin ortaminda bitkilerin,
tohumlarin ve bitki kisimlarinin (dokular, organlar, embriyolar, tek hiicreler,
protoplastlar vs.) ¢ogaltilmasidir (Chawla, 2002). Mikro ¢ogaltimin diger vejetatif
cogaltim yoOntemlerine gore birtakim avantajlari bulunmaktadir. Doku kiiltiiri
yontemiyle tretilen bitkiler daha hizli ¢ogalmakta, diger vejetatif yontemlerle
¢ogaltilamayan tiirler ¢ogaltilabilmekte olup, in vitro’daki iiretim in vivo’dan daha
hizlidir, in vivo’da ¢ogaltilamayan bazi tiirler in vitro’da gogaltilabilir, in vitro’da
cogaltilan bitkiler in vivo’dakilerden daha kuvvetli bir gelisme gosterir, hastaliksiz
tiretim yapmak ve elde edilen explant materyalinin dayanikli olanlarinin se¢imi
miimkiindiir, seradaki konvansiyonel vejetatif liretimle karsilastirildiginda sera alani
ve yakit maliyetinden tasarruf saglar, ¢ogalttm mevsimlere bakilmaksizin yil
boyunca yapilabilir, F1 hibrit iiretiminde kullanilan ebeveynlerin klonlarinin
eldesinin ¢abuk olmasi islahgilar agisindan yarar saglar, in vivo gogaltimda ticari
olarak kullanilabilen yeni varyetelerin elde edilmesi in vitro’dan daha hizlidir,
saglam mutantlarin elde edilmesi, gen bankalarinin kurulmasi, genetik islemler

(somatik hibridizasyon gibi) (Pierik, 1987).

Murashige, mikro ¢ogaltimin igerdigi 4 ana asamayi su sekilde belirtmistir; uygun

explant sec¢imi, sterilizasyon ve besin ortamina transfer, c¢ogaltim ortaminda
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stirgiinlerin ¢ogaltilmasi, siirgiinlerin kdklenme ortamina transferi piskinlestirme ve
topraga transfer etme. /n vitro’da bitki; varolan apikal veya axillary meristemlerin
cogaltimi (meristem, siirgiin ucu, tek bogum veya axillary tomurcuk kiiltiirii),
organogenesis, somatik embriyogenesis’den elde edilir (Chawla, 2002). Meristem ve
stirgiin ucu kiiltiiriiniin biiylime diizenleyici gereksinimi bitki tiirlerine ve kiiltiir
asamalarma bagl olarak degismektedir. Ornegin; Compositae familyas: bitkileri igsel
bliylime diizenleyicilerin daha yiiksek konsantrasyonlarna gereksinim duyarken
Solanaceae ve Leguminosae’ye ait bitki tiirleri daha diisiik konsantrasyonlara ihtiyag

duyarlar (Mohammed, 2006).

Di1s ve i¢ biliylime diizenleyiciler arasindaki iliski; 151k, sicaklik gibi birtakim
faktorlerden etkilenmektedir. Bu faktorler ayn1 zamanda siirgiin, kok, bitkicik ve
kallus gelisimini ve baslatilmasin1 tesvik eder. Mikrogogaltimda siirgiin
kardeslenmesi ¢ogunlukla yiiksek sitokininin ve diisiik oksin konsantrasyonunda
artmaktadir (Styer ve Chin, 1983). Bitki organogenesis’i oksin/sitokinin oranindan
etkilenir. Yiiksek oksin seviyesi kdk olusumunu ve yiiksek sitokinin seviyesi ise
stirglin olusumunu arttirir (Chu ve Huang, 1983). Fazla miktarda siirglin eldesi i¢in

sitokinin miktari arttirilabilir (Sagawa ve Kunisaki, 1990).

Doku kiiltiirtine 20. yiizyilin baslarinda baslanmis ve birgok bitki tiirlinde ¢aligsmalar
yapilmigtir. Tarihsel ge¢misi eski olmasma ragmen, biyoteknolojik c¢alismalarin
temeli olmas1 sebebiyle giincelligi ve Onemini korumaktadir. Gen transferi,
protoplast fiizyonu, haploid teknoloji, hiicre kiiltiirii gibi biyoteknolojik yontemlerin
uygulanabilmesi i¢in bitkilerin doku kiiltiirlinde {iiretilmesi ve ¢ogaltilmasi
gerekmektedir. Doku kiiltiirli; canlilarin eksplant adi verilen hiicre, doku ya da
organlarindan yararlanarak, steril kosullarda yapilan tiretimdir. Bitki doku kiiltiirtinti
bitkilerin ¢esitli kisimlarindan alinan hiicre, doku ve organlarin sterilize edilip ¢esitli
besin maddeleri igeren steril ortamlarda ve uygun ¢evre kosullarinda kiiltiire alinmasi
ve biiyiitiilmesi olarak tanimlamistir. Giintimiizde bitki doku kiiltiirleri cok genis bir
kullanim alanina sahiptir. Yeni c¢esit gelistirmek ve mevcut cesitlerde genetik
farklilig1 olusturmak bitki doku kiiltiiriinlin farkli amaclar1 arasinda sayilabilir. Bu
nedenle bitki doku kiiltlirleri 1slah g¢alismalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir.

Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve c¢ogaltilmas1 zor olan tiirlerin



tiretiminde, ¢esitli doku Kkiiltiiri uygulamalart rutin olarak uygulanmaktadir

(Babaoglu vd., 2001).

Doku kiiltiiriinde bitki tiirii ve kiiltiir amacina (hiicre, kallus, organ vb.) gore ¢ok
sayida besi ortamu gelistirilmistir (Franklin ve Dixon, 1994; Gamborg ve Phillips,
2013). Bitki gelisimi i¢in en yaygin olarak kullanilan besi ortami Murashige ve
Skoog (MS) tarafindan 1962 yilinda gelistirilmistir (Murashige ve Skoog, 1962). MS
iceriginde bitkilerin yasamlar icin gerekli olan inorganik tuzlar, bitki biliylime
diizenleyicileri, vitaminler, aminoasitler, aminler, karbon ve enerji kaynagi ile su yer

almaktadir.

Doku kiiltiirii ile mevsim degisikliklerine bagl kalinmaksizin, yil i¢inde siirekli,
saglikl bitkiler tiretilebilir. Ayn1 genetik yapiya sahip, saglikli bitkilerin kisa stirede
tiretilmesinin yaninda kontrol altindaki farkli ortam sartlarina fizyolojik tepkilerin
izlenilebilmesine olanak saglamasi nedeniyle deneysel ¢alismalarda en dogru
sonuclarin aliabilecegi liretim yontemidir (Yildiz, 2012). Klonal ¢ogaltma yoluyla
doku kiiltiiriinde kisa zamanda oldukca fazla sayida bitki elde edilmektedir. Bir bitki
ile baglanan iiretimde bir yil icinde bir milyon kat artis saglanabilmektedir
(Murashige vd., 1974). Bitkinin bu kisa zamanda rejenerasyon yetenegi bitkinin

yasina ve ortam kosullarina gére degismektedir.

2.2.1. Doku kiiltiirlerinde besin ortamlarinin igeriginde bulunan maddeler

1) Su: Doku kiiltiirlerinde besin ortaminin %95’1 sudur. Besin ortamlarin
hazirlanmasinda kullanilacak suyun kalitesi yiiksek olmalidir. Musluk suyu besin
ortamlarinin hazirlanmasinda kullanilamaz. Musluk suyu, miktar1 belli olmayan
oranlarda ¢esitli katyonlari, anyonlari, organik maddeleri, partikiilleri, zararl gazlar
icermektedir. Besin ortamlarinda kullanilacak suyun bu maddelerden armdirilmig
olmast gerekmektedir. Besin ortamlarinin hazirhginda kullanilacak su en azindan
deiyonize su olmalidir. Deiyonize suyun daha sonra iki kez destile edilmesi ise ideal
olandir (Mohammed, 2006).

2) Makro ve mikro elementler: Besin ortamlarinda makro elementler; N (25-60mM),
K (20-30mM), P, Ca, S ve Mg (1-3mM) ve Mikro elementler; Fe, Mo (1uM), 1
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(5uM), Zn (5-30uM), Mn (20-90uM), B (25-100uM), Cu, Co (0.1uM) bulunur.
Makro elementler milimol diizeyinde ilave edilirken mikro elementler mikromol
diizeyinde ortamlara katilir. Bu elementlerin kullanim miktarlar1 farkli arastiricilar
tarafindan gelistirilmis besin ortami regetelerinde degisiklik gostermektedir. Bu
recetelerden hangisinin kullanilacagi bitki tiiri, doku kiiltiiriiniin tipi, eksplant

kaynag gibi cesitli faktorlere baglidir (Mohammed, 2006).

3) Vitaminler: Vitaminler enzim reaksiyonlarinda katalitik etkiye sahiptir. Bitkilerde
bliylimeyi ve gelismeyi olumlu yonde etkilerler. Thiamin (B1), nikotinik asit,
pyridoksin (B6) ve myo-inositol doku kiilkiirii ortamlarinda sik¢a kullanilmaktadir.
Farkli besin ortamlarinda thiamin ve pyridoksin 0.1-10 mg/L; nikotinik asit 0.1-
5mg/L, myo-inositol 50-5000 mg/L dozlarinda kullanilmaktadir. Biotin, folik asit,
askorbik asit, pantotenik asit (B5), tokoferol (E vitamini), riboflavin (B2) ve
paminobenzoik asit de besin ortamlarinda kullanilan diger vitaminlerdir

(Mohammed, 2006).

4) Amino asitler: Hiicre gelisimini uyarmak igin kullanilan organik azot
kaynaklaridir. Glisin (2mg/L), L-glutamin, L-asparagin (100mg/L) sik kullanilan

amino asitlerdir (Mohammed, 2006).

5) Organik maddeler: Kazein hidrolizat (%0.05-0.1), hindistan cevizi siitii (%5-20),
maya ekstraktlari, malt ekstraktlar1 vb. kompleks maddeler de kimi kiiltiirlerde
kullanilmaktadir. Bu maddelerin zararli etki yaratmamasi i¢in kullanmadan once test

edilmeleri 6nemlidir (Mohammed, 2006).

6) Aktif karbon: Kiiltiirlerde olumsuz etki yapabilecek toksik maddeleri (fenolik
bilesikler gibi) absorbe eder, kiiltlirlerde karanlik kosul olusturulmasini saglar. Besin

ortamlarina %0,2-3 dozlarinda aktif komiir katilabilmektedir (Mohammed, 2006).

7) Biiyiimeyi diizenleyici maddeler: Doku kiiltiirlerinde oksinler, sitokininler ve
gibberellik asit (GA3) en fazla kullanilan biiyiimeyi diizenleyici maddelerdir. Absizik
asit (ABA) ve etilen de nadir olmakla birlikte doku kiiltiirlerinde kullanilabilen diger
bliylimeyi diizenleyici maddelerdir. Oksinler: Oksinler hiicre bdliinmesini ve

genislemesini saglar. Kallus kiiltiirleri, hiicre siispansiyon kiiltiirleri, somatik
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embriyo ve kok olusturmada c¢ok etkili maddelerdir. Sitokininler ile diisiik dozlarda
kullanildiginda siirgiin olusumunu da olumlu etkilemektedir. indol asetik asit (IAA),
indolbiitirik asit (IBA), naftalenasetik asit (NAA), 2,4-diklorofenoksiasetik asit (2,4-
D) en yaygin kullanilan oksinlerdir. IAA dogal oksindir. Digerleri sentetik olarak
tiretilmektedir. Sitokininler: Sitokininler hiicre boliinmesi, farklilagma, rejenerasyon
ve siirgiin ¢ogaltiminda etkilidir. Koklenme {izerine olumsuz etkiye sahiptir. Kinetin,
BA, BAP (benziladenin, benzil amino purin), zeatin, thidiazuron (TDZ) en fazla
kullanilan sitokininlerdir. Zeatin dogal sitokinin formudur. Gibberellik Asit:
Gibberellik asit (GAz) bogum aralarinin ve dolayisiyla siirgiin boylarinin uzamasini,
gozlerin  gelisimini, meristemlerden siirglin  olusumunu, embriyolarda ve
tomurcuklarda dormansiyi kaldirarak ¢imlenme ve slirmeyi uyarir. Kallus gelisimi ve

koklenme tizerine olumsuz etkiye sahiptir (Mohammed, 2006).

8) Karbon ve enerji kaynagi: Doku kiiltiirlerinde eksplantlar heterotrof (kendi
besinlerini yapamayan) olduklari igin enerji kaynagi olarak besin ortamlarinda sekere
gereksinim duyarlar. En fazla sakkaroz bu amacla kullanilmaktadir. Kullanim dozu
kiltiir tipine gore degismekle birlikte %]1-5’dir. En fazla %3 dozunda
kullanilmaktadir. Sik olmamakla birlikte glikoz, maltoz ve fruktoz da bu amacla
kullanilabilen diger sekerlerdir. Manitol ve sorbitol gibi alkol sekerleri bitki
dokularinda metabolize edilemezler ve bunlar genellikle protoplast kiiltiirlerinde

ozmotik dengeleyici olarak kullanilirlar (Mohammed, 2006).

2.3. Aronya Hakkinda Yapilan Calismalar

Szopa vd. (2013), tarafindan yapilan bir ¢alismada, Aronya’nin siirgiin ve kallus
kiiltiirlerinden elde edilen hidroksibenzoik asitlerin ve diger biyolojik olarak iiretilen
aktif fenolik asit birikimi arastinnlmistir. Calismada Aronia melanocarpaya ait
stirglin ucu ve kallus kiiltirleri, farkli seviyelerde a-naftalenilsetik asit (NAA) ve 6-
benziladenin (BA) i¢eren Linsmaier ve Skoog (LS) ortamlara dikilmis ve muhafaza
edilmistir. Bu kiiltiirlerin  biyokiitlesinden ve toprakta yetistirilen bitkilerin
meyvelerinden elde edilen metanolik 6zler, yiiksek performansh sivi kromatografisi
(HPLC) yontemi kullanilarak serbest fenolik asitlerin ve sinnamik asit miktarlarinin
saptanmast i¢in kullanilmigtir. Toplam on iki analiz bilesiginden doérdiiniin

iceriginde: cafeik asit, p-hidroksibenzoik asit, siringik asit ve vanilik asit
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bulunmaktadir. Ayrica, filiz ekstreleri p-kumarik asit ve salisilik asit (p-
hidroksibenzoik asit) igermektedir. Diger taraftan, meyve ekstreleri de salisilik asit
ve p-kumarik asit i¢ermektedir. Siirglin ve kallus kiltlirlerinden elde edilen
ekstraktlardan, analiz edilen bilesiklerin toplam miktar1 kullanilan LS ortamina bagl
olarak 103.05-150.95 mg olarak bulunmus, kuru agirlik DW ortaminda 50.23-81.56
mg arasinda degismistir. Her iki kiiltiir tiirii de meyve ekstrelerinden daha yiiksek
seviyelerde fenolik asit 32.43 mg 100 g-! DW icermektedir. Siirgiin ucunda, p-
hidroksibenzoik asit ve salisilik asit miktar1 sirasiyla 55.14, 78.25 mg 100 g-DW'ye
ulasirken, kallus kiiltiiriinde p-hidroksibenzoik asit (25.60 mg 100 g-! DW) ve
siringik asit (41.20 mg 100 g' DW) olarak bulunmustur. Meyve ekstraktlarinda
salisilik asit (15.60 mg 100 g-! DW) ve p-hidroksibenzoik asit (5.29 mg 100 g-! DW)

bulunmustur.

Siyanesan vd. (2016), tarafindan yapilan bir g¢alismada, Aronia melanocarpa
(Michx.) Elliott'un siirgin ucu kiiltiirlerinden biyoaktif bilesiklerin iiretimi igin
verimli bir in vitro ¢ogaltma protokolii gelistirilmistir. Araziden alinan eksplantlar
TDZ (0.25, 0.50, 1.0 ve 2.0) ile takviye edilmis Murashige ve Skoog (MS) ortami
tizerinde kiiltiire alinmis Tidiazuron (TDZ), tek basina ya da 0.1 ya da 0.5 ile
kombinasyon halinde siirglin ¢ogalmasi i¢in o-naftalenilasetik asit (NAA) igeren
ortama dikilmistir. Incelenen cesitli TDZ konsantrasyonlar: arasinda, en yiiksek
siirglin orant %85.2, ortalama siirglin sayist 10.4 ve ortalama siirglin boyu 3.2 cm
olarak 0.5 mg/L TDZ ile takviye edilmis MS ortami iizerinden elde edilmistir. Diisiik
konsantrasyonda NAA ve TDZ igeren kiiltiir ortami, yliksek NAA konsantrasyonuna
gore daha fazla siirgiin liretmistir. Siirglin ¢gogalmasi %98.9 oraninda, siirgiin sayisi
19.8 ve ortalama siirglin boyu 3.8 cm olarak 0.5 ile takviye edilmis MS ortami
tizerinden elde edilmistir. Siirgiinlerin tamami koklendirilmis, siirgiin basina kok
sayisi ortalama 10.6 adet, ortalama kok uzunlugu 5.4 cm olarak bulunmustur. 30
glinliik kiiltirden sonra en iyi koklenme 1.0 mg/L IBA ile takviye edilmis 2 MS
ortami iizerinden elde edilmistir. Bitkilerin tamami serada dis kosullara alistirilmistir.
En yiiksek karotenoidler, a-tokoferol ve yag asiti igerigi, in vitro bitkilerden elde
edilen yapraklarda ve in vitro olarak elde edilen siirgiinlerden olusan normal ve
hiperhidrik yapraklarda bulunmustur. En fazla bulunan karotenoid olan All-E-lutein,
65.1-191.4 ng olarak bulunmustur. Test edilen yaprak drneklerinde en fazla bulunan
yag asidi %45.91-50.04 oraninda Linolenik asittir.
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Kwiecien vd. (2013), tarafindan yapilan bir ¢alismada, Aronya’nin mikrogogaltimi
ile tretilen bitkilerden biotransformasyon yoluyla arbutin iiretimi denenmistir.
Arbutin  (hidrokinon  B-D-glukozit), ekzojen olarak takviye edilmis
biyotransformasyon yoluyla farkli taksonlara ait bitkilerin in vitro kiiltiirlerinden elde
edilebilen bitki kokenli bir bilesiktir. Aronia melanocarpa biiyiime diizenleyicileri
iceren Murashige ve Skoog ortaminda sitokinin olarak BAP (6-benzilaminopiirin), 2
mg/L ve oksin olarak NAA (a-naftalenilsetik asit), 2 mg /L iceren ortamda 2 hafta
kiiltiire alinmis ve daha sonra farkli dozlarda hidrokinon seklinde 96, 144, 192, 288
ve 384 mg/L takviye edilmis daha sonra bolinmemis ya da 24 saatlik araliklarla
eklenen iki ya da ii¢ bolime ayrilmistir. Reaksiyon iirlinliniin igerigi arbutin, son
prekursor dozun eklenmesinden 24 saat sonra toplanan biyokiitle ve liyofilize ortam
orneklerinden metanolik ekstraktlarda bir HPLC yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Arbutin'in toplam miktar1 2.71-8.27 g/100 g DW arasinda degismistir. Arbutin
{iretimi, artan hidrokinon konsantrasyonu ile artmistir. Uriiniin maksimum icerigi, iKi
pargaya boliinmiis 384 mg/L’deki hidrokinon ilavesinden sonra goézlenmistir.
Biyotransformasyon verimliligi %37.04-73.80 arasinda degismektedir. Uriiniin

kimligi arbutin, izolasyonu ve aritilmasindan sonra spektral analizle dogrulanmistir.

Petrovic vd. (1990), tarafindan Aronya melanocarpa Elliot’un in vitro olarak
cogalma olasiligi arastirilmigtir. Mevcut bitki Ortilisiinden bir yillik  dallarin
tomurcuklarindan izole edilen meristemler, farkli besi ortamlarma dikilmistir.
Siirgiinler, 1.0 mg/L BAP, 0.1 mg/L IBA, 0.1 mg/L GAgz igeren ortamlarda kiiltiire
alinmistir. Aksiller tomurcuklarin en iyi gelisimi ve ¢ogaltilmasi, 0.5 mg/L BAP, 0.1
mg/L IBA, 0.1 mg/L GAs3 igeren MS ortamindan elde edilmistir. En iyi koklenme,
1.5 mgl-1 IBA ile elde edilmistir.

Suzuki vd. (2006), tarafindan yapilan bir ¢alismada daha biiyilk meyveler tasiyan
cesitler yetistirmek igin, Mavi Hanimeli ve Aronya’dan in vitro poliploidi liremesi
yapilmistir. Calismada Siyah chokeberry siirgiin apikallerinin birincil kiiltiird, 0.2-1.0
UM benziladenin (BA) ile desteklenmis Murashige ve Skoog bilesenlerinin Y4 ilinii
igeren ortamda basarili olmustur. Birincil kiiltiirde elde edilen stirgiinler, 5 uM BA
ile takviye edilmis MS ortami lizerinde etkili bir sekilde cogaltilmistir. Mavi
Hanimeli eksplantlarinin kolsisin ile muamele edilmesi ii¢ kolsisin uygulamasi

arasinda poliploid stirgiinler elde etmek icin en etkili yontem olarak belirtilmistir
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(kiiltiirlenmeden once kolsisin ¢ozeltisine daldirilmasi, alt kiiltiirler {izerinde kolsisin
¢ozeltisinin eklenmesi ve kolsisin ile takviye edilmis ortam {izerinde kiiltiirleme).
akim sitometrik analizi, diploid ve tetraploidin kimerik dokusunun, 6énce hem mavi
hanimeli hem de siyah chokeberry kolsisin ile muamele edilmis eksplantlarindan
olustugunu ve daha sonra birkag alt kiiltiir tekrar1 sirasinda tetraploidi siirglinlerin
kimerik siirgiinlerden ayrilabilecegini gostermistir. Tetraploid bitkilerin iki kati
kromozom sayis1 ve diploidinkine kiyasla daha biiylik stomalarinin oldugu sonucuna

ulasilmstir.

Litwinczuk (2012), tarafindan yapilan bir ¢aligmada Aronya ii¢ asamali olarak
cogaltilmigtir. Siyah chokeberry Aronia (Aronia melanocarpa), Kuzey Amerika'ya
0zgl bir ¢alidir. Meyveler ve sebzeler arasinda en zengin antioksidan kaynagi bitki
olarak kabul edilir. Chokeberry tohumla kolayca gogaltilabilir ancak bu yontem
Onerilmez. Mikro ¢ogaltim, diger geleneksel klonlama yontemlerinden ¢ok daha
verimlidir. Eksplantlar alt kiiltiirlerine dayali olarak dort veya ii¢ asamali yontemle in
vitro olarak ¢ogaltilmistir. ikili seyreltilmis MS veya %50 Ca*? ve Mg*? iceren MS
ortaminda kiiltire alimmistir. Bunlar 0.5-1.0 mg IBA ve 0.05 mg IBA ile
desteklenmistir. Koklendirme isleminden oOnce son gegiste ¢ift fazli ortam
onerilmektedir. Cogalan siirgiinler 2 MS ve 0.05 mg/L IBA igeren ortamda
koklendirilmistir. Dis kosullara alistirma asamasinda turba ve perlit kullanilarak

serada biiyiitiilmiistiir.

Zatyko ve Molnar (1990), tarafindan yapilan bir ¢alismada meristem kiiltiiriinden
elde edilen Aronia melanocarpa ait siirgiinler, Y2 MS igerikli hormon igermeyen
ortam lizerinde kiiltiire alismistir. pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0 olarak ayarlanmis ve
eksplantlar, bu siirecte 1s1kta 24 + 2 °C de koklendirilmistir. Koklii siirglinlerin
yiizdesi pH 3.0 ve 4.0’te biraz artmis fakat fark anlamli bulunmamistir. Siirgiinlerde

olusan kdklerin sayisi, pH 3.0'a ayarlanan ortamda en yiliksek bulunmustur.

Kami vd. (2008), tarafindan yapilan bir ¢alismada, Siyah chokeberry (Aronia
melanocarpa) ait in vitro siirglinler, vitrifikasyon, kapsiilleme-vitrifikasyon ve
kapsiilleme-dehidrasyon  olmak {izere iic metot kullanilarak  basariyla
dondurulmustur. Kapsiilleme-dehidrasyon ve kapsiilleme-vitrifikasyon, vitrifikasyon

icin daha 1yi oldugu belirlenmistir. En yiiksek yiiksek canlilik oran1 (%71,1 £2.2 ve
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%77,8 £ 4.4) olarak bulunmustur. Kapsiilleme-dehidrasyonda, en yiiksek canlilik, 6
saat boyunca silika jel ile kurutularak taneciklerin nem icerigi %19'a distugi
ortamdan elde edilmistir. Bu c¢alismada, kapsiilleme-dehidrasyon sirasinda
boncuklara ve yilikleme soliisyonlarma 1.0 M gliserol eklenmesinin, siyah
chokeberry’nin ¢izgileri ve poliploidlerine bakilmaksizin yiiksek canlilik (%91,7-

%95,0) ile sonuglandigini géstermistir.

Nas vd. (2012), tarafindan yapilan bir ¢alismada kiiltiir ortaminin ve sitokinin
tiplerinin Aronia melanocarpa min mikrogogaltimi {izerindeki etkileri arastirilmustir.
Tek aksiller tomurcuk eksplantlar1 kullanarak, 4.44 uM benziladenin (BA) ve 0.05
UM indol-3-biitirik asit (IBA) iceren MS, WPM, DKW ve NRM f{izerinde kiiltiirlerin
biiylimesi ve thidiazuron, meta-Topolin iceren (1.25, 2.5, 5.0) veya (7.5 uM ve 0.05
uM IBA) degerler karsilastirilmis, kiiltiir ortamindaki siirgiin sayisi ve uzunlugu
tizerindeki etkilerine bakilmistir. MS, DKW ve WPM ile karsilagtirildiginda, siirgiin
tiretimi NRM'de 5.7 adet/siirglin olarak bulunmustur. MS, DKW ve WPM'de
sirastyla 4.2, 4.2 ve 4.1 adet/siirgiin elde edilmistir. TDZ eksplantlar tizerinde
olusturulacak rozet filizlerin biiyiik kallus olusumuna neden olmustur. Eksplantlarin
sadece bir kismi siirgiinlere dontigmiistiir. Benziladenin hem siirgilin proliferasyonunu
hem de filiz uzamasin1 destekleyen tek sitokinindir. Daha yiiksek siirgiin sayilari,
BA'nin daha diisiik konsantrasyonlar: ile karsilagtirildiginda, 5.0 ve 7.5 uM BA'da
elde edilmistir. Mikroskobik koklerin %80'inden fazlast dis kosullara adapte

edilebilmistir.

Sutan vd. (2017), genotip ve kiiltiir ortami bilesiminin Aronia melanocarpa‘da
yenilenen siirglinlerin sayis1 ve art arda alt kiiltlirlerde siirglin uzunluklarini
aragtirmiglardir. Aronya melanocarpa (Michx.) Elliott tiiriine ait ‘Melrom’ ve ‘Nero’
gesitleri kiyaslanmigtir. MS makro, mikro elementleri ve vitaminleri igeren 4,5 mg/L
BA+0,6 mg/L IBA iceren ortamda Melrom ¢esidinde en yiiksek siirgiin sayis1 elde

edilmistir.

Kwak vd. (2015), tarafindan yapilan bir ¢alismada, bitki biiyiime diizenleyicilerinin
siirglin ¢ogalmasi ve koklenmesi iizerine etkileri arastirilmistir. Calismada en iyi
stirglin sayisi, 1.0 mg/L zeatin (8.3 + 1.0 siirglin/eksplant) ile takviye edilmis WPM

tizerinde gozlenirken, en yiiksek koklenme orami 3.0 mg/L IBA ile yari-kuvvetli

16



WPM'den elde edilmistir (8.8 kok/eksplant). Koklii bitkicikler, turba yosunu: perlit:
vermikiilit, karisimina (1:1:1) dikilmistir. Calismada, bes farkli Aronya ¢esidinde de
farkli siirgiin gogalmasi ve koklenme 6zellikleri oldugu bildirilmektedir. Cesit basina
toplam c¢ogalan siirgiin sayisi; Nero i¢in 17.4 + 0.8, Mor ve Mackenzie i¢in 14-15 ve
hem Viking hem de Odamamachiko i¢in 10 adet olarak bulunmustur. Koklenme
oranlar1 incelendiginde; Odamamachiko'nun %88'i, Viking ve Mor'un %801,
Nero’nun %76's1 ve Mackenzie'nin %601 koklenmistir. Koklendirilmis bitkilerin

canlilik oranlar1 ise %92-100 arasinda bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Arastirmada Aronya meyvesinin Nero ¢esidine ait silirglin uglar1 eksplant olarak
kullanilmustir. Fidanlar Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi, Tarim Bilimleri ve
Teknolojileri Fakiiltesine ait {iretim parselinde bulunan 3 wyillik fidanlardan
alinmigtir. Nero; Slovak ve Rusya gesitlerinin melezlemesi ile olusmus, iyi gelisim
gosteren ve c¢ok dallanan bir ¢esittir. Bitki boyu 1-1,5 m arasindadir. Genis tag
yapraklar1 bulunmaktadir. Meyvelerinin ¢ap1 12 mm’dir. Tek bir meyvenin agirligi
1,5 gr olup, meyveler mumlu yapida, renkleri mavi ya da mor, sekli daireseldir.
Salkim meyve yapisina sahiptir ve her salkimda 10-20 adet meyve bulunur. Tad1 act
fakat hos bir kokusu vardir. C vitamini igerigi oldukga ytiksektir. Diger gesitlere gore

meyve iriligi ve verimi bakimindan daha tstiindiir (Tolic vd., 2017).

a b c d
Sekil 3.1. Aronya (Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott) bitkisinin tomurcuk ve
cicek salkimi yapisi. a) 1 yillik siirgilin iizerinde tomurcuklarin goriiniimd,
b) patlayan tomurcuklarda yaprak ve salkim gelisimi, c-d) ¢igek salkimi
goriiniimii (Engin vd., 2016)
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c d

Sekil 3.2. Aronya bitkisinin ¢i¢eklerinin mikroskop altindaki gériiniimii a) ¢igeklerin
ilk gelisim asamasi, b-C) ¢anak ve tag yaprak, anter ve disi organin
goriiniimii, d) ¢icek tozu yayilimi gergeklesmis gicekten goriinim (Engin
vd., 2016).

Sekil 3.3. Aronya ‘Nero’ ¢esidi meyvelerinin renk doniisiim asamalari (Engin vd.,

2016).
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Sekil 3.4. Aronya ‘Nero’ ¢esidi meyvesinin goriiniimii. a) biitiin meyve, b) enine
kesiti, ¢) boyuna kesiti (Engin vd., 2016).
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3.2. Yontem

3.2.1. Siirgiin uclarmin sterilizasyonu

Aronya fidanlarindan may1s ayinda alinan siirgiin uglari musluk suyunda temizlenmis
daha sonra sivi bulasik deterjani ile 3-5 dakika yikanmistir. Ardindan %70’lik etil
alkol ile 1-2 dakika muamele edilmis, daha sonra saf su ile alkolden armndirilmistir.
Son olarak %15°lik sodyum hipoklorit (NaOCI) ¢6zeltisinde 12 dakika bekletilmis
ardindan 3 kez 5’er dakika siireyle steril saf su ile ¢alkalanmistir. Steril edilen siirgiin

uclar steril kagitta kurutulduktan sonra yiizey sterilizasyonu tamamlanmaigtir.

3.2.2. Bitki biiyiime diizenleyicileri

Denemede, Murashige-Skoog (MS)'un temel besin ortami (gizelge 3.1.) kullanilmis
olup yapilan 6nceki ¢alismalar dikkate alinarak degisik bitki biliylime diizenleyici
maddelerinin farkli dozlari ilave edilmistir. Oksin grubundan IBA (indol biitirik asit),
sitokinin grubundan BAP (benzil amino piirin), gibberellin olarak da GAs
(Gibberellik asit) ¢alismada farkli dozlarda kullanilmistir. Besin ortamlarina 30 g/L
sakkaroz ve 6,5 g/L agar eklenerek pH’1 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak
5.7’ye ayarlanmistir. Hazirlanan besin ortamlar1t 100 ml olan magenta kaplarma 20
ml olarak konulmus ve 121 °C’de 1.2 atmosfer basingtaki otoklavda 15 dakika
tutularak sterilizasyonu yapilmistir. Arastirmada herhangi bir enfeksiyon ile
karsilasilmamistir.  Bu nedenle enfeksiyon oram1 %0 olarak bulunmustur.

Sterilizasyon ve tiim doku kiiltiirti islemleri steril kabin i¢inde yiiriitilmiistiir.
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Cizelge 3.1. Murashige-Skoog (MS) temel besin ortam1 (Murashige and Skoog,

1962)

Bilesikler (mg/L) Konsantrasyon
KNOs 1900
NHsNO3 1650
CACl2. H2.0 440
MgSOs. 7H20 370
KH2PO4 170
Kl 0,83
H3BO3 6,2
MnSO4. H20 16,9
NaMoOgs. 2H20 0,25
CuSOs. 5H.0 0,025
ZnS04. 7TH20 8,6
CoCl2. H20 0,025
FeSOa. 7TH20 27,8
Na,EDTA2H,0 37,3
Vitaminler

Thiamine 1,0
Nicotinic asit 05
Pyridoksin-HCL 0,5
Aminoasit

Glycin 2
Organik maddeler

Myo-Inositol 100

3.2.3. Kiiltiir ortamnin bilesimi

3.2.3.1 Cogaltma ortamm

Arastirmada 5 farkli gogaltma ortami kullanilmistir. Bu agsamada eksplant olarak 2-3
bogumlu (=2cm) siirgilinler kullanilmistir. Cogaltma ortami i¢in denemede kullanilan
biiylimeyi diizenleyici madde kombinasyonlari ve ortam numaralar1 Cizelge 3.2°de
verilmistir. Besin ortamlarina 30 g/L sakkaroz ve 6,5 g/L agar eklenerek pH’1 I N
NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.7°ye ayarlanmistir. Hazirlanan besin ortamlari
100 ml olan magenta kaplarina 20 ml olarak konulmus ve 121 °C’de 1.2 atmosfer

basingtaki otoklavda 15 dakika tutularak sterilizasyonu yapilmaistir.
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Cizelge 3.2. Denemede kullanilan ¢cogaltma ortami icerigi

Ortam numarasi Ortam igerigi (mg/L)

1 MS+1 mg/L BAP+0.01 mg/L IBA

2 MS+0.5 mg/L BAP+0.01 mg/L IBA+0.5 mg/L GAs
3 MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+0.5 mg/L GAs
4 MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GAs

5 MS+2 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+0.5 mg/L GAs

3.2.3.2 Koklendirme ortami

Koklendirme ortami i¢in denemede kullanilan ortam igerikleri ve ortam numaralari
Cizelge 3.3’de verilmistir. Bu asamada eksplant olarak 2-3 bogumlu (>2cm)
stirglinler kullanilmistir. Koklendirme ortami i¢in yart mukavemetli MS ortami
kullanilmistir. Calismada 2 MS ortamina IBA’nin (0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ppm) farkli
dozlan ile 30 gr/L sakaroz, 6,5 gr/L agar ilave edilmis ve pH 5.6’ya ayarlanmistir.
Hazirlanan besin ortamlar1 100 ml olan magenta kaplarina 20 ml olarak konulmus ve
121 °C’de 1.2 atmosfer basingtaki otoklavda 15 dakika tutularak sterilizasyonu
yapilmistir. Ayrica 6n deneme g¢aligmalarinda karanlik uygulamalarina yer verilmis
fakat karanlik uygulamalarmin kok gelisimi lizerine herhangi bir etkisi bulunmadigi

i¢in denemede kullanilmamistir

Cizelge 3.3. Denemede kullanilan koklendirme ortami igerigi

Ortam numarasi Ortam igerigi (mg/L)

2 MS+0.1mg/L IBA
%2> MS+0.5mg/L

2 MS+ 1.0 mg/L IBA
> MS+1.5 mg/l IBA
> MS+2.0 mg/l IBA

O~ wNPE-

Kiiltiire alan siirglin uglar1 24+ 2 °C sicaklik, 8 saat karanlik ve 16 saat aydinlik
kosullarda, floresan lambalarinin bulundugu iklim odasinda 3 hafta siireyle inkiibe
edilmistir. Eksplantlar ayn1 biiylimeyi diizenleyici madde kombinasyonu igeren MS

ortaminda arka arkaya 3 defa 3’er hafta siireyle alt kiiltiire alinmistir.

3.2.4. Arastirmada incelenen ozellikler;

1)Siirgiin olusturan eksplant sayist (SOES) (%): Her magenta kabinda siirgiin

olusturan eksplantlar sayilarak yiizde olarak ifade edilmistir.
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2)Eksplant basina siirgiin sayis1 (EBBS) (adet): Her eksplantta gelisen siirgiinler

sayilmig ve siirglin veren eksplantlarin ortalamasi alinmistir.

3)Siirgiin boyu (SB) (mm): Her alt kiiltiirden sonra siirgiin boyu kumpas ile mm

cinsinden Ol¢lilmiistiir.

4)Koklenme orani (KO) (%): Her magenta kabindaki koklenen siirglinler sayilarak
yiizde olarak ifade edilmistir.

5)Siirgiin basina kok sayisi (SBKS) (adet): Her siirglindeki kokler sayilarak ortalama

olarak ifade edilmistir.

6)Kok uzunlugu (KU) (mm): Koklerin uzunlugu kumpas ile mm cinsinden

Olclilmiistiir.

7)Vitrifikasyon oran1 (VO) (%): Her kaptaki vitrifikasyon orani yiizdesel olarak ifade
edilmistir.

8)Bogum sayisi (BS) (adet): Her siirgiindeki bogum aralari sayilarak ortalama olarak

ifade edilmistir.

9)Kok kalinligr (KK) (mm): Kok kalinliklart kumpas ile olciilerek ortalama ifade

edilmistir.

Arastirmada dis kosullara adaptasyonla ilgili ¢alisma yapilmamistir. Fakat koklenen
bitkiler agardan temizlendikten sonra fungusitle muamele edilmis ve torf-perlit
karsimi kullanilarak viyollere dikilmistir. Bitkilerde olusan su kaybini 6nlemek i¢in
bitkilerin {izeri stre¢ filmle sarilmis ve hava akisini saglamak igin stre¢ film iizerinde
delikler acilmustir. Bitkiler 2 hafta kadar iklim odasinda muhafaza edilmis ve daha

sonra dis ortama alinmustir.
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3.2.5. Verilerin analizi

Deneme 5 tekerriirlii ve her tekerriirde 5 eksplant olacak sekilde Tesadiif Parselleri
Deneme Desenine gore yiiriitiilmiis olup elde edilen veriler, MINITAB 17.0 paket
programi kullanilarak Varyans analizine (P<0.01-P<0.05) tabi tutulmus ve ortaya

¢ikan farkliliklar Tukey Coklu Karsilagtirma Testi kullanilarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Aronya’nin (Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott) doku kiiltiirii yontemiyle
cogaltimi tlizerine farkli biliylime diizenleyici madde kombinasyonlarinin etkilerini
ortaya koymak i¢in yapilan bu ¢alismada Isparta kosullarinda yetisen Aronya’nin
Nero ¢esidine ait fidanlarindan alinan siirgiin uglarindan, siirgiin olusturan eksplant
sayist (SOES) (adet), eksplant basina siirgiin sayis1 (EBSS) (adet), siirgiin boyu (SB)
(mm), koklenme oran1 (KO) (adet), siirgiin basina kok sayist (SBKS) (adet), kok
uzunlugu (KU) (mm), vitrifikasyon oran1 (VO) (%), bogum sayisi (BS) (adet) gibi

birtakim parametreler incelenmistir.
4.1. In Vitro Rejenerasyon ve Kardeslenme
Calismada Aronya’nin Nero ¢esidine ait siirgiin uglar1 eksplant olarak kullanilmistir.

Sekil 4.1’de On denemelerde (MS+1 g/L BAP+0.02 mg/L IBA+0.5 mg/L GA3)
igerikli ortamdan elde edilen bitkiler verilmistir.

Sekil 4.1. On denemelerde doku kiiltiiriinden elde edilen bitkiler
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4.1.1. Birinci alt kiiltiir

Cizelge 4.1. Birinci alt kiiltir icin EBBS, VO, SOES, SB, BS verileri

Oyt '8 EBBS (adel)* VO (%)™ SOES(%) SB(mm)*  BS (ade)*

MS+1 mg/LBAP

b b a a
0.01 mg/L IBA 2,78+1,1 3,13+1,4 100+0,0 17,51+0,9 4,22+0,2

MS+0.5 mg/L BAP
0.01 mg/L IBA 3,00+1,0  18,75+4,8%®  100+0,0  16,02+1,5°  3,69+0,3°
0.5 mg/L GAs

MS+1 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 4,06+1,2®  18,75£5,3%®  100+0,0  16,08+1,1°  3,85+0,3°
0.5 mg/L GA;

MS+1 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 4,37+£2,17 20,31+£2,5%  100+0,0 16,51+0,8%  3,97+0,2%
1 mg/L GA3

MS+2 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 2,84+1,8%® 34,38£2,6°  100+£0,0  16,17+1,0°  3,95+0,3%
0.5 mg/L GAs

*Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05).
**Ayni stitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.01).

Birinci alt kiiltiire ait eksplant basina bitki sayis1 (EBBS), siirgiin olusturan eksplant
sayist (SOES), vitrifikasyon orani (VO), siirgiin boyu (SB), ve bogum sayisi (BS)
ortalamalar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Cogaltma asamasinda kullanilan farkli
biiylimeyi diizenleyici kombinasyonlarinin eksplant bagina bitki sayisi1 iizerine etkisi
incelendiginde, ortamlar arasindaki farklar istatistik olarak onemli bulunmustur
(P<0.05). Eksplant basina bitki sayis1 bakimindan en iyi ortam 4,37 adet/eksplant ile
MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GAs igerikli ortamdir. Eksplant basina
bitki sayis1 bakimindan 2. (MS+0.5 mg/L BAP+0.01 mg/L IBA+0.5 mg/L GA3), 3.
(MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+0.5 mg/L GAgz) ve 5. (MS+2 mg/L BAP+0.02
mg/L IBA+0.5 mg/L GAs) ortamlar arasindaki farklar istatistik olarak Onemli
degildir. En diisik EBBS degeri ortalama 2,78 adet/eksplant ile MS+1 mg/L
BAP+0.01 mg/L IBA igerikli ortamdan elde edilmistir. MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L
IBA+1 mg/L GAs igerikli ortamin en yiiksek olmasinin nedeninin, igerisindeki
sitokinin/oksin miktar1 oldugu diistiniilmektedir. Kwak vd. (2015), tarafindan aronya
cesitleri lizerine yapilan bir ¢alismada ise bitki biiyiime diizenleyicilerinin siirgiin
cogalmast ve koklenmesi iizerine etkileri arastirilmistir. Calismada en iyi siirgiin
sayisi, 1.0 mg/L zeatin (8.3 siirgiin/eksplant) ile takviye edilmis WPM iizerinde
gozlenirken, cesit basina toplam c¢ogalan siirgiin sayisi; Nero i¢in 17.4, Mor ve

Mackenzie i¢in 14-15 ve hem Viking hem de Odamamachiko i¢in 10 adet olarak
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bulunmustur. Bu sonuglarla calisma sonuglarimizin farkli olmasinin nedeni
kullanilan WPM ortam1 ve Zeatin kullanim1 oldugu diisiiniilmektedir. Baz: tiirler i¢in
1 mg/L IBA’in kardeslenme igin iyi oldugu bildirilmektedir. Nitekim Kapari
tirlerinin (Capparis L.) tohumla ve doku kiiltiirii ile gogaltilmasi {izerine yapilan bir
arastirmada, MS temel besin ortamina ilave edilen 0.05 mg/L 1AA ve 0.1 mg/L GA3
uygulamalarinda artan BAP dozlarmin (1.0-2.0-3.0 mg/L) etkisi arastirilmis, en
yiiksek ¢ogaltim sayisinin 1 mg/L BAP igeren ortamdan elde edildigi bildirilmistir
(Sayilir vd., 2007).

Arastirmamizda farkli bitki bliyiime diizenleyicilerinin vitrifikasyon orani iizerine
etkisi incelenmistir. Ortamlar arasindaki farklar istatistik olarak énemli bulunmustur
(P<0.01-P<0.05). En yiiksek vitrifikasyon oram1 MS+2 mg/L BAP+0.02 mg/L
IBA+0.5 mg/L GAs igerikli ortamda gozlenmistir (%34,38). Diger 4 ortam
arasindaki farklar istatistik olarak onemli degildir. MS+2 mg/L BAP+0.02 mg/L
IBA+0.5 mg/L GAs igerikli ortamda diger ortamlara gore daha fazla vitrifikasyon
olmasinin sebebinin bu ortam igerisindeki yliksek BAP konsantrasyonu oldugu
disiiniilmektedir. Yapilan benzer calismalarda da vitrifikasyon oraninin, yiiksek
sitokinin seviyesiyle iliskili oldugu bildirilmektedir. Chawla (2002), vitrifikasyonu;
Vitrifikasyon yapraklarda ve bazen govdelerde goriilen camsilasma, saydamlasma,
sukkulent veya islak ve genellikle sis goriinimlii olan in vitro dokularin istenmeyen
fiziksel bozuklugudur seklinde tanimlamaktadir. Vitrifikasyonun olusumu ve
derecesi ¢ok sayida kompleks faktorden -etkilenebilmektedir. Mikrogogaltimda
vitrifikasyonun bir¢ok sebebi olabilir. Bunlar arasinda 1s1k siddeti, sicaklik, BAP
konsantrasyonu ve bitkinin fizyolojik yapisi gosterilebilir. Karanfil ve enginarda
artan agar ve/veya seker konsantrasyonu vitrifikasyonu genellikle azaltmaktadir. Bu,
bazi durumlarda kiiltiir kabindaki daha 1yi gaz degisimiyle engellenebilir. Pierik
(1987), geng, yumusak bitki materyalinin vitrifikasyona daha hassas oldugunu 2 fazli
ortam kullaniminin (yar1 kati+likid ortam) vitrifikasyonu kismen azalttigi veya
tamamen Onledigini bildirmektedir. Sitokinin seviyesi, diislik 151k, yiiksek sicaklik,
kiiltiir kabmin tipi, alt kiiltlirlerin sayis1 ve uzunlugu ve dezenfeksiyon siiresince

zararlanma benzeri faktorler vitrifikasyona neden olmaktadir (Puchooa vd., 1999).

Arastirmamizda siirgiin olusturan eksplant sayisi i¢in uygulamalar arasindaki farklar

istatistik olarak 6nemli bulunmamistir. Besin ortamlarina dikilen biitiin eksplantlarda
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kardeslenme gozlemlendigi i¢in bu oran %100 olarak tespit edilmistir. Bu durum
Aronya’nin fizyolojik yapisindan kaynaklanmaktadir. Bitkide yliksek miktarda
vitrifikasyon ya da enfeksiyon olmadigi siirece ortama dikilen biitiin bitkilerin siirgiin
verdigi belirlenmistir. Aronya iizerine yapilan farkli bir ¢alismada da siirgiin
cogaltma asamasinda, TDZ kullanilarak %98,9 oraninda siirgiin olusturan eksplant

sayisi tespit edilmistir (Siyanesan vd., 2016).

Farkli biiyiime diizenleyicilerin siirgiin boyu {izerine etkileri incelenmis olup,
ortamlar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). Siirgiin
boyu bakimindan en yiiksek ortalama 17,51 mm/eksplant ile MS+1 mg/L BAP+0.01
mg/L IBA igerikli ortamdan elde edilmistir. Siirgiin boyu agisindan MS+1 mg/L
BAP+0.01 mg/L IBA ve MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GAsz igerikli
ortamlar arasindaki fark istatistik olarak onemli degildir. Bir numarali ortamda
stirgiin boyunun yiikksek olmasinin sebebinin sitokinin/oksin oranit oldugu
diisiniilmektedir. Bazi arastiricilar ise artan BAP konsantrasyonlarinda siirgiin
boylarinin azaldigini bildirmektedirler (Sayilir vd., 2007). Bu durum ayni zamanda
alt kiiltiir sayisiyla da iligkilendirilebilir. Alt kiiltiir sayis1 arttik¢a bitkinin farkli

ortamlardaki adaptasyonu sayesinde farkli sonuglar da elde edilebilmektedir.

Farkli biiyime diizenleyicilerin bogum sayisi lizerine etkileri incelenmis olup,
uygulamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). Bogum
sayist agisindan en iyi ortam 4,22 adet/eksplant ile 1 numarali ortamdir. Bogum
sayist bakimindan MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+0.5 mg/L GAs, MS+1 mg/L
BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GAs, ve MS+2 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+0.5 mg/L
GAz igerikli ortamlar arasindaki farklar istatistik olarak onemli degildir. En diisiik
bogum sayist 3,69 adet/eksplant ile MS+0.5 mg/L BAP+0.01 mg/L IBA+0.5 mg/L
GAsz igerikli ortamdan elde edilmistir. GAs konsantrasyonunun bogum sayisini
arttirdigi bilinmekle aragtirmamizda 1. alt kiiltirde GA3 bulunmayan ortamin bogum
sayisinin en yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu durumda bitkilerin 1. alt kiiltiirde GA3
ilavesine tepki gostermedigi diisiiniilebilir. Bazi kiraz anaclar iizerine yapilan bir
arastirmada, ¢ogalma ve meydana gelen yeni siirglinlerin gelismesi tizerine diisiik
konsantrasyonda GAs uygulamasinin herhangi bir etkide bulunmadigi, buna karsilik
konsantrasyonun arttirilmas1 halinde ¢ogalmanin olumsuz yonde etkilendigi

bildirilmektedir (Hepaksoy, 2004).
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4.1.2. ikinci alt kiiltiir

Cizelge 4.2. Ikinci alt kiiltiir icin EBBS, VO, SOES, SB, BS verileri

Ort?nl?mlgl/?_e)ng1 EBBS (adet)** VO (%)** SOES (%) SB(mm)**  BS (adet)**

MS+1 mg/LBAP

b ab b b
0.01 mg/L IBA 2,53+0,4 26,25+9,5 100+0,0  16,48+2,2 3,95+0,6

MS+0.5 mg/L BAP
0.01 mg/L IBA 2,56+0,4 16,88+4,7®  100+0,0  17,00+3,4>  4,00+0,8°
0.5 mg/L GA;

MS+1 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 3,78+0,52 11,25£2,0°  100+£0,0 ~ 15,434+2,7°  3,72+0,7°
0.5 mg/L GA;

MS+1 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 4,78+1,7° 15,00+£3,9°  100+£0,0  23,55+3,8°  5,39+0,9°
1 mg/L GA3

MS+2 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 2,6840,6° 31,88+5,52 100+£0,0 22,52+6,12 5,461,128
0.5 mg/L GAs

*Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05).
** Ayni stitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak onemlidir (P<0.01).

Ikinci alt kiiltire ait bazi parametreler Cizelge 4.2°de verilmistir. Arastirmada
kullanilan farkli biiylime diizenleyici madde kombinasyonlarmmin eksplant basina
bitki sayis1 iizerine etkisi incelenmistir. Eksplant basina bitki sayis1 bakimindan
uygulamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemli bulunmustur (P<0.01-P<0.05).
Eksplant basina bitki sayis1 agisindan en iyi ortam bitki basina 4,78 adet/eksplant ile
4 numarali (MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GAs) ortamdir. Ugiincii
(MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+0.5 mg/L GAgz) ve 4. (MS+1 mg/L BAP+0.02
mg/L IBA+1 mg/L GAz) ortamlar arasindaki farklar istatistik olarak dnemli degildir.
Eksplant bagina bitki sayis1 bakimindan MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L
GAsigerikli ortamin yiiksek olmasinin sebebinin BAP-IBA-GA3 kombinasyonundan
kaynakli etkilesimler oldugu diistiniilmektedir. Bu konuyla ilgili literatiir
incelendiginde sitokininlerin ve gibberallinlerin hiicre biiylimesi ve hiicre
boliinmesini dolayisiyla da yan siirgiin olusumunu tesvik ettigi sonucuna ulasilmistir.
Ayrica sitokinin/oksin orani yani sira oksin/gibberallin oraninin da Onemli
olabilecegi diisiiniilmektedir. Farkli biliylimeyi diizenleyici madde
kombinasyonlarmin bazi kiraz anaclar {izerine etkisinin incelendigi bir ¢alismada
ortalama siirgiin sayilar1 bakimindan Gisela 5 anacinda MS ortamina ilave edilen 1
mg/L BAP, 0.02 mg/L IBA ve 1 mg/L GAshormon kombinasyonlarinda en yiiksek
stirgiin sayisina (5.08 adet/eksplant) ulasildig:r bildirilmistir (Giigli vd., 2010).
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Siiliisoglu ve Celik (2003), ise siirgiin sayisi bakimindan 1 mg/L BAP ve 0.5 mg/L
IBA, siirgiin uzunlugu bakimindan ise 0.5 mg/L IBA konsantrasyonlarinin en iyi
sonucu verdigini saptamislardir. Ayrica, Theiler-Hedtrict ve Feucht (1984), en iyi
cogaltim ortamimin 0.1 mg/l ve 1 mg/l BAP oldugunu bununla birlikte Silva vd.
(2003), ise en iyi ¢ogaltmanin 0.5 mg/L BAP ’da gergeklestigini bildirmislerdir.

Farkli biliylime diizenleyicilerin vitrifikasyon orani iizerine etkisi incelenmistir.
Vitrifikasyon orani bakimindan uygulamalar arasindaki farklar istatistik olarak
onemlidir (P<0.01-P<0.05). En yiiksek vitrifikasyon orant MS+2 mg/L BAP+0.02
mg/L IBA+0.5 mg/L GAg igerikli ortamda gozlemlenmistir (%31,88). Vitrifikasyon
orani bakimindan 1., 2., 3., ve 5. ortamlar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemli
degildir. En diisiik vitrifikasyon oran1 MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+0.05 GA3
iceren ortamda tespit edilmistir (%11,25). En yiiksek vitrifikasyon oraninin 2 mg/L
BAP+0.02 mg/L IBA+0.5 GAs igeren ortamda olma sebebi olarak bu ortam
icerisindeki BAP konsantrasyonunun diger ortamlara gére yliksek olmasinin yaninda
dikim asamasindan sonra olusabilecek sicaklik degisimi ve c¢evre sartlar1 da
gosterilebilir. Bir, 3 ve 4 numarali ortalamalar arasinda vitrifikasyon orani
bakimindan fark olmamasinin sebebinin her iki ortamda da 1 mg/L BAP kullanilmas1
oldugu diisliniilmektedir. Literatiir incelendiginde yapilan ¢alismalarda da tiirlere
gore degismekle birlikte artan sitokinin konsantrasyonunun vitrifikasyon oranini
arttirdi1 sonucuna ulagildig: bildirilmektedir. Puchooa vd. (1999), sitokinin seviyesi,
diisiik 151k, yiksek sicaklik, kiiltiir kabinin tipi, alt kiiltiirlerin sayist ve uzunlugu ve
dezenfeksiyon siiresince zararlanma benzeri faktorlerin de vitrifikasyona neden

oldugunu belirtmektedir.

Biitiin eksplantlarda siirgiin olustugu i¢in denemede bu oran %100 olarak
belirlenmistir. Bu durumun nedeni Aronya’nin doku kiiltiirii ile ¢cogaltiminda BAP
kullantminin yan siirgiin sayisini tesvik etmesi ve siirgiin sayisini arttirmasidir.
Siyanesan vd. (2016), tarafindan yapilan bir ¢alismada da Aronia melanocarpa
(Michx.) Elliott'un siirgiin ucu kiiltiirlerinden biyoaktif bilesiklerin {iretimi
icin verimli  bir in vitro ¢ogaltma protokolii gelistirilmistir. Araziden alinan
eksplantlar TDZ (0.25, 0.50, 1.0 ve 2.0) ile takviye edilmis Murashige ve Skoog
(MS) ortam1 iizerinde kiiltiire alinmustir. Siirglin ¢ogalmasi %98.9 oraninda

gerceklesmistir. Bu arastirma ¢alisma sonuglarimizi destekleyici niteliktedir.
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Bitki biiylime diizenleyicilerin siirglin boyu iizerine etkisi istatistik olarak 6nemli
bulunmustur (P<0.01-P<0.05). En uzun siirgiin boyu 1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1
mg/L GAsz iceren ortamda (23,55 mm/eksplant) elde edilmistir. Siirgiin boyu
bakimindan 4. ve 5. ortamlar arasindaki fark ile 1., 2., ve 3. ortamlar arasindaki
farklar istatistik olarak 6nemli degildir. MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L
GAs igerikli uygulamada siirglin uzunlugunun yiiksek olmasmin nedeni, ortam
icerisindeki BAP ve GAz kombinasyonunun siirgiin uzunlugunu artirmasidir.
Bulgularimizi destekler nitelikteki bir ¢alismada Aspir’in (Carthamus tinctorius L.)
In vitro mikrogogaltimi ve koklendirilmesi ilizerine yapilan farkli bir ¢caligmada 4
haftalik kiiltiir periyodu sonunda, test edilen BAP konsantrasyonlarinda, en iyi
stirglin boyu 3.39 cm ile 2.0 mg/L BAP iceren ortamdan elde edildigi ve 1 mg/L
BAP iceren ve 2 mg/L BAP iceren ortamlar arasinda fark olmadig: tespit edilmistir
(Birecikli ve Akbas, 2018).

Farkli biliylime diizenleyicilerin bogum sayis1 lizerine etkisi incelenmistir. Bogum
sayist bakimindan uygulamalar arasindaki farklar istatistik olarak énemlidir (P<0.01-
P<0.05). Bogum sayis1 agisindan en yiiksek ortalama 5,39 adet/eksplant ile 1 mg/L
BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GAsigeren ortamdan elde edilmistir. Dordiincii ve 5.
ortamlar ile 1.-2.-3. ortamlar arasinda farklar istatistik olarak onemli degildir. En
yiiksek GA3z konsantrasyonu 1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GAs ilaveli
ortamda bulundugu icin en yiiksek bogum sayisinin da yine bu ortamdan elde
edildigi distintilmektedir. Giiglii vd. (2010), ise Maxma 14 anacinda en uzun siirgiin
boyuna (1.61 cm) MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GA3s igeren besi
ortamindan elde etmis ve besi ortamina gibberellik asit eklenmesinin siirgiin
boylarin1 uzattigini bildirmistir. Yine ayni calismada siirgiin uzunluklarini artirmak
amactyla ortamlara ilave edilen 0.5 ve 1.0 mg/L GAg3 siirgiin boyunu 6nemli oranda

arttirmistir. Bu sonuglar bizim ¢alismamizi da destekleyici niteliktedir.
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4.1.3. Ugiincii alt kiiltiir

Cizelge 4.3. Uciincii alt kiiltiir icin EBBS, VO, SOES, SB, BS verileri

Oft?nffgi/‘ie)“gi EBBS (adety*> VO (%) SOES (%) SB(mm)* BS (adet)

MS+1 mg/LBAP

b a
0.01 mg/L IBA 2,68+0,6 17,50+£2,9 100+0,0  21,30+3,2% 4,93+0,7

MS+0.5 mg/L BAP
0.01 mg/L IBA 3,00+£1,0°  27,5044,2  100+0,0  19,5542,6%° 4,75+0,6
0.5 mg/L GAs

MS+1 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 4,59+1,62 25,63+2,5 100£0,0  19,7142,2% 4,62+0,7
0.5 mg/L GAs

MS+1 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 4,53+1,22 22,69+3,8  100+0,0  21,59+2,8% 4,81+0,5
1 mg/L GA3

MS+2 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 3,56+1,5%  30,63+6,9 100+0,0  18,65+2,0° 4,44+0.5
0.5 mg/L GA;

*Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05).
**Ayni stitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak onemlidir (P<0.01).

Cizelge 4.3’de iciincii alt kiiltiire ait bazi parametreler verilmistir. Farkli biiylime
diizenleyicilerin eksplant basina bitki sayis1 lizerine etkisi incelenmis, uygulamalar
arasindaki farklar istatistik olarak 6nemli bulunmustur (P<0.01-P<.05). Eksplant
basina bitki sayis1 bakimindan en yiiksek ortalama 4,53 adet/eksplant ile 4 numarali
(MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GA3) ortamdan elde edilmistir. Ugiincii,
4. ve 5. ortamalar arasindaki farklar istatistik olarak onemli degildir. Bu durum
onceki alt kiiltiirlere paralel olarak ortam igerisindeki bitki biiylime diizenleyicilerin
birlikte etkisiyle aciklanabilir. MS+1 mg/L IBA+0.01 mg/L IBA igerikli ortamda
ortamda en diisiik eksplant sayisina ulasilmistir. Bunun sebebi olarak 0.01 mg/L IBA
dozu gosterilebilir. Arastirma sonucunda BAP’in GA3 ile kullaniminin yan siirgiin
sayisini arttirdi@i diigiiniilmektedir. Bu nedenle de 1 numarali ortam (MS+1 mg/L
IBA+0.01 mg/L IBA) eksplant sayis1 bakimindan diigiik olmustur. Ciinkii diger 4
ortam icerisinde farkli dozlarda GAs bulunmaktadir. Petrovic vd. (1990), tarafindan
Aronya melanocarpa’nin in vitro olarak g¢ogalma olasihiginin arastirildigi farkli bir
calismada ise mevcut bitki Ortlistinden bir yillik dallarin tomurcuklarindan izole
edilen meristemler, farkli besi ortamlarina dikilmistir. Siirgiinler, 1.0 mg/L BAP, 0.1
mg/L IBA, 0.1 mg/L GAs igeren ortamlarda kiiltire alinmistir. Aksiller
tomurcuklarin en 1yi gelisimi ve cogaltilmasi, 0.5 mg/L BAP, 0.1 mg/L IBA, 0.1
mg/L GA3z iceren MS ortamindan elde edilmistir. Myrobolan 29-C, MaxMal4,
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MaxMa60, GF677 ve GN gibi anaglarin doku kiiltliri ile ¢ogaltilmasi ile ilgili
yapilan bir ¢aligmada ise siirgiin olusumu ve gelisimi i¢in en uygun besi ortaminin 1
ve 2 mg/L BAP igeren besi ortamlar1 oldugu bildirilmistir (Arici, 2008). Literatiir
incelendiginde siirgiin ucu Kkiiltiirlinde yapilan c¢alismalarda GAs3 arastirmalarda

kullanilmaktadir.

Farkli biiyiime diizenleyicilerinin vitrifikasyon orani iizerine etkisi istatistik olarak
onemli degildir. En yiiksek vitrifikasyon oran1 MS+2 mg/L BAP+0.02 mg/L
IBA+0.5 mg/L GAs igerikli ortamdan (%30,63) elde edilmistir. Genel olarak
bitkilerde alt kiiltlir sayis1 arttik¢a vitrifikasyon orani artmaktadir. Bu nedenle de
ortamlar arasindaki farklar 6nemli bulunmamistir. Bu durum onceki bilgilere paralel
olarak yiiksek BAP konsantrasyonu ve cevre sartlariyla da iliskilendirilebilir. Cilinkii
vitrifikasyonun birgok sebebi olabilir. Bunlar arasinda sicaklik degisimi, ortamin

nem igerigi, 151k siddeti, alt kiiltiir sayis1 gosterilebilir.

Siirglin  olusturan eksplant sayis1 daha onceki Kkiiltiirlere paralel olarak %100
bulunmustur. Arastirmada, Aronya’nin doku kiiltiiri yontemiyle cogaltiminda
optimum c¢evre sartlar1 saglanmasi ve kontaminasyondan kaynakli bir problem
olusmamast durumunda besin ortamina dikilen saglikli materyalin yan siirgiin

olusturdugu goézlemlenmistir.

Farkli biiylime diizenleyicilerin siirglin uzunluguna etkisi incelenmis, uygulamalar
arasindaki farklar istatistik olarak énemli bulunmustur (P<0.05). En iyi siirgiin boyu
MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GAs igerikli ortamdan (21,59
mm/eksplant) elde edilmis olup, 1., 2., 3. ve 4. ortalamalar arasindaki farklar
istatistik olarak onemli degildir. En kisa siirgiin boyu ise MS+2 mg/L BAP+0.02
mg/L IBA+0.05 mg/L GAszigeren ortamdan elde edilmistir (18,65 mm/eksplant). En
kisa silirgiin boyunun 5. ortamdan elde edilmesinin nedeninin, ortam igerisindeki
yiiksek BAP kullanimindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. MS+1 mg/L BAP+0.02
mg/L IBA+1 mg/L GAs igerikli ortamin siirgiin uzunlugu bakimindan yiiksek
olmasimin nedeni alt kiiltiir sayisinin artmasi ve ortam icerisindeki sitokinin miktari
ile iligkili olabilecegi diisliniilmektedir. Bu konuda literatlir incelendiginde, artan
BAP konsantrasyonunda siirgiin boyunun hem arttigt hem de azaldigi yoniinde

caligmalar bulunmaktadir. Nitekim sert ¢ekirdekli tiirler iizerine yapilan farkli bir
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calismada, ortalama siirgiin boylar1 karsilastirilmis, MS ortamina ilave olarakl mg/L
BAP, 0.02 mg/L IBA ve 1 mg/L GAs igeren ortamda en uzun siirgiinler (1.56
cm/eksplant) elde edilmistir (Arici, 2008). Gisela 5 kiraz anacinin ¢ogaltilmasi ve
koklenmesi lizerine yapilan bagka bir calismada ise MS besi ortamina eklenen 1 mg
/L BAP dozunun siirgiin boyu bakimindan en iyi sonuglari verdigi tespit edilmis ve
ortalama siirgiin boyu 1.70 cm bulunmustur (Demiral ve Ulger, 2008). MaxMa 14
anacinda yapilan farkli bir ¢alismada da en uzun siirgiin boyu (1.61cm) MS+1 mg/L
BAP+0.02 mg/L IBA +1 mg/L GAs igeren besi ortaminda MaxMa 14 anacinda elde
edilmistir (Gliglii vd., 2010). Goriildiigii gibi siirgin boyu agisindan literatiir ile

calismamiz arasinda benzer sonuglar bulunmaktadir.

Calismamizda farkli bitki biiyiime diizenleyicilerin bogum sayisina etkisi
incelenmistir. Bogum sayis1 agisindan uygulamalar arasindaki farklar istatistik olarak
onemli degildir. Caligmamizda alt kiiltiir sayisinin artmasit bogum sayisini
etkilememistir. Bu durumun nedenleri arasinda bitkinin fizyolojik yapist ve alt kiiltiir
sayis1 gosterilebilir. Cilinkii bitkilerin bogum sayisinin siirekli artmasi beklenen bir
durum degildir ve ayn1 zamanda alt kiiltiir sayis1 arttik¢a bitki yaslanmakta ve

uygulamalarin istenilen etkiyi gosterememis olabilecegi diistiniilmektedir.

4.1.4. Kullanilan ortamlarin 6zellikler bakimindan degerlendirilmesi

Cizelge 4.4. Ortamlarin EBBS, VO, SOES, SB, BS bakimindan karsilastirilmasi

Ort?%ngllie)ngl EBBS (adet)** VO (%)** SOES (%) SB(mm)**  BS (adet)**

MS+1 mg/LBAP

b b ab ab
0.01 mg/L IBA 2,66+0,7 15,63+4,9° 100+0,0 18,43+3,1 4,37+0,7

MS+0.5 mg/L BAP
0.01 mg/L IBA 2,85+0,8" 21,04+4,1°  100+0,0 17,5242,9°  4,14+0,7°
0.5 mg/L GAs

MS+1 mg/L BAP i ;
0.02 mg/L IBA 4,14+1,28 18,54+4 3% 100+0,0 17,07£2,8>  4,07£0,7
0.5 mg/L GA;

MS+1 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 4,56:1,72 19,33+4,6° 100£0,0  20,55+4,0°  4,72+0,8?

1 mg/L GA3

MS+2 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 3,03+1,4° 32,29+4,4*  100+£0,0  19,11+4,5a° 4,62+0,9%°
0.5 mg/L GA;

*Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6énemlidir (P<0.05).
** Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.01).
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Alt kiiltirlerin in vitro rejenerasyon ve kardeslenme {iizerine etkisi gozetilmeden
farkli biliylime diizenleyicilerin bazi parametreler iizerine etkisi Cizelge 4.4’de
incelenmistir. Buna gore farkli bliylime diizenleyicilerin eksplant basina bitki sayisi
bakimindan uygulamalar arasindaki farklar istatistik olarak onemli bulunmustur
(P<0.01-P<0.05). D6rt numarali ortam (MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L
GAs) eksplant basina 4,56 adet/eksplant bitki sayisi ile en yiiksek bulunmus
olup 3. ve 4. ortalamalar arasinda ki fark istatistik olarak onemsizdir. Bu
durumun nedeni olarak, her iki ortamda da sitokinin/oksin oraninin ayni olmasi
gosterilebilir. En diisiik EBBS ise 2. ortamdan (MS+0.5 mg/L BAP+0.01 mg/L
IBA+0.5 mg/L GAgs) 2,85 adet/eksplant elde edilmistir. Bu durum 2. ortamda
kullanilan diistik sitokinin ve kullanimi ile iliskilendirilebilir. Nas vd. (2012),
tarafindan yapilan bir ¢alismada ise kiiltiir ortaminin ve sitokinin tiplerinin Aronia
melanocarpa nin mikrogogaltimi1 {izerindeki etkileri arastirilmistir. Tek aksiller
tomurcuk eksplantlar1 kullnilmistir. MS, DKW ve WPM ile karsilastirildiginda,
stirglin tiretimi NRM'de 5.7 adet siirgiin olarak bulunmustur. MS, DKW ve WPM'de
sirastyla 4.2, 4.2 ve 4.1 adet siirgiin elde edilmistir. Benziladenin hem siirgiin
poliferasyonunu hem de siirgiin uzamasini destekleyen tek sitokinin oldugu
bildirilmektedir. Gisela 5 anacinda yapilan farkli bir ¢alismada da ortamlara gore
degismekle birlikte 1 mg/L BAP kullamiminda ortalama 4.26 adet/eksplant elde
edilmistir (Hepaksoy, 2004). Bu durum bizim g¢alisma sonuglarimizin literatiirle
ortiistiigiinii gdstermektedir. Eksplant basina bitki sayis1 bakimindan 1., 2., ve 5.,
ortalamalarin diisiik olma nedeni incelendiginde, ¢ok yiiksek ya da ¢ok diisiik BAP
ve GAz kullaniminin EBBS’m1 olumsuz etkiledigi sonucuna ulasilabilmektedir.
Gisela 5 anacinda yapilan farkli bir ¢alismada da oksin konsantrasyonunun diisiik,
buna karsilik GAs konsantrasyonunun yiiksek olmasinda oldugu gibi, oksin
miktarinin yliksek, GAs miktarinin diisiikk olmas1 durumunda da ¢ogalmanin olumsuz

yonde etkilendigi bildirilmektedir (Hepaksoy, 2004).

Siirgiin  olusturan eksplant sayis1 bakimindan ortalamalar arasinda bir fark
gozlemlenmemistir. Ortamlara dikilen biitiin bitkilerde yan siirgiin gozlenmistir.
Farkli biiylime diizenleyicilerinin siirgiin boyu tizerine etkisi incelenmis, uygulamalar
arasindaki farklar istatistik a¢idan onemli bulunmustur (P<0.05-P<0.01). Siirgiin
boyu bakimindan en iyi (MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GA3) igerikli

ortamdir (21,35 mm/eksplant). Diger 4 ortam arasinda istatistik olarak fark
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bulunmamaktadir. Siirgiin boyu bakimindan MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1
mg/L GAs igerikli ortamin yiiksek olma sebebi; sitokinin/oksin orani yaninda 1 mg/L
GA:; ilave edilmesidir. Clinkii GA3s miktarinin bogum sayisini uzatmanin yani sira,
hiicre biiyiime ve boliinmesini arttirdigr boylece siirgiin boyunu da artabilecegi
diisiiniilmektedir. Nitekim bazi arastiricilarda, ortam igerisindeki GAs miktarinin
stirgiinde canlilif1 ve siirgin boyunu arttirdigi ayn1 zamanda daha fazla ¢ogalma

oldugunu bildirmistir (Hepaksoy, 2016).

Farkl biliyiime diizenleyicilerin bogum sayisina etkisi incelendiginde, bogum
sayist bakimindan uygulamalar arasindaki farklar istatistik olarak o6nemli
bulunmustur (P<0.01-P<0.05). Bogum sayis1 bakimindan en iyi ortam 4,72
adet/eksplant ile MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GA3z icerikli
ortamdir. Bogum sayis1 bakimindan 2., 3. ve 5. uygulamalar arasinda istatistik
olarak farklar 6nemli degildir. Bu durum her 3 ortam icgerisinde bulunan
0.5mg/L GA3 miktari ile iliskilendirilmektedir. 4 numarali ortamin (MS+1 mg/L
BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GAa) siirgiin uzunlugu ve sitokinin orani nedeniyle

en ylksek oldugu diisiintilmektedir.

4.1.5. Uygulamalarin alt kiiltiirler bakimindan karsilastirilmasi

4.1.5.1. MS+1 mg/L IBA+0.01 mg/L IBA i¢erikli ortamin alt kiiltiirler
bakimindan karsilastiriimasi

Cizelge 4.5. MS+1 mg/L IBA+0.01 mg/L IBA icgerikli ortamin alt kiiltiirler
bakimindan karsilastirilmasi

Altkilltir EBBS (adet) VO (%)** SOES (%) SB (mm)** BS (adet)**

1 2,73+1,1 3,13+0,5° 100+0,0 17,51£0,9°  4,22+0,2°
2 2,53+0,4  26,25+8,12 100+0,0 16,4842.2°  3,95+0,6°
3 2,6840,6  17,50+7,32 100+£0,0  21,30+3,2%8  4,93+0,7°

*Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05).
**Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak onemlidir (P<0.01).

Alt kiiltiirlerin MS+1 mg/L IBA+0.01 mg/L IBA igerikli ortam iizerine etkisi Cizelge
4.5’de verilmistir. Buna gore eksplant basina bitki sayist bakimindan uygulamalar
arasindaki farklar istatistik olarak 6nemli degildir. Alt kiiltiir sayist arttikca eksplant

basina bitki sayisinin artmadigi gériilmiistiir. Bu durumun nedeninin ortam igerigiyle

ve bitkinin fizyolojik durumuyla ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. En yiiksek

36



eksplant basmna bitki sayist 2,73 adet/eksplant olarak birinci alt kiiltirden elde
edilmistir. Bu durum bitkinin rejenerasyon yeteneginin sabit bir sekilde devam

ettiginin bir gostergesidir.

Vitrifikasyon orani bakimindan uygulamalar arasindaki farklar istatistik olarak
onemlidir (P<0.01-P<0.05). En yiiksek vitrifikasyon oranit 2. alt kiiltiirden elde
edilmis olup 2. ve 3. alt kiiltiirler arasinda istatistik olarak fark onemli degildir.
Bitkide alt kiiltiir sayis1 arttikga bitki yaslanmaya baslamakta, bu nedenle de
vitrifikasyon oraninin da artacagi diistiniilmektedir. Siirgiin olusturan eksplant sayisi
biitiin alt kiiltiirlerde %100 olarak bulunmustur. Bu durum bitkinin 3 alt kiiltiir
sliresince rejenerasyon yeteneginin devam ettiginin bir gostergesidir. Siirglin boyu ve
bogum sayis1 bakimindan uygulamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir
(P<0.01-P<0.05). Siirgiin boyu ve bogum sayisi bakimindan en iyi sonuglar sirasiyla
21,30 mm/eksplant ve 4,93 adet/eksplant ile 3. alt kiiltiirden elde edilmistir. Bu
durumun sebebinin alt kiiltiir sayis1 arttikga siirgiin boyu ve bogum sayisinin da
artmasidir. Aym1 zamanda c¢alismada siirgiin uzunlugu arttikca bogum sayisinin da

arttigi gorilmiistiir.

4.1.5.2. MS+0.5 mg/L BAP+0.01 mg/L IBA+0.5 mg/L GAs icerikli ortamin alt
kiiltiirler bakimindan incelenmesi

Cizelge 4.6. MS+0.5 mg/L BAP+0.01 mg/L IBA+0.5 mg/L GAg3 icerikli ortamin alt
kultiirler bakimindan karsilastirilmasi

Altkilltir EBBS (adet) VO (%)** SOES (%) SB (mm)** BS (adet)**

1 3,10+0,9 19,17+3,3 100+0,0 16,11+1,5>  3,68+0,3b
2 2,56%0,4 16,88+4,1 100+0,0 17,00+3,4>  4,00+0,8P
3 3,00+1,0 27,50£2,1 100+0,0 19,55£2,62 4,75%0,62

*Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05).
** Ay siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.01).

Alt kiltirlerin MS+0.5 mg/L BAP+0.01 mg/L IBA+0.5 mg/L GAs igerikli ortam
tizerine etkisi ¢izelge 4.6’da verilmistir. Eksplant basina bitki sayis1 bakimindan
uygulamalar arasindaki farklar istatistik olarak o6nemli degildir. EBBS
bakimindan en ytliksek sonug¢ 1. alt kiiltiirde eksplant basina 3,10 adet olarak
bulunmustur. Bitkide rejenerasyon yetenegi arttikca eksplant sayisinin da
artmasi beklenmektedir. Fakat c¢alismada ortalamalar arasindaki farklar

birbirine ¢ok yakin oldugu icin béyle bir sonu¢ alinmamistir. Bu durum bitkinin
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fizyolojik yapis1 ve ortam icerigine karsi gostermis oldugu tepki ile alakali

olabilir.

Vitrifikasyon orani agisindan alt Kkultiirler arasindaki fark istatistik olarak
onemli degildir. En yiiksek vitrifikasyon oran1 %27,50 ile 3. alt kiiltiirden elde
edilmistir. Vitrifikasyon orani c¢alismada denemeyi engelleyecek boyutlara
ulasmadigl icin istatistiki agidan da 6nemli bulunmamistir. Yine ytliksek olmasa

da alt kiiltiir sayis1 arttik¢a vitrifikasyon oraninin da arttig1 soylenebilir.

Alt kiltirlerin siirgiin boyu tlizerine etkisi istatistik olarak énemli bulunmustur
(P<0.05). En yiiksek siirglin boyu 3. alt kiiltiirden (19,55 mm/eksplant) elde
edilmistir. Bu sonugclar, alt kiiltiir sayis1 artik¢a silirgiin boyunun da arttigini
gostermektedir. Bu durum artan alt kiltiirle birlikte bitkinin ortam kosullarina
uyum sagladigin1 géstermektedir. Stirglin boyu agisindan 1 ve 2. alt kiiltiirler
arasinda istatistik olarak 6nemli bir fark yoktur. Alt kiiltiirlerin bogum sayisina
etkisi istatistik olarak 6nemli bulunmustur (P<0.01-P<0.05). En yiiksek bogum
sayisi 4,75 adet ile 3. alt kiiltiirden elde edilmistir. Bogum sayis1 bakimindan 1

ve 2. alt kiiltiir ortalamalar: arasindaki fark istatistik olarak 6nemli degildir.

4.1.5.3. MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+0.5 mg/L GAs i¢erikli ortamin alt
kiiltiirler bakimindan incelenmesi

Cizelge 4.7. MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+0.5 mg/L GAs igerikli ortamin alt
kiiltiirler bakimindan karsilastirilmasi

Altkiiltir EBBS (adet) VO (%)* SOES (%) SB (mm)** BS (adet)**

1 406+1,2  18,75+5,6®  100+0,0 16,08+1,1°  3,85+0,3°
2 3,78+0,5  11,25+3,1° 100+0,0 15,43+£2,7°  3,72+0,7°
3 459+1,6  25,63+4,8 100+0,0 19,7142,28  4,62+0,72

*Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05).
**Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.01).

Alt kiltirlerin MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+0.5 mg/L GAs igerikli ortam
uzerindeki etkisi Cizelge 4.7°de verilmistir. Buna gore eksplant basina bitki
sayis1 bakimindan alt kiiltiirler arasindaki farklar istatistik olarak onemli
degildir. En yiiksek rejenerasyon 3. alt kiltirden saglanmistir (4,59
adet/eksplant). Alt kiiltiirler arasindaki ortalamalar birbirine yakin oldugu i¢in

istatistiki bir fark bulunmamistir. Alt kiiltiirlerin vitrifikasyon orani tizerine

38



etkisi istatistik olarak o6nemli bulunmustur (P<0.01-P<0.05). En yiiksek
vitrifikasyon orani 3. alt kiiltiirden elde edilmistir (%25,63). Vitrifikasyon orani

bakimindan 1 ve 3. alt kultiirler arasinda fark istatistik olarak 6nemli degildir.

Alt kiiltiirlerin surgin boyu ve bogum sayisina etkisi istatistik olarak onemli
bulunmustur (P<0.01-P<0.05). En iyi sturgiin boyu ve bogum sayis1 sirasiyla
19,71 mm/eksplant, 4,62 adet/eksplant olarak 3. alt kiiltiirden elde edilmistir.
Siirgiin boyu ve bogum sayis1 bakimindan 1 ve 2. alt kiiltlirler arasindaki fark
istatistik olarak onemli degildir. Arastirmada surgiin boyunun yiiksek olmasi

durumunda, bogum sayisinin da arttig1 belirlenmistir.

4.1.5.4. MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GAs icerikli ortamin alt
kiiltiirler bakimindan incelenmesi

Cizelge 4.8. MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GAs3 igerikli ortamin alt
kultiirler bakimindan karsilastirilmasi

Altkilltir EBBS (adet) VO (%)  SOES (%) SB (mm)** BS (adet)**

1 4,37+0,5 20,00£3,5 100+0,0 16,51+0,8°  3,97+0,2°
2 4,78+1,7 15,00+3,2 100+0,0 23,55+¢3,8%  5,39+0,9%
3 4,53+1,2 22,69+3.4 100+0,0 21,5942,8%  4,81+0,5°

* Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05).
** Ayni stitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.01).

Alt kiiltiirlerin MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GAs igerikli ortam iizerine
etkisi Cizelge 4.8’da verilmigtir. Buna gore eksplant basina bitki sayis1 bakimindan
ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemli degildir. Eksplant basina bitki
sayis1 en yiiksek 2. alt kiiltiirden elde edilmistir. Eksplant basina bitki sayisi
bakimindan alt kiiltlirler arasinda fark olmamasi, bitkinin alt kiiltiir sayis1 arttik¢a

yaslandigin1 bu nedenle sabit bir cogaltim katsayisina ulastigini1 gdstermektedir.

Vitrifikasyon orant bakimindan ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemli
degildir. Arastirma sonucunda uygulamalara gore degismekle birlikte alt kiiltiir sayisi
arttik¢a vitrifikasyon oraninin da arttig1 sdylenebilir. Siirgiin boyu ve bogum sayisi
bakimindan ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak o6nemlidir (P<0.01-
P<0.05). En uzun siirgiin boyu ve bogum sayis1 sirasiyla 23,55 mm/eksplant ve 5,39

adet/eksplant ile 2. alt kiiltiirden elde edilmis olup 2. ve 3. alt kiiltiirler arasinda
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istatistik olarak fark onemli degildir. Bu sonuglar dogrultusunda bitkide artan alt

kiiltiir sayisi ile siirglin boyunun ve bogum sayisinin da arttig1 séylenilebilir.

4.1.5.5. MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GAs i¢erikli ortamin alt
kiiltiirler bakimindan incelenmesi

Cizelge 4.9. MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GAs3 igerikli ortamin alt
kiiltiirler bakimindan karsilastirilmasi

Altkilltir EBBS (adet) VO (%)  SOES (%) SB (mm)** BS (adet)**

1 2,8440,2  34,38+10,1 100+£0,0 16,17+1,0°  3,95+0,3°
2 2,68£0,6  31,88+10,6  100+£0,0  22,52+3.7%8  546+1,1°
3 3,56+1,1  30,63+10,2 100+£0,0  18,6542,0%  4,43+0,5°

*Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05).
** Ayni stitunda farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak onemlidir (P<0.01).

Alt kiiltiirlerin MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1 mg/L GAg igerikli ortam iizerine
etkisi Cizelge 4.9’da verilmistir. Buna gore eksplant basina bitki sayis1 bakimindan
ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemli degildir. Alt kiiltiirlerin ortam
tizerinde artan bir etkisi goriilmemistir. Nitekim sert g¢ekirdekli tiirler tizerinde
yapilan farkli bir caligmada da kullanilan ortamin (2 mg/L BAP+0,1 mg/l IBA+0,5
mg/l GA3) benzer sonuglar verdigi ifade edilerek alt kiltiir sayis1 arttikga
kardeslenmenin azaldig1 bildirilmistir (Zainel ve Hepaksoy, 2018).

Vitrifikasyon orani1 bakimindan ortalamalar arasindaki farklilik istatistik agidan
onemli bulunmamistir. Calismada genel olarak 2 mg/LL. BAP igeren ortamda
vitrifikasyon orani diger ortamlara gore yliksek oldugu i¢in, bu yiiksekligin alt kiiltiir
sayisindan kaynaklanmadigi distiniilmektedir. Siirgiin boyu bakimindan ortalamalar
arasindaki farklar istatistik olarak 6nemli bulunmustur (P<0.01-P<0.05). En uzun
stirgtin boyu (22,52 mm/eksplant) 2. alt kiiltirden elde edilmis olup, 2. ve 3.
ortalamalar arasindaki fark istatistiki ag¢idan Onemli degildir. Bogum sayisi
bakimindan ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak o6nemlidir (P<0.01-
P<0.05). En yiiksek bogum sayisi siirgiin uzunluguna paralel olarak 2. alt kiiltiirden
(5,46 adet) elde edilmis, yine 1 ve 3. alt kiiltiir ortalamalar: arasindaki fark istatistik
olarak dnemli degildir. Siirgiinlerdeki bogum sayilar yaprak sayist hakkinda da bilgi
vermektedir. Sekil 4.2’de 3 numarali ortamdan elde edilen in vitro bitkiler
verilmistir. Sekil 4.3 ve 4.4°de ise 2. alt kiiltiir asamasinda MS+1 mg/L BAP+0.02
mg/L IBA+1 mg/L GAS igeren 4. ortama ait bitkiler verilmistir.
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Sekil 4.2. Dikim agsamasinda kullanilan kardeslenmis in vitro bitkiler

Va3

Sekil 4.4. Alt kiiltiir sonucu elde edilen in vitro bitkiler
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4.1.6. Vitrifikasyon oram, siirgiin boyu ve bogum sayisi icin interaksiyon
tablolar:

Arastirma sonucunda vitrifikasyon orani, siirgiin boyu ve bogum sayis1 i¢in ortam x
alt kiiltiir interaksiyou istatistik olarak 6nemli bulunmustur (P<0.01-P<0.05). Bu 3
Ozelligin alt kiiltliir ve ortam lizerine etkileri Cizelge 4.10, Cizelge 4.11 ve Cizelge

4.12’de verilmistir.

Cizelge 4.10. Vitrifikasyon orani (%) i¢in interaksiyon tablosu

Alt kiiltiir
Ortam igerigi (mg/L) 1 2 3 *QOrtalama
MS+1 mg/LBAP
0.01 mg/L IBA 3,13+0,5 26,25+8,1 17,50£7,3 15,63B
MS+0.5 mg/L BAP
0.01 mg/L IBA 19,17+£3,3 16,88+4,1 27,50£2,1 21,04B
0.5 mg/L GA3
MS+1 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 18,75£5,6 11,25+3,1 25,63+4,8 18,54B
0.5 mg/L GAs3
MS+1 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 20,00+3,5 15,00+£3,2 22,69+3.4 19,33B
1 mg/L GA3
MS+2 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 34,38+10,1 31,88+10,6  30,63+10,2 32,30A
0.5 mg/L GA3
Ortalama 19,06a 20,25a 24,79

*Ayni stitunda farkli biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.01).

Vitrifikasyon orani igin interaksiyon tablosu Cizelge 4.10°da verilmistir. Yapilan
calisma sonucunda farkli biiyiime diizenleyicilerin ve alt Kkiiltiir sayisinin
vitrifikasyon orani {lizerine etkisi incelendiginde vitrifikasyon orani i¢in ortam X alt
kiiltir interaksiyonu istatistik olarak 6nemli bulunmustur (P<0.01-P<0.05). En
yiiksek vitrifikasyon oran1 %32,30 ile MS+2 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+0.5 mg/L
GAs igerikli ortamda bulunmustur. Bu durumun sebebi ortam igerisindeki yiiksek
BAP konsantrasyonu ile ilgilidir. Diger 4 ortam arasindaki farklar istatistik olarak
onemli degildir. Arastirma sonuclar1 incelendiginde tek basina alt kiiltiir sayisinin
vitrifikasyona neden olmadigi, ortam igeriginin de vitrifikasyon orani i¢in 6nemli
oldugu tespit edilmistir. Tiim bu bilgiler 15181inda vitrifikasyonun ortam igeriginden,

alt kiiltiir sayisina gore daha ¢ok etkilendigi ifade edilebilir.
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Cizelge 4.11. Siirgiin boyu (mm) i¢in interaksiyon tablosu

Alt kiiltiir

Ortam igerigi (mg/L) 1 2 3 *Qrtalama

MS+1 mg/LBAP
0.01 mg/L IBA 17,5120,9 16,48+2,2  21,30£32  18,43BC

MS+0.5 mg/L BAP
0.01 mg/L IBA 16,11£1,5 17,00+£3.,4 19,55+2,6 17,52BC
0.5 mg/L GA3

MS+1 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 16,08+1,1 15,43+2,7 19,71£2,2 17,07C
0.5 mg/L GA3

MS+1 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 16,51+0,8 23,55+3.8 21,59+2.8 20,55A
1 mg/L GAs

MS+2 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 16,17+1,0 22,5243,7 18,65+2,0 19,11AB
0.5 mg/L GA3

**Qrtalama 16,46b 19,00a 20,16a

*Ayni stitunda farkli biyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.01).
**Ayni satirda farkl kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.01).

Siirgiin boyu igin interaksiyon tablosu Cizelge 4.11°de verilmistir. Buna gore alt
kiiltiirler arasindaki farklar ve ortamlar arasindaki farklar istatistik olarak énemlidir
(P<0.01-P<0.05). Siirgiin boyu igin en yiiksek ortalama 20,16 mm/eksplant ile 3. Alt
kiiltiirden elde edilmistir. Ikinci ve 3. alt kiiltiir ortalamalar1 arasindaki fark istatistik
olarak onemli degildir. Calisma sonucunda alt kiiltiir sayis1 arttik¢a siirgiin boyunun
da arttig1 goriilmektedir. Bu durum, ortam igerisindeki sitokinin miktarinin arttan alt

kiiltiir karsisinda hiicre biiylimesi ve boliinmesini arttirmasindan kaynaklanmaktadir.

En yiiksek siirgiin boyu ortalama 20,55 mm/eksplant ile MS+1 mg/L BAP+0.02
mg/L IBA+1 mg/L GAsz igeren ortamdan elde edilmistir. Dérdiincii ve 5. ortalamalar
arasmdaki fark istatistik olarak énemli degildir. Ugiincii ve 4. ortamlar arasindaki
farkin artan GAs miktarindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda
siirglin boyu i¢in ortam igerigi ve alt kiiltiir sayisinin yani sira, ortam icerigindeki
farkli biiylime diizenleyicilerinin birlikte etkisinin de alt kiiltiir sayis1 kadar 6nemli

oldugu kanisina varilmstir.
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Cizelge 4.12. Bogum sayisi (adet) icin interaksiyon tablosu

Alt kiiltiir
Ortam igerigi (mg/L) 1 2 3 *Qrtalama
MS+1 mg/LBAP
0.01 mg/L IBA 4,22+40,2 3,95+0,6 4,93+0,7 4,37AB
MS+0.5 mg/L BAP
0.01 mg/L IBA 3,68+0,3 4,00+0,8 4,75+0,6 4,14B
0.5 mg/L GA3
MS+1 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 3,85+0,3 3,72+0,7 4,62+0,7 4,07B
0.5 mg/L GA3
MS+1 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 3,97+0,2 5,39+0,9 4,81+0,5 4,72A
1 mg/L GAs
MS+2 mg/L BAP
0.02 mg/L IBA 3,95+0,3 5,46+1,1 4,43+0,5 4,62A
0.5 mg/L GA3
**Qrtalama 3,94b 4,51a 4,71a

*Ayni stitunda farkli biyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak onemlidir (P<0.01).
**Ayni satirda farkl kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak onemlidir (P<0.01).

Bogum sayist igin alt kiiltiir X ortam interaksiyonu Cizelge 4.12°de verilmistir.
Bogum sayisi igin alt kiiltiir X ortam interaksiyonu istatistik olarak Onemli
bulunmustur (P<0.01-P<0.05). En yiiksek bogum sayisina 3. alt kiiltiirde ulagilmistir.
Ikinci ve 3. alt kiiltiir ortalamalar1 arasindaki fark istatistik olarak 6nemli degildir.
Bulgularimiza gore biitiin ortamlarda alt kiiltiir sayis1 arttikga bogum sayisi da
artmistir. En yiiksek bogum sayis1 4,72 adet/eksplant ile MS+1 mg/L BAP+0.02
mg/L IBA+1 mg/L GAsigerikli ortamdan elde edilmistir. Dordiincii ve 5. ortalamalar
arasindaki fark istatistik olarak 6nemli degildir. Tiim bu sonuglar 15181nda siirgiin
boyu tizerine hem alt kiltiir sayisinin hem de ortam igeriginin 6nemli oldugu

gorilmiistiir.

4.2 Koklenme Ortami

Mikrogogaltimda kullanilan koklenme ortaminda cesitli oksin grubuna ait bitki
biiyiime diizenleyiciler kullanilmaktadir. Bunlar arasinda IBA, NAA en ¢ok tercih
edilen bitki biiyiime diizenleyicileri arasindadir. On deneme calismalarinda farkli
dozlarda biiylime diizenleyiciler denenmis, literatir ve O6n deneme sonuglar
incelenerek 5 farkli koklendirme ortami igerigi belirlenmistir. Cogaltma ortaminda

oldugu gibi koklenme ortaminda da MS kullanilmistir. Koklenme ortaminda 2 MS
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koklenme igin yeterli oldugu icin yar1 kuvvetli bir MS ortami tercih edilmistir. Bu
asamada eksplant olarak 2-3 bogumlu (>2cm) siirgilinler kullanilmistir. Bu siirgiinler,
stirgiin ¢cogaltim asamasinda tanimlanan siirglin ucu eksplantlar ile alt kiiltiirler

neticesinde elde edilmistir.

MS (*2) gibi tuzca fakir ortamlarda koklendirilmis in vitro bitkiciklerin in vivo
kosullara alismasinin ve gelismesinin ¢ok daha iyi oldugu bildirmektedir (Pierik,
1987). Alstroemeria rizom Kkiiltiiriinde koklenme i¢in tam MS ortaminin yarim MS
ortamina tercih edilmesi gerektigi bildirilmektedir (Pierik vd., 1988). Mineral madde
sayisinin ve miktarinin azaltilmasi bir¢ok bitki tlirlinde iyi sonu¢ vermektedir
(Hasegawa, 1980; Drew, 1987; Welander, 1985; Hyndman vd., 1982; Dimassi-
Theriou, 1995. Fouad vd., 1997). Seyreltilmis besin ortamlarinin olumlu etkiside azot
yogunlugundaki azalmaya bagli olabilmektedir (Driver ve Suttle, 1987). Literatiir
incelendiginde ¢ogu tiirde 2 MS ortaminin koklenme igin yeterli oldugu
goriilmustiir. Koklendirme ortaminda kullanilan farkli konsantrasyonda IBA igeren
ortamlarin Aronya’nin Nero ¢esidine ait siirglinlerinin in vitro koklenmesi iizerine

etkisi Cizelge 4.13°de incelenmistir.

Cizelge 4.13.Farkli konsantrasyonda IBA igeren ortamlarin Aronya’nin siirgiinlerinin
in vitro koklenmesi iizerine etkisi

Ortam igerigi SB BS KS KU KK KO (%)**
(mg/L) (mm) (adet) (adet)** (mm) (mm)

1

EMS Ol 2427679 1106424 876535 1825448  030£0,11  30,0045.4°
mg/L IBA

1

AMSH0.5 o) 63145 1153511 11205360 1978432  033£0,06 51255620
mg/L IBA

1

AMS L 27s4Es1 112820 13,03£27° 2326557 033£005  90,00:7.4°
mg/L IBA

1

AMSHLS 00 0647,5  12,15514  10,9043,5% 2225549  0,35:0,05  60,0046,3°
mg/L IBA

1

AMSES 2854563 11,0916 10,6652,6° 20,0559 0295005 48,75+7.2°
mg/L IBA

*Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05).
** Ayni stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistik olarak 6nemlidir (P<0.01).

Buna gore farkli IBA dozlarinin siirgiin boyu ve bogum sayisi iizerine etkisi istatistik
olarak o6nemli degildir. Uygulamalar arasinda istatistik olarak Onemli fark
olmamasinin sebebi IBA’nin siirgiin boyu ve bogum sayisina herhangi bir etkisinin

olmadig1 diisiincesidir. Zaten IBA kdklendirme hormonu olarak bilinmektedir.
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Farkli IBA dozlarmin kok sayisi iizerine etkisi incelenmis olup uygulamalar
arasindaki farklar istatistik olarak 6nemli bulunmustur (P<0.01-P<0.05). Kok sayisi
bakimindan en iyi sonu¢ 1 mg/L IBA igeren 3. ortamdan elde edilmistir (13,03
adet/eksplant).  Bitki fizyolojisi agisindan bu  miktarin  yeterli  oldugu
diistiniilmektedir. En diisiik kok sayist (8,76 adet/eksplant) 0.1 mg/L IBA igeren 1.
ortamdan elde edilmis olup 2., 4. ve 5. ortamlar arasindaki farklar istatistik olarak
onemli degildir. Siyanesan vd. (2016), tarafindan Aronia melanocarpa (Michx.)
Elliott'un siirgiin ucu kiiltiirlerinden biyoaktif bilesiklerin iiretimi i¢in yapilan bir
calismada ise, siirgiin basina kok sayisi ortalama 10.6 adet, ortalama kok uzunlugu
5.4 cm olarak bulunmustur. 30 giinliik kiiltirden sonra en iyi koklenme 1.0 mg/L
IBA ile takviye edilmis 2 MS ortami iizerinden elde edilmistir. Bitkilerin tamami
serada dis kosullara alistirilmistir. Bu sonuglarin aksine Zimmerman (1981), diisiik
konsantrasyonlarda uygulanan oksinlerin koklenmeyi tesvik ettigini saptamiglardir.
Bununla birlikte Zilkah vd., (1992), koklenme ortamimda 0.5 ppm NAA
uygulamasinin daha iyi sonu¢ verdigini bildirmislerdir. Petrovic vd. (1990),
tarafindan Aronya melanocarpa Elliot’un in vitro olarak g¢ogalma olasiliginin
arastirildigr bir ¢alismada ise en iyi koklenme, 1.5 mgl-1 IBA ile elde edilmistir. Her
bitkinin fizyolojik ihtiyaci farkli olabilecegi i¢in bu durum bitki ve hormon tiiriine

gore de degisebilmektedir.

Kok uzunlugu ve kok kalinligr bakimindan uygulamalar arasindaki farklar istatistik
olarak onemli degildir. Kok uzunlugu ve kok kalinligi bakimindan ortalamalarin
birbirine ¢ok yakin olmasi nedeniyle ortamlar arasinda fark bulunamamigstir. En iyi
kok uzunlugu 1 mg/L IBA igeren 3. ortamdan (23,26 mm/eksplant) elde edilmistir.
Bu durumun sebebi bitki i¢in bu dozun optimum koklenme i¢in yeterli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Nitekim Endemik bir tiir olan ‘Astragalus trojanus’ {izerine
yapilan bir ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmis olup 1 mg/L IBA igeren
ortamda ortalama kok uzunlugu 2,90 cm olarak bulunmustur (Atalay vd., 2017).
Buna sonuglar literatiirle bizim sonug¢larimizin benzerligini gostermektedir. Kok
kalinlig1 bakimindan ortalamalar arasinda fark yoktur. Kok kalinligi bakimindan en

tyi ortam 1,5 mg/L IBA igeren 4. ortamdir (0.35 mm/adet).

Sekil 4.6’da in vitro koklenmis olan bitkilerin kumpas ile 6l¢iimii gosterilmektedir.

Sekil 4.7°de ise in vitro koklenmis olan bittiklerin dis kosullara adaptasyonu
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verilmigtir. Denemede dis kosullara adaptasyonla ilgili bir veri alinmamustir.
Koklenmis olan bitkiler agardan iyice temizlendikten sonra fungusitle ilaglanmig torf
perlit karisimi topraklara dikilmistir. Koklenmis olan bitkilerin iizeri stre¢ filmle
kapatilmis ve daha sonra stre¢ film {izerinde hava akisini saglamak icin delikler
acilmistir. Bu sekilde bitkilerdeki su kaybi engellenmistir. Yaklasik 2-3 hafta kadar

iklim odalarinda bekletildikten sonra dis ortam alinmistir.

Sekil 4.5. Farkli IBA dozlarinda in vitro kéklenmis bitkiler a) 1 mg/L IBA
b) 1.5 mg/L IBA ¢) 0.1 mg/L IBA
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5. SONUC VE ONERILER

Calismada farkli bitki biiylime diizenleyici kombinasyonlarinin Aronya’nin (Aronia
melanocarpa (Michx). Elliot) Nero’ ¢esidine ait siirgiin uglarinin mikrogogaltimi
tizerine etkileri incelenmistir. Yapilan ¢alismada 5 farkli gogaltma ortami ve 5 farkli
koklendirme ortami kullanilmistir. Cogaltma ortaminda bitkiler 3 alt kiiltiire
alimmistir. Bu ¢alisma sonucunda siirgiin olusturan eksplant sayisi (%), eksplant
basina siirgiin sayisi (adet), siirgiin boyu (mm), kdklenme orani (%), siirgiin basina
kok sayist (adet), kok uzunlugu (mm), bogum sayisi1 (adet) gibi parametreler
belirlenmis olup farkli konsantrasyonlarda kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerin

bu parametreler lizerine etkileri aragtirilmistir.

Elde edilen veriler 1s18inda biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinda optimum
ortam belirlemek i¢in tek bir biiylime diizenleyicinin degil, farkli kombinasyonlarin
birlikte etkisinin incelenmesi gerektigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, ortam
denemelerinde farkli bitki biiyiime diizenleyicilerin uygulanmasinin daha uygun

oldugu diisiiniilmektedir.

Arastirmada ortam igerigi ve alt kiiltiir sayisinin yan1 sira ortam icerigindeki farkl
biiylime diizenleyicilerinin birlikte etkisinin de alt kiiltilir sayis1 kadar 6nemli oldugu
goriilmiistiir. Bu nedenle de ozellikle farkli biiyiime diizenleyicilerin birlikte etkisi
degerlendirilmelidir. Bu dogrultuda sitokinin oranmin yiiksek olmasi durumunda
bitkide siirgiin olusumu goézlemlenirken, oksin oraninin yiiksek oldugu ortamda da

bitki koklenme oraninin arttig1 goriilmiistiir.

Arastirma sonuglart incelendiginde, ¢ok yiiksek ya da cok diisiik BAP ve GAs
kullaniminin eksplant basina bitki sayisint olumsuz etkiledigi tespit edilmistir. Diigiik
IBA konsantrasyonunda koklenme diisiik olurken, ¢ok yiiksek konsantrasyonda da
yine ayni sonuglara ulagilmistir. Ayrica c¢alisma sonucunda yiiksek BAP
konsantrasyonunun Aronya’da vitrifikasyon oranini arttirdigi, bu nedenle de siirgiin
gelisimini olumsuz etkiledigi belirlenmistir. Calismada siirgiin boyunun uzamasi

halinde bogum sayisinin da arttig1 goriilmistiir.
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Bu calisma tiim bu sonuglar 1s1¢inda c¢ogaltma ve koklendirme i¢in uygulanan
ortamlarda kullanilan bitki biiyiime diizenleyicileri dozlar ile alt kiiltiir sayisinin
sonuglara birlikte etki ettigini ortaya koymaktadir. Elde edilen veriler 1s1ginda
biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinda optimum ortam belirlemek i¢in tek bir
biiylime diizenleyicinin degil, farkli kombinasyonlarin birlikte etkisinin incelenmesi

gerektigi ortaya ¢ikmustir.

Tiim bu sonuglar 1s18inda dért numarali ortam (MS+1 mg/L BAP+0.02 mg/L IBA+1
mg/L GA3) Aronya’nin in vitro ¢ogaltimi i¢in, ti¢ numarali koklendirme ortami (%2
MS+1 mg/L IBA) da Aronya’nin in vitro koklendirilmesi igin arastiricilara ve

iireticilere tavsiye edilebilir niteliktedir.

Celikle ¢ogaltimi zor olan bir tiir olan Aronya bitkisi i¢in arastiricilar, doku kiiltiir
yontemi kullanarak kisa zamanda yeterli ¢ogaltim katsayisina ulasabilir. Bu nedenle
ozellikle ticari ¢ogaltimda Aronya’nin doku kiiltiirii yontemi kullanilarak
cogaltilmast daha dogru olacaktir. Aronya diinyada saglik acisindan popiiler
meyveler arasindadir. Ulkemiz iginde yeni bir tiir olmasi nedeniyle bu galismanin

literatiire katk1 saglayacag diistiniilmektedir.
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