T.C.
BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIVERSITESI

LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU
TOHUM BIiLiMi VE TEKNOLOJISI ANABILIM DALI

BiTKi DOKU KULTURU SISTEMLERINDE
VITRIFIKASYON SORUNUNUN ARONYA'DA (ARONIA
MELANOCARPA) MODELLEMESI VE COZUM
ONERILERI

YUKSEK LiSANS TEZi

NIDA BAYHAN

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. B. Buhara YUCESAN

BOLU, HAZIRAN - 2023



KABUL VE ONAY SAYFASI

Nida BAYHAN tarafindan hazirlanan “Bitki Doku Kiiltiirii
Sistemlerinde Vitrifikasyon Sorununun Aronya'da (4ronia melanocarpa)
Modellemesi ve Céziim Onerileri” adl1 tez ¢alismasi jiirimiz tarafindan Tohum
Bilimi ve Teknolojisi Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans Tezi olarak oy birligi/
oy c¢okluguyla kabul edilmistir. 6/06/2023

Jiiri Uyeleri imza

Tez Danismani
Prof. Dr. B. Buhara YUCESAN
Bolu Abant izzet Baysal Universitesi

Uye
Prof. Dr. Muttalip GUNDOGDU
Bolu Abant izzet Baysal Universitesi

Uye
Dog. Dr. flker BUYUK
Ankara Universitesi

Lisansiistii Egitim Enstitiisii Onay1

Prof. Dr. ibrahim KURTUL

Lisansiistii Egitim Enstitiisii Mildiirii

il



ETiK BEYAN

Bolu Abant izzet Baysal Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii Tez Yazim
Kurallarina uygun olarak hazirladigim bu tez calismasinda;
» Tez i¢inde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik
kurallar ¢ercevesinde elde ettigimi,
» Tim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglari bilimsel etik ve ahlak
kurallarina uygun olarak sundugumu,
» Tez calismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak
kaynak gosterdigimi,
» Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigima,
» Bu tezde sundugum c¢alismanin 6zgiin oldugunu bildirir,
aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarin1 kabullendigimi beyan

ederim.
Teze iliskin 13/06/2023 tarihinde Turnitin adli intihal tespit programindan enstitii

miidiirliigiince belirlenen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan benzerlik raporuna

gore, tezin benzerlik oran1 %13 olarak tespit edilmistir.

NiDA BAYHAN

v



OZET

BITKi DOKU KULTURU SISTEMLERINDE VITRIFIKASYON
SORUNUNUN ARONYA'DA (ARONIA MELANOCARPA)
MODELLEMESI VE COZUM ONERILERI
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XIII + 64 sayfa

Bu tez calismasiyla in vitro kosullarda klonal mikrogogaltim yontemi ile
cogaltilan ve bir¢ok odunsu bitki tiirlinde de goriilen vitrifikasyon (camsilagsma)
sorununu Aronia melanocarpa’da modelleyerek, uygun bir vitrifikasyondan
kurtarma protokolii gelistirmek ve bu soruna yonelik ¢oziim Onerileri getirmek
amaglanmistir. Arastirmada, saglikli klonlar kullanilarak farkli siikroz ve farkli
benzilaminpurin (BAP) konsantrasyonlarinda vitrifikasyon olusturma protokolii
(VOP) ile vitroz eksplantlar elde edilmis; ardindan bu eksplantlar tek doz IBA,
farkli siikroz ve farkli BAP konsantrasyonlarindaki vitrifikasyon sonlandirma
protokoliine (VSP) alinip iyilesme stireci takip edilmistir. Aronya eksplantlarinda
vitrifikasyonun baglama ve sonlanma zamanlari, oranlar1 ve morfolojik
gbzlemlerine, stomalarin mikroskobik incelemelerine ve iklimlendirme siirecindeki
morfolojik gozlemlerine de bulgularda yer verilmistir. Calismanin sonucunda,
vitrifikasyon olusturma protokoliiniin BAP igeren ¢cogu MS besin ortamindaki
eksplantlarda %11 ila %77 oraninda vitrifikasyon gozlenmistir. Olusan vitrifiye
yapilarda ise; vitrifikasyon sonlandirma protokoliiniin BAP’siz MS besin
ortamlarinda 13. giinde %95’in iizerinde iyilesme goriiliitken; BAP’I1 MS besin
ortamlarinda bu oran %26—%66 arasinda degisen yiizdelerde kalmistir. VSP’nin
31. giinde ise; BAP’l1 MS besin ortamlarindaki iyilesme orani yiikselerek %66 —
%94 arasinda farklilik gostermistir. Bdylece bu tez c¢alismasi ile Aronia
melanocarpa 'min in vitro kosullardaki klonal ¢ogaltiminda eksplantlarda goriilen
vitrifikasyonun, vitrifikasyon sonlandirma protokoliine alinarak kurtarilabilecegi
ortaya konmustur. Bu calisma ayni1 zamanda diger odunsu meyve tiirlerinde de
sikca goriilen sd6zkonusu problemin ¢oziilmesine yonelik fikir verecegi kanaatini
olusturmaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Vitrifikasyon, Hiperhidrisite, BAP, Aronia
melanocarpa



ABSTRACT

VITRICATION PROBLEM IN PLANT TISSUE CULTURE SYSTEMS
AND ITS RECOVERY AS A MODEL STUDY ON ARONIA (4RONIA
MELANOCARPA)

MSC THESIS
NiDA BAYHAN
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INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF SEED SCIENCE AND TECHNOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. B. BUHARA YUCESAN)

BOLU, JUNE 2023
XIII + 64 pages

This thesis study was conducted to develop a recovery protocol for appropriate
vitrification and to provide solutions to the vitrification problem seen in many
woody plant species by modeling it in Aronia melanocarpa through clonal
micropropagation method in vitro conditions. In the study, vitrified explants were
obtained by creating vitrification with different sucrose and different
benzylaminopurine (BAP) concentrations using healthy clones, and then these
explants were subjected to a vitrification termination protocol with a single dose of
IBA, different sucrose and BAP concentrations, and the recovery process was
monitored accordingly. The starting and ending times, rates and morphological
observations of vitrification in Aronia explants, microscopic examination of
stomata and morphological observations during acclimatization process were also
included in the findings. As a result of the study, it was observed that vitrification
was observed in 11% to 77% of the explants in VOPs containing BAP in most MS
nutrient media. In the vitrified explants, a recovery rate of over 95% was observed
on the 13th day in BAP-free MS nutrient media, while this rate remained between
26% and 66% in BAP-containing MS nutrient media. On the 31st day of VSP, the
recovery rate in BAP-containing MS nutrient media varied between 66% and 94%.
Thus, it was revealed in this thesis study that the vitrification seen in the explants
in the clonal propagation of Aronia melanocarpa under in vitro conditions can be
recovered by taking it into the vitrification termination protocol. This study also
suggests ideas for solving the problem frequently encountered in other woody fruit
species.

KEYWORDS: Vitrification, Hyperhydricity, BAP, Aronia melonacarpa
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1. GIRIS

Uziimsii meyvelere son yillarda hem diinyada hem de iilkemizde yiiksek oranda
ragbet gosterilmektedir. Uziimsii meyveler taze olarak tiiketilmeye uygun oldugu
gibi farkli liretim alanlarinda islenerek de degerlendirilmeleri miimkiin olmaktadir.
Bu nedenle de endiistride 6nemi giderek artmaktadir.

Ulkemizin diinyadaki iiziimsii meyve iiretimindeki payr Tiirkiye Istatistik
Kurumu’nun 2018 yili verilerine gore %8’dir. Bu payin %25’ini ¢ilek, %75’ini
diger iiziimsii meyve grubundaki meyve tiirleri olusturmaktadir (Engin, 2020).
Uziimsii meyve grubunda olan ¢ilek, dut, ahududu, bdgiirtlen ve yaban mersini
meyvelerinin  iilkemizde 2017 — 2021 yillar1 arasindaki ortalama {iretim
miktarlarina (ton) bakildiginda dengesiz bir dagilim gosterdigi goriilmektedir. Bu
miktarlar sirasiyla; 508.712, 70.088, 5.475, 2.642 ve 965,2 ton oldugu
goriilmektedir (TUIK, 2022).

Farkl1 iklim kosullarina sahip olan lilkemizin her bélgesinde {iziimsili meyvelere
rastlanmakta ve begenilerek tiiketilmektedir. Iklim ve toprak adaptasyonunda fazla
sorun yasanmayan ¢ilek, ahududu, aronya, yaban mersini gibi meyvelerin {iretimi
de giderek artmaktadir. Hem taze tiiketime uygun olmalari hem de recel, komposto,
meyve suyu, cay, likor, pastacilik iiriinlerinin yaninda kozmetik alaninda da
kullanilmasi, aile isletmeciligine uygun olmasi gibi bir¢ok nedenler iiretimin
gerceklestirilmesinde énemli paya sahiptir (Engin, 2020; Horzum, 2022). Uziimsii
meyveler grubunda yer alan aronya meyvesi de antosiyanin renk pigmentlerinin
dogal olarak bulunmasindan dolayi siyah, koyu-mor ve kirmizi renkleri sayesinde
dogal gida renklendiricisi olarak kullanilabilmektedir. Bununla birlikte eczacilik ve
kozmetik sektoriinde de tercih edilmektedir (Horzum, 2022).

Uziimsii meyve grubunda bulunan Aronia melanocarpa, Kuzey Amerika’nin
kuzeydogu bolgesi ve Biiyiik Goller alanindan dogal yayilis gostererek, glineyde
yiiksek kesimlerdeki dag batakliklarinda ve dag eteklerinde bulunmaktadir (Rossell
ve Kesgen, 2003). Bu bolgedeki kabileler tarafindan aronyaya farkli isimler
verilmistir ve cay1 yapilarak sofuk alginlhigina kars1 tedavide kullanilmistir.
Aronyaya ilave ettikleri hayvansal yag ve kurutulmus et tozu ile besleyiciligi
artirilmistir (Sahin ve Erdogan, 2022). Aronya diinyada en ¢ok Amerika, Kanada,
Almanya, Rusya, Polonya, Japonya, Bulgaristan, Cek Cumbhuriyeti, Ukrayna,
Finlandiya gibi iilkelerde yetismektedir (Y1lmaz vd., 2021).

Ulkemizde ise aronyanin yetistirilmesi ile ilgili faaliyetler ilk olarak 2012
yilinda Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii’'nde deneme
amagh plantasyon olusturularak fidan iiretimine baslanmistir. Sonrasinda 2017
yilinda hasat senligi ve tanitim faaliyetleri ile birlikte iilke geneline yayilmaya
baslamistir (Poyraz Engin ve Boz, 2019). Kirklareli, Bursa, Manisa, Kirsehir,



Yalova, Canakkale, Samsun, Izmir, Antalya, Istanbul, Ordu ve Ankara’da Aronya
yetistiriciligi yapilmaktadir (Sahin ve Erdogan, 2022).

Insan saghgi bakimindan biiyiikk 6neme sahip antosiyanin ve antioksidan
acisindan zengin meyvelere ilgi giin gectikce artmaktadir (Caglar ve Demirci,
2017). Aronya meyvesi igerdigi 56 g/kg’lik lif icerigi nedeniyle giinliik olarak
tilketimde fonksiyonel gida ya da gida takviyesi olarak tavsiye edilmektedir
(Jurendic ve Scetar, 2021). Antioksidan degeri bakimindan 16,06 gibi yiiksek
ORAUC degerine sahip olmasindan dolay1 “Siiper Meyve” olarak da bilinmektedir
(Sahin ve Erdogan, 2022). Mineral agisindan degerlendirildiginde aronya, makro
elementlerden potasyum ve kalsiyum; mikro elementler bakimindan da demir ve
cinko gibi minerallerin yiiksek oranda bulundugu belirtilmistir. Bununla birlikte A,
C, E, K ve B vitaminlerini bilinyesinde barindirir ve B-karoten igerigi bakimindan
da zengindir (Kraujalyte vd., 2013).

Aronya gesitlerine ait meyvelerin farkli olgunlagsma zamanlar1 vardir. Ornegin;
Aronia melanocarpa temmuz aymin ikinci haftasinda olgunlagsmaya baslar, agustos
aymin Uglincii haftasinin  sonuna kadar devam eder. Bu nedenle Aronia
melanocarpa tohumlarini elde etmek i¢in meyveler olgunlagsmanin en yiiksek
oldugu zamanlarda toplanmalidir. Toplanan meyvelerden tohum ekstraksiyonun
yapilabilmesi i¢in meyvelerin bir hafta boyunca suda bekletilmesi ve suyun giinliik
olarak degistirilmesi gerekmektedir. Yumusayan meyveler elekten gecirilerek
tohumlar elde edilebilir (Brand, 2016). Aronyanin iiretimi tohumla miimkiindiir
ancak cesitlerinin ¢ogunda cekirdekler azdir. Bu nedenle klasik yontemle tohum
elde etmek olduk¢a zordur (Pirlak ve Almokar, 2018). Aronya c¢esitleri ayni
zamanda celikle de ¢ogaltilabilmektedir. Brand (2016), aronyanin ¢elikle cogaltimi
icin 10 — 15 cm uzunlugunda c¢elikleri 3,000 ppm IBA’ya daldirarak 50:50 turba
yosunu:perlit igeren kaplara yerlestirmistir. Bes ila sekiz hafta igerisinde
koklenmenin meydana geldigini belirtmistir. Celikleri kis boyunca muhafaza etmek
ve bitki kayiplarini en az seviyede tutmak i¢in 1sitmali alanlarda tutulmasi tavsiye
edilmistir. Tohumdan ¢imlendirmenin siirl ve diisiik performansli olmasi, ¢elikle
iiretimde ana-bitkiden belli dl¢iide ¢elik boyu ve kdklenme icin uygun kosullarin
ayarlanmas1 goz Oniine alindiginda Aronyanin g¢ogaltilmasinda mikrogogaltim
teknigi bir hayli 6n plandadir. Aronya klonlarimin siirglin eksplantlar1 farkli
asamalarda in vitro kosullarda ¢ogaltilabilmektedir (Litwinczuk, 2012). Aronyanin
in vitro c¢ogaltimi konusunda bulunan ¢ok sayida calisma rapor edilmistir
(Litwinczuk, 2002; Sutan vd., 2017; Celebi-Toprak ve Alan, 2018; Rusea vd., 2018;
Petrova vd., 2019). Fakat bu ¢aligmalar uzun periyotlarda 6rnegin 12 aydan fazla
siiren alt kiiltiirlerde veya endiistriyel boyutta iiretimlerde One siiriilen iiretim
protokollerinin siirdiirtilebilir olup olmadigina dair hi¢bir veri sunmamaktadir.
Ozellikle fiyolojik bir problem olan vitrifikasyon sorunu bu baglamda alt1 ¢izilmesi
gereken bir konudur.



Odunsu ve otsu tiirlerde in vitro kosullarda mikrogogaltim sirasinda
vitrifikasyon problemi ile karsilasilabilmektedir (Zimmerman, Rogers ve Cobb,
1991). Vitrifikasyon; hiperhidrisite veya camsilasma olarak da bilinen ve ¢ok
sayida bitkiyi etkileyen fizyolojik bir bozukluktur (Kevers vd., 1984; Dillen ve
Buysens, 1989). Vitrifiye bitkiler kalin, kirilgan, suya batirilmig gibi parlayan, uzun
ve kivrilmig yapraklara ve yar1 saydam goriiniime sahiptirler (Zimmerman vd.,
1991). Vitrifikasyon, ¢esitli siddet seviyelerinde meydana gelebilir. Ciddi derecede
vitrifiye edilmis Pinus radiata siirgiinleri yar1 saydam iken, orta diizeyde
vitrifikasyona sahip siirgiinler "islak" bir goriiniime sahipti (Bongo vd., 1992).
Vitrifiye siirglinler hem zayif bir biiylime hem de mikrogogaltim sirasinda daha
diisiik oranda kardesleme, koklenme ve toprakta daha az hayatta kalma egilimi
gosterirler (Vieitez vd., 1985). Bu olumsuz sonuglarindan dolay1 vitrifikasyon
problemi ticari uygulamalar1 ve iiretimleri sinirlamaktadir (Kataeva vd., 1991).
Mikrogogaltim sirasinda pesi sira bitkilerin alt kiiltiire alinmasinin vitrifikasyonu
arttirdigina yonelik caligmalar bulunmaktadir (Ziv et al. al. 1983; Leshem et al.
1988; Safrazbekyan et al. 1990). Vitrifikasyon nedenlerinin ¢ok yonlii oldugu
(Rodriguez vd., 2012) ve biiyiime diizenleyicileri, agar konsantrasyonu (Debergh
ve digerleri, 1981; Bornman ve Vogelmann, 1984), etilen (Kevers ve Gaspar, 1985)
ve yiiksek amonyum diizeyi (Daguin ve Letouze, 1986), yiiksek bagil nem
(Zimmerman vd., 1991) gibi faktorlerin vitrifikasyonu etkileyen etmenler olarak
belirlendigi  bilinmektedir. Soh ve Bhojwani (2013), yiiksek sitokinin
konsantrasyonlarinin ~ siklikla  bitkilerde vitrifikasyon sorunlarina sebep
olabilecegini belirtmislerdir. Besin ortaminin katilagtirilmasi amaciyla kullanilan
agar konsantrasyonun artirilmasi; sitokinin hormonu konsantrasyonunun ve
amonyak nitrojen seviyelerinin disiiriilmesi gibi miidahaleler ile bazi tiirlerde
vitrifiye dokular normallestirilmistir (Gaspar ve digerleri, 1987).

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda odunsu bir bitki olan aronyada vitrifikasyon
siireci (Aronia melanocarpa) 6-benzilaminopurin (BAP) ve siikrozun farkl
konsantrasyonlar1 ile birlikte “vitrifikasyon olusturma protokoli (VOP)”
tasarlanarak aronya eksplantlarinin siirglinlerinde modellenmis, ardindan vitrifiye
olan aronyalarin vitrifikasyondan kurtarilmasi i¢in farkli konsantrasyonlarda BAP,
siikroz ve tek konsantrasyonda IBA ile birlikte “vitrifikasyon sonlandirma
protokolii (VSP)” olusturularak siirgiinler kurtarilmaya ¢alisilmistir. Ayni zamanda
aronyanin farkli besin konsanstrasyonlarinda hangi zaman araliginda vitrifiye
oldugunu ve vitrifikasyondan kurtarmanin hangi zaman araliginda miimkiin
olabilecegine yonelik ¢aligma ytiriitiilerek vitrifikasyon problemine yonelik ¢oziim
Onerileri sunulmustur.

Calisma {li¢ asamada yiiriitiilmiistiir;

1. asamada aronyanin vitrifiye edilmesine yonelik VOP siirecine iligkin BAP iceren
MS besin ortami belirlenmistir. Aronya eksplantinda vitrifikasyonun basladigi
besin ortamlari ile birlikte “vitrifikasyon stiresi (Tv)” gézlenmistir.
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2. asamada vitrifiye olan aronya siirgiinlerinin kurtarilmasi i¢in VSP siirecine iliskin
BAP ve IBA igeren veya igermeyen MS besin ortami belirlenmistir. Vitrifikasyonu
sonlandiran besin ortamlart ile birlikte “iyilesme siiresi (Ts)” gézlenmistir.

3. asamada VOP siirecinde vitrifiye olan aronya siirgiinleri ile VSP besin ortaminda
vitrifikasyondan kurtularak sagligina kavusan normal aronya stirgiinleri hazir
toprakli kagit saksilara (Agripot - paperpot) aktarilarak iklimlendirme asamasina
alinmistir. Bu siirecte hayatta kalma orani olarak “yasam yiizdeligi (Yy)” takip
edilmistir. Ardindan kekila torfu bulunan saksilara alinarak dis kosullara
adaptasyonu incelenmistir.

Boylece bu tez ¢alismasinda endiistriyel boyutta in vitro kosullarda iiretim yapan
veya yapmayi diisiinen iireticiler i¢in Aronya iizerinden vitrifikasyon sorununun
ortaya c¢ikarilmasi ve ¢oziimiine doniik birtakim yaklasimlar ortaya konulmus,
¢Oziim Onerileri sergilenmistir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE vE LITERATUR OZETLERI

2.1 Genel Bilgiler
2.1.1 Aronyanin siniflandirilmasi ve tarihcesi

Aronya, Rosaceae familyasinda bulunan Aronia cinsi igerisinde yer alan bir
bitkidir. Siyah Aronya (black chokeberry) Aronia melanocarpa (Michx) Elliot, mor
aronya (purple chokeberry) Aronia prunmifolia (Marsh) ve kirmizi aronya (red
chokeberry) Aronia arbutifolia (L.) Elliot olmak iizere Aronia cinsinin igerisinde
{i¢ tiir bulunmaktadir (Snebergrova vd., 2014). Fransiz botanik¢i Andre Michaux
1803 yilinda siyah meyveli aronyay1 Mespilus arbutifolia var. melanocarpa olarak
tanimlamistir (Walther ve Miiller, 2012). Ivan V. Michurin, 1910 yilinda Rusya’da
Kuzey Amerika kokenli Aronya ile “Sorbus” ve “Mespilus” tiirlerini melezleyerek
tath bir meyve tirii gelistirilmeye calismistir. Bu ¢alisma sonucunda “Likernaja”
ve “Desertnaja” isimli iki ¢esit elde edilmistir (Walther ve Miiller, 2012). Sonraki
yillarda bu ¢esitler “A. mitschurinii” isminde yeni bir hibrit tiir olarak kabul
edilmistir (Poyraz Engin ve Boz, 2019). Giiniimiize kadar bir¢ok kiiltiir ¢aligmasi
ile aronyanin farkli gesitleri olusturulmustur. Bunlar; “Aron”, “Hugin”, “Nero”,
“Viking” ve diger gesitleridir (Sidor ve Gramza-Michatowska, 2019).

2.1.2 Aronya tiirleri, ozellikleri ve yayilis alanlar

Aronia cinsinin dogal yayilis bolgesi Amerika Birlesik Devletleri’nin
dogusunda kalan alanlardir. 4. arbutifolia, A. melanocarpa ve A. prunifolia tiirleri
Aronia cinsine aittirler (Poyraz Engin ve Boz, 2019). Aronya bitkilerinin tiirleri
govdelerine ve ¢icek salkimlarinin yapisina, yapraklarin tiiyliiliiklerine ve meyve
renklerine bakilarak tespit edilebilmektedir (Brand, 2010; Poyraz Engin, 2020).

Aronia arbutifolia olarak bilinen kirmizi meyveli aronya, 1,8 ila 3 metreye
kadar diger iki tiire gére daha dik ve uzayabilmektedir. Yapraklar ters yumurta
seklinde ve {ist kisimlar1 parlak ye sil renkte, alt kisimlar1 ise gri renkte olup ayni
zamanda tiiylli yapraklara sahiptir. Sonbahar doneminde yapraklar kirmizi rengini
almaktadir. Aronia arbutifolia tiiriiniin ¢igeklenme donemi Mayis ayindadir ve
cicekler salkim seklinde, beyaz renktedir. Meyvelerin olgunlasma zamani eyliil
aymin sonu ile ekim aymin basidir. Aralik ayma kadar herhangi bir bozulmaya
ugramadan meyveler bitki iizerinde kalabilmekte iken; ¢aplar1 0,60 — 0,65 cm’dir
(Brand, 2010; Poyraz Engin, 2020). Bu tiirlin dogal yayilis alani; Newfoundland

bolgesinden gilineyde Florida’nin merkezine, batida dogu Teksas’a kadar
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uzanmaktadir (Hardin, 1973; Poyraz Engin, 2020). Bu tiire ait bitkiler batakliklarda,
su kenarlarinda, kayalik ve ¢ok egimi olan kisimlarda bulunmaktadir (Brand, 2010;
Poyraz Engin, 2020).

Aronia prunifolia olan siyah-mor renkli aronyanin Aronia arbutifolia ve
Aronia melanocarpa bitkilerinin melezi oldugu diistiniilmektedir. Aronia prunifolia
tiriiniin yaprak ve govdelerinin iizerindeki tiiyliiliigi diger iki tiirlin ortalamasi
olarak belirtilmistir (Brand, 2010; Poyraz Engin, 2020).

Aronia melanocarpa siyah meyveli aronyanin uzunlugu 1,2 — 2,4 metreye
kadar ¢ikabilmektedir. Govde ve yapraklarinda tiiy ¢ok az bulunmakta ya da hi¢
bulunmamaktadir. Sahip oldugu koyu yesil yapraklar1 sonbaharda sar1, turuncu ve
kirmiz1 rengini almaktadir. Mayis ayinda ¢igeklenme donemine girmektedir ve
cigekleri beyaz renktedir. Meyvelerinin ¢ap1 diger iki tlire gore daha iri olup; 0,8 —
1,3 cm’dir. Agustos ay1 itibariyle meyvelerinin hepsi olgunlasir ve yeterli sulama
olmadiginda kurumaya baslamaktadir (Brand 2010; Engin, 2020). Kuzey
Amerika’ya ve Kanada’ya 0zgli olan Aronia melanocarpa’nin dogal yayilis
gosterdigi bolge, Newfoundland’den giineydeki Georgia ve Alabama’nin kuzeyine,
kuzeydeki Minnesota ve Ontorio’nun gilineyine dogru oldugu bilinmektedir
(Hardin, 1973). Aronia melanocarpanin Viking ve Nero cesitleri meyve
iiretiminde oldukga popiiler olan ¢esitleridir (McKay, 2001). Bu tiirtin dogal
alanlar biiyiik goller bolgesi, apalas daglarinin yiiksek kesimleridir (Poyraz Engin,
2020).

2.1.3 Bitki doku kiiltiirii, mikrocogaltim ve vitrifikasyon sorunu

Insanoglu gegmisten giiniimiize kadar dogada bulunan bitkilerden daha fazla
yararlanmak amaciyla pek ¢ok metot gelistirmistir. “Kiiltiir” metotlar1 olarak
adlandirilan bu yontemlerden bitki kiiltiirleri de kendi igerisinde g¢esitli
siiflandirmalara tabii tutulmugtur. Bitkilerin vejetatif ve jeneratif ¢ogaltilmasin
iceren kiiltiirler, su ve kum kiiltiirleri ve bitki doku kiiltiirleri bu kategoriler arasinda
yer almaktadir (Kocagaliskan, 2017). Cesitli besin elementleri, vitaminler, su, jel
yapict maddeler ve ¢ogaltim protokoliine gore bitki biiylime diizenleyicileri i¢eren
bitki doku kiiltiirleri, genellikle 151k gecirimi olan seffaf kapaklarla kapatilmakta,
steril edilmekte ve steril olan bitki kisimlarmin aseptik kosullarda kaplara
aktarilmasi siirecini kapsamaktadir. Bitki doku kiiltiirleri, biiyiik 6l¢ekli bitki
¢ogaltimi i¢in uygun bir teknolojidir ve hizli ¢cogaltma siireci bitkinin kii¢iik gévde
kesimlerinden, c¢esitli tomurcuklarindan ve sinirlt  bir Olglide somatik
embriyolardan,  silispansiyon  kiiltiirlerindeki ~ hiicre  kiimelerinden  ve
biyoreaktorlerden elde edilen mikrogogaltmaya dayanmaktadir. (Ahloowalia vd.,
2004).



Bir bitkiden alinan ¢esitli bitki kistmlarindan tam bir bitki olusturabilmek i¢in
aseptik kosullarda, yapay besin ortamlarinda genetik olarak birbirine benzeyen ¢ok
sayida bitki tiretmek i¢in kullanilan doku kiiltiirii teknigine “mikrogogaltim” denir.
Bu teknik ile kisa bir zaman diliminde, belirli bir alanda, mevsimden bagimsiz ve
hastaliklardan ari olarak ¢ok sayida bitki iiretimi yapilabilmektedir (Ozkaynak ve
Samanci, 2016). Bir bitki ¢ogaltiminda herhangi bir in vitro iiretim protokolii
belirlemek icin c¢ogaltilacak bitki materyaline uygun doku kiiltiiri sartlarim
belirlemek ve bu yonde mikrogogaltimi gerceklestirmek onem arz etmektedir
(Biirtin, 2021). Bitki doku kiiltiirleri, bir bitkinin herhangi bir yerinden alinan
eksplant adi verilen kiiciik pargalardan baglatilir. Pratik olarak bir bitkinin tiim
pargalar1 basarili bir sekilde eksplant kaynagi olarak kullanilabilmektedir.
Uygulama gerceklestirilirken, "eksplant" cerrahi olarak ¢ikarilmakta, yiizeyi
sterilize edilmekte ve alt kiiltiirle bir¢ok kez ¢ogaltilarak ana kiiltiirii baglatmak i¢in
bir besin ortamina yerlestirilmektedir (Ahloowalia vd., 2004).

Bitki in vitro kosullarda biiyiime ve gelisimine devam ederken bir¢cok ¢evresel
faktor bitkinin kok bolgesini ve bitkinin vejetatif kisimlarmi gelistiren besin
ortaminin iist ¢evrelerini etkilemektedir (Jeong vd., 1995; Kozai ve Smith, 1995).
Bitkinin vejetatif kisimlarini etkileyen cevresel faktorler; 1s1k, karbondioksit ve
oksijen konsantrasyonu, sicaklik, bagil nem, kimyasal ve biyolojik etmenler ile
bitkinin kok bolgesindeki gelisimi etkileyen ¢evresel faktorler; iyon komponentleri,
organik komponentler, pH ve biyolojik etmenler vb. olarak belirtilmektedir
(Ozkaynak ve Samanci, 2016).

Doku kiiltiirii i¢in hazirlanan besin ortamlarinin en 6nemli girdisi bitki
biiylime diizenleyicileridir (BBD). Bitkinin vejetasyon siirecinde bir¢ok gelismeyi
tesvik etmekte ya da gelismeyi engellemektedir. Bitkideki biliylime ve gelismeyi
hizlandiran bitki biiylime diizenleyicilerine “stimiilator,” geciktirerek durduran
diizenleyicilere ise “retardant” denilmektedir (Babaoglu vd., 2001). Bitkiler
hiicreleraras1 iletisimi saglamak i¢in bitki biiylime diizenleyicilerini kendileri
tiretmektedirler. Bu maddeler dogal olarak bitkide sentezlenen, biiyiime ve gelisme
ile birlikte fizyolojik olaylar1 kontrol eden, tasindiklar1 bitki kisimlarinda etkin
olabilen, ¢ok az oranlarda kullanildiginda dahi etkisini gosterebilen organik
molekiillerdir (Oktiiren ve Sénmez, 2005). Dogal ve sentetik olmak iizere iki
sekildedirler. Dogal olan maddeler bitkiler tarafindan sentezlenirken, sentetik olan
diizenleyiciler kimya sanayi tarafindan gelistirilmektedir (Cetin, 2014). Bitki doku
kiiltiiriinde bitki biiylime diizenleyicileri kok, siirgiin, yumru olusumu ve bitki
uzamasini tesvik etmek ic¢in kullanilmaktadir (Kumlay ve Eryigit, 2011). Bitki
bliylime diizenleyicileri biiylimeyi tesvik ediciler; oksin, gibberellinler ve
sitokininler, engelleyici; absisik asit ve olgunlastirict olarak etilen seklinde
gruplandirilmistir (Algiil vd., 2016). Bu iiretim pekcok agidan avantajli olsa da
kontaminasyon ve vitrifikasyon gibi temelde dikkat edilmesi gereken hususlari
barindirmaktadir. /n vitro kosullardaki bitki doku kiiltiiri laboratuvarlarinin en

7



ciddi sorunlarindan biri mikrobiyal kaynakli kontaminasyondur. Bu kontaminasyon
oranlar1 yeterince kontrol edilmezse 6zellikle ticari laboratuvarlarinin basarisizligi
ile sonuglanabilmektedir (Niedz ve Bausher, 2002). Vitrifikasyon ise doku kiiltiirii
ile tretim yapan laboratuvarlarin ya da iiretim tesislerde iiriin kaybi ile
sonuglanabilecek en ciddi diger bir problem olarak karsimiza g¢ikmaktadir.
Yeterince teknik bilgi ve deneyime sahip olmayan kisiler vitrifikasyonu bir problem
olarak tespit etmede zorluklarla karsilasabilir ve bu durumda 6nemli 6l¢lide maliyet
getirerek, kazang kaybina neden olabilmektedir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirii
tiretim, teknik bilgi, deneyime sahip veya onlarin gézetiminde nitelikli arastiricilara
ihtiya¢ duyan bir yontemdir.

2.2 Vitrifikasyon terimi ile ilgili literatiir taramasi

Vitrifikasyon kelimesi incelendiginde Latincede “camdan” anlamina gelen
“vitrum” kelimesinden tiiredigi ve 1590’11 yillarda “1s1 ve flizyonla cama veya
camsit bir maddeye doniistiirmek” anlamina gelen gegisli fiil olan “vitrify”
kelimesinin kullanildig1 goriilmektedir. Ayn1 zamanda sifat olarak “vitrifiable —
camlastirilabilir” isim olarak ise “vitrifikasyon — camsilasma” manasinda da
kullanimi1 mevcuttur (Merriam-Webster Dictionary, 2023).

Vitrifikasyon terimi bitki ve hayvan dokularinda yapilacak isleme ve
gozlenen bulgulara bagli olarak farkli siiregleri agiklamak i¢in kullanilabilmektedir.
Kriyobiyolojide ya da kriyoprezervasyonda; vitrifikasyon teriminin kullanim1 1961
yilina kadar dayanmaktadir (Debergh vd., 1992). Bir sivinin donmadan ve buz
kristallerinin olusumunun 6niine gecilerek, asir1 sogutulmasindan dolay1 camsi bir
goriiniim kazanmasi kriyoprezervasyonda “vitrifikasyon” olarak tanimlanmaktadir.
(Chang vd. 2008; Saylan, 2011). Bu terim; canli organizmanin hiicreleri, dokular1
ve organlar1 diisiik sicakliklar uygulanarak hiicre igerisinde tamamen camsi bir
durum olusturularak dondurulmasimi ifade etmektedir. Bu islem igin cesitli
siireclerin gerceklestirilmesi ya da bazi soliisyonlarin kullanilmas1 gerekmektedir
(Bagis, 2003). Canli organizmalarin disiik sicakliklarda cesitli 6zelliklerini
inceleyen kriyobiyolojide vitrifikasyona yonelik pekcok calisma yapilmistir. Bu
dogrultuda vitrifikasyon teknigi fare embriyolarinin dondurulmasinda ilk kez
kullanilmistir (Cetin, 2004; Yaman ve Tirpan, 2019). Oosit kriyoprezervasyon
yontemine alternatif bir yontem (Kumar, 2007; Giiler, 2018) olarak kullanilan
vitrifikasyon; fare (Lane ve Gardner, 2001; Giler, 2018), keci (Begin vd., 2003;
Giler, 2018), at (Giiler, 2018) gibi hayvan hiicrelerinde ve insan (Kuleshova vd.,
1999; Liebermann ve Tucker, 2002; Yoon vd., 2000; Giiler, 2018) oositlerin
kriyoprezervasyonunda kullanilmistir.

Bitki doku kiiltiiriinde ise, vitrifikasyon terimini ilk olarak Debergh ve ark.
(1981) bitki materyallerinin suyla 1slatilmis, yar1 saydam ve “camsi” olan
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yapraklarin morfolojik goriiniimii tanimlamak amaciyla kullanmislardir. Bu
durumla karsilasan pek ¢ok arastirmaci bu terimi benimsemis ve ¢aligmalarinda yer
vermislerdir. Ancak sonraki yillarda Debergh vd., (1992) yaptiklar1 yeni bir
caligmada bitki doku kiiltiiriinde vitrifikasyon terimini tekrar ele almig, bu ifadenin
kriyoprezervasyon ile karistirildigini, bitki doku kiiltiirtinde kullanilan bitkisel
materyaller dondurularak saklanacaksa bu ifadenin tek uygun kullaniminin
kriyobiyolojideki kullanim oldugunu ifade etmislerdir. Bu baglamda bitki doku
kiiltiirlinde goriilen camsilagsma probleminde hiicrelerde asir1 su igerigi olmasi
sebebiyle “vitrifikasyon” terimi yerine ‘“hiperhidrik” teriminin kullanilmasim
tavsiye etmislerdir.

Giliniimiizdeki ¢aligmalar incelendiginde bitki doku kiiltiirii ile iiretimi ya da
bilimsel c¢alismas1 yapilan bitkisel materyallerin 6zellikle yapraklarindaki
camsilagma seklinde goriilen fizyolojik bozukluklarin tanimlanmasinda hem
“vitrifikasyon” hem de “hiperhidrik” terimlerinin kullanildig1 gézlenmistir.

2.3 Bitki doku kiiltiiriinde goriilen vitrifikasyona yonelik literatiir
taramasi

Vitrifikasyon (camsilagsma), doku kiiltiirii uygulamalarinda karsilasilan en
onemli sorundur. Vitrifiye bitkilerin yapraklari ve govdeleri sulu ve yarisaydam bir
goriiniimle karakterizedir. Camsilagan bitkilerin yapraklar1 genellikle koyu yesil,
kalin, kivrilmis ve uzundur. Bu tiir siirglinlerin govdeleri de kalin ve kirilgandir.
Vitrifiye bitkilerin ¢ogaltilmaya devam edilmesi ve koklendirilmesi (Rodriguez vd.,
2012), kiiltiir kabindan topraga aktarilmasi olduk¢a zordur (Bonga vd., 1992).
Ayrica enfeksiyonlara karsi daha hassastirlar, ¢abuk solarlar. Dolayisiyla bu
problem ozellikle ticari liretimde verim kaybina yol agabilmektedir (Joyce vd.,
2003). Vitrifikasyonun bitkilerin temel dokularinda zayif palizat parankimasi ve
kiitikula tabakasi ile birlikte yaprak, sap ve kok fizyolojisinin anormal gelisimine
neden oldugu belirtilmistir (Ozkaynak ve Samanci, 2016).

Vitrifikasyonun arkasindaki mekanizmalar ¢esitli caligmalar ile a¢iklanmaya
devam etmektedir (Marques, 2021). Yapilan arastirmalar ile agar, gelrit ve siikroz
oranlarinin artirilmasi, makro element karisimlarinin degistirilmesi ve kiiltiir
kabinin havalandirilarak bagil nemin disiiriilmesi bitkilerde camsilasma oranini
azalttig1 belirtilmistir (Jeong vd., 1995; Hatipoglu, 2000). Ziv ve ark. (1983),
karanfil bitkisinde vitrifikasyon problemini ¢6zmek icin bitkileri birkag giin sivi
kiltiirde biiyiittiikten sonra kat1 ortamda alt kiiltiire aktarmistir. Bu ydntemin
camsilasmanin azaltilmasinda etkili olugunu belirtmislerdir. Huang ve ark. (1995),
yaptiklar1 arastirmada hem gelrite hem de agar ortamlarinda vitrifikasyon
gozlemlediklerini, jel konsantrasyonlarmi artirarak camsilasmayr en aza

indirdiklerini bildirmislerdir. Bununla birlikte kiiltiir kaplarindaki bagil nemin de
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vitrifikasyonun olugsmasinda etkili oldugunu belirten bazi1 caligsmalar da vardir
(Kataeva vd., 1991; Pierik, 1997; Gribble, 1999; Sangwan ve Sangwan-Norreel,
2012).

Vitrifikasyonu tesvik eden etmenler arasinda bitki biiyiime diizenleyicilerinin
asir1 fazlaligi da onem arz etmektedir. Sitokinin konsantrasyonlarindaki artigin
vitrifikasyona sebep olan faktdr oldugu bilinmektedir (Hussey, 1986). Ornegin;
elma filizlerinde yapilan bir ¢alismada vitrifiye bitkilerin i¢ sitokinin igeriginin
normal filizlerden daha fazla oldugu ve bu durumun yiiksek nem ile birlikte
camsilasmaya neden oldugu bildirilmistir (Kataeva vd., 1991).

Yapilan bir c¢alismada farkli agar konsantrasyonlarinin karanfilde
camsilasmaya olan etkisi incelenmistir. 30 g L siikroz varliginda agarm 6 g L-
Pden 12 g LVye cikarilmasinin vitrifikasyonu diisiirdiigii ancak bitkilerin
bliylimesini azalttig1 rapor edilmistir (Hakkaart ve Versluijs, 1983).

Potasyum (K"), magnezyum (Mg'™) ve jellestirici madde
konsantrasyonlarinin vitrifikasyon iizerindeki etkisini test etmek i¢in 'York' ve
'Vermont Spur Delicious' elmalarinin (Malus domestica Borkh.) siirgiin uglar1 in
vitro olarak Kkiiltiirlenen bir ¢alismada azalan dozlarda K, (20,05, 14,05 ve 8,05
mM) ve artan Mg™" (1,5 ve 3,0 mM), 7,0 g.L"! Difco Bacto agar ve 1,0, 1,5 ve 2,0
g L gelrite kullanilmistir. Calismanin sonucunda en diisiik K seviyesinde daha
yiiksek vitrifiye siirgiin yiizdesi gozlenmistir. Ayrica 1,5 g L gelrite ile
jellestirilmis besiyeri vitrifikasyonu tetiklemeyen 7 g L' Difco Bacto agar ile ayni
belirgin jel sertligini sunmasina ragmen, Gelrite siirekli olarak vitrifiye yapraklar
ve govdeler iiretmistir. Ayn1 zamanda gelrite, ‘York® ¢esidinde vitrifikasyonla
birlikte siirglin uzamasint saglarken; ‘Vermont Spur Delicious’ c¢esidinin
stirgiinlerinin uzamasima katki saglamamistir. Bu durumun ¢esit farkliligindan
kaynaklandig1 yorumu getirilmistir (Pasqualetto vd., 1988).

Dillen ve Buysens (1989), yaptiklar1 ¢calismada Gypsophila paniculata FeSO4
ve Na;EDTA igermeyen MS ortaminda 9 g L! agar, 1 mg L tiamin, 1 mg L
kinetin, 0,3 mg L' IAA, 30 g L' siikroz, 100 mg L inositol ve 35 mg L
NaFeEDTA igeren besi ortaminda kiiltiire alinmistir. Vitrifiye olan bitkinin
yapraklar1 mikroskobik incelemeye tabii tutulmustur. Vitrifiye bitkiler normal
bitkilerle kiyaslandiginda epidermis tabakasinin daha ince oldugu ve daha az stoma
igerdigi raporlanmistir. Ayni zamanda vitrifiye bitkilerin yapraklari agik yesil, asirt
ve kirilgan bir kallus gelisimi gozlenirken; normal bitkilerin yapraklar1 daha koyu
yesil ve daha az kallus gelisimi s6z konusu olmustur.

Giirel ve Giirel (1998)’in dollenmemis seker pancari olan Beta vulgaris L.
bitkisinin yumurtaliklarindan bitki rejenerasyonu yaptiklari bir ¢alismada 1,0 mg L~
I'BAP ve 0,2 mg L' NAA iceren MS besin ortaminda hem kallus olusumunun
arttigin1 hem de stirgiinlerde vitrifikasyon olustugu belirtilmistir.
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Farkl1 agar markalar1 kullanilarak in vitro kosullarda Ranunculus asiaticus L.
bitkisinin ¢ogaltilmasi {izerine yapilan calismada, yas ve kuru agirlik, siirgiin
rejenerasyonu, yaprak uzunlugu ve vitrifikasyon faktorleri ele alinmistir. Bitkilerin
besin ortamindaki jellestiricilerin markasinin siirgiinlerin su tutma kapasitesini ve
su icerigini etkiledigi belirtilmistir (Beruto vd., 1999).

Pothomorphe umbellate bitkisinde mikrogogaltim protokolii belirlemek
amaciyla yapilan bir ¢alismada farkli oranlarda MS, siikroz, phytagel, BA, NAA ve
GA; bitki biiyiime diizenleyicileri ve bunlarin kombinasyonlarinin bulundugu besin
ortamlar1 hazirlanmistir. Calismada tiim denemelerde siirgiin boylarinin 0,5 cm’den
daha az oldugu ve siirgiinlerin vitrifiye oldugu rapor edilmistir. Ayrica 0,5 mg L"!
NAA + 0,5 mg L"! BA kombinasyonunun vitrifikasyonu daha az indiikledigi igin
P. umbellate’nin organogenezi i¢in uygun bir besin ortami oldugu belirtilmistir.
Ayni zamanda calismada siirgiin uzamasi tesvik etmesinin yani sira 10 g L
siikroz + 0,5 mg L' BA + 0,1 mg L' GA; igeren “4MS besin ortaminin
vitrifikasyonu baskiladig1 gozlenmistir (Pereira vd., 2000).

Lisianthus bitkisinin in vitro kosullarda ¢ogaltimina yonelik yapilan bir
calismada farkli sitokinin (BA ve kinetin) ve oksin (IAA, IBA, NAA)
konsatrasyonlarinin siirgiin olusumu ve koklenme tizerine etkileri incelenmistir.
BA’nin 13,32 — 22,22, kinetinin 13,94 — 23,23 mM konsantrasyonu diisiik
konsantrasyonlara gore daha yiiksek stirgiin olusumunu desteklemistir ancak BA ve
kinetin oranlarinin artmasi yiliksek oranlarda hiperhidrik siirgiinlerin olusmasiyla
sonu¢lanmistir. Bununla birlikte BA ve kinetinin kendi igerisindeki vitrifikasyon
oranlarina bakildiginda kinetine gore BA’nin daha yiiksek hiperhidrik stirgiinler
olusturdugu gozlenmistir (Peak ve Hahn, 2000).

Eucalyptus tereticornis Smith bitkisinin mikro¢ogaltimi i¢in protokol
gelistirilmesi lizerine yapilan bir ¢aligmada bitki biiylime diizenleyicilerin ve besin
ortam1 bilesiminin rejenerasyon ve biiyiime {lizerine etkileri incelenmistir. Besin
ortaminda kullanilan phytagelin vitrifikasyonu indiikledigi, kalsiyum kloriir
dihidratin ise vitrifikasyonu azalttigi, slirgiin uzamasinmi indiikledigi gézlenmistir
(Sharma vd., 2000).

Pyrus pyrifolia N. (‘Hosui’ ve ‘Kosui’)’nin in vitro ¢ogaltiminda sitokinin
tiirli ve konsantrasyonlarinin siirgiin proliferasyonu ve hiperhidrisite {izerindeki
etkilerini incelemek i¢in yapilan bir ¢alismada, siirglinler 0,5 uM 3-indol-biitirik
asit, %3 sorbitol, %0,8 agar, 0,44, 4,40, 11,0 and 44.0 uM konsatrasyonlarinda BAP
ve kinetin, N-(2-kloro-4-piridil)-N9-feniliire (CPPU), 1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-
yl) tire (TDZ) igeren odunsu bitki ortaminda kiiltiire alinmistir. Her iki gesitte de en
yiiksek siirgiin sayisi, 11.0 uM ve 4.4 uM BAP’da gozlenmistir. TDZ ve CPPU,
kiiltiir eksplantlarinda BAP ve kinetinden daha fazla hiperhidrisiteye neden oldugu,
'Kosui', 'Hosui' ile karsilastirildiginda hiperhidrisiteye daha duyarli oldugu
gbzlenmistir (Kadota ve Niimi, 2003).
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Arastiricilarin - Origanum  sipyleum L. ile yapmis olduklar1 in vitro
mikrogogaltim calismasinda, CaCl, igeren MS ortamina 1,0 mg L' BAP ilave
ederek apikal tip eksplantlar kiiltiir ortamina almiglardir. En iyi siirgiin ¢cogaltimini
ilk alt kiiltiir olan besinci hafta sonunda 3,7 adet/eksplant ile gozlemlemislerdir.
Eksplant basina stirgiin sayis1 en yiiksek ikinci alt kiiltiirde yani ii¢ hafta sonrasinda
7,8 adet olarak gdzlemlemislerdir. Ikinci alt kiiltiiriin sonunda siirgiinlerde baz1
fizyolojik bozukluklar (hiperhidrisite gibi) da gozlemlediklerini belirtmislerdir
(Oluk ve Cakir, 2009; Dogan vd., 2022).

Kharrazi ve ark. (2011) vyaptiklar1 bir ¢alismada bitki biliyiime
diizenleyicilerinin in vitrodaki 1ki karanfil c¢esidinde siirglin ¢ogalmasi,
vitrifikasyon ve koklenmesi iizerine etkilerini incelemislerdir. Karanfiller, farkli
konsantrasyonlarda BAP ve kinetin, NAA, IBA ve 30 g L! siikroz ile 8 g L' agar
iceren MS besin ortamlarinda kiiltlire alinmigtir. Siirgiin rejenerasyonu ve
vitrifikasyonun karanfilin tiiriinden, sitokinin ¢esidinden ve konsantrasyonundan
etkilendigi belirtilmistir. BAP igeren ortamin kinetin igeren ortama gore daha fazla
siirgiin rejenerasyonuna ve vitrifikasyona neden oldugu goézlenmistir. Karanfil
cesitlerinde normal silirglin sayist1 elde etmek icin daha diisik BAP
konsantrasyonlar1 (Eskimo Mogr i¢in 1 mg L' ve Innove Orange Bogr igin 2 mg L°
" ve 0,2 mg L' NAA igeren MS besin ortami1 kullanilmasi tavsiye edilmistir.

2.4 Bitki doku kiiltiirii yontemiyle aronyanin mikrog¢ogaltim ve
vitrifikasyon bulgusuna yonelik literatiir taramasi

Aronia arbutifolia (kirmizi chokeberry) ve Aronia melanocarpa (Michx.)
Elliot (siyah chokeberry) mikrocogaltim amaciyla; siirgiin ¢ogaltimi icin %3
siikroz, %0.65 sigma agar, 0.0, 0.4, 2.2, 4.4 ve 11.1 uM BA iceren MS ve WPM
ortamlarina yerlestirilmistir. Siirgiin proliferasyonu, 8 haftalik biiyiimeden sonra
degerlendirildi. Koklendirme deneyleri i¢in, 4.9 uM indol-3-butirik asit iceren 15
ml yar1 gili¢lii MS ortamina ayr1 ayn yerlestirildi. Her iki Aronya ¢esidinin siirgiin
cogaltimi ve koklendirmeleri basariyla gergeklestirilmis olup, dis kosullara
adaptasyonu kolaylikla saglandigi belirtilmistir. Calismada vitrifikasyona yonelik
herhangi bir bulgu rapor edilmemistir (Brand ve Cullina, 1992).

Aronia melanocarpa’nin yedi farkli BAP ve NAA konsantrasyonlarinda MS
ortaminda mikrogogaltim yapilarak siirgiin ve kallus kiiltiirleri olusturulmustur. Bu
kiiltiirlerden elde edilen 6zlerin fenolik bilesikleri incelenmistir. Calisma
sonucunda siirgiin ya da kalluslardaki bilesiklerin miktarlarinin ve toplam
miktarlariin sitokinin ve oksin konsantrasyonuna bagli oldugu gosterilmistir
(Szopa ve Ekiert, 2014). Calismada vitrifikasyona yonelik herhangi bir bulgu rapor
edilmemistir.

12



Sutan ve ark. (2017) Melrom Chokeberry gesidinin in vitro kosullarda
rejenerasyon ve ¢ogaltma kabiliyetini Nero ¢esidine kiyaslamak amaciyla
yiriittiikleri ¢aligmada, klonal ¢ogaltma siirecini optimize ederek alt kiiltiirdeki
siirgiinlerin sayist ve uzunluklar1 iizerindeki etkisi incelemistir. Bu caligmada
gentopin etkisinin in vitro ¢ogaltma son derece 6nemli oldugu gosterilmistir. Nero
¢esidi hiicre proliferasyonu ve siirgiin rejenerasyonunun daha yiiksek potansiyelini
ortaya koymustur. Ayn1 zamanda oksin, sitokinin, giberellik asit orani alt kiiltiir
sirasinda uygun siirgiin biiytimesi i¢in onemli oldugu belirtilmistir. Calismada
vitrifikasyona yonelik herhangi bir bulgu rapor edilmemistir.

Aronyanin ticari 6nemi olan ii¢ ¢esidi (Eastland, Viking, Nero) icin in vitro
kosullarda klonal cogaltma protokolii gelistirmek amaciyla yiiriitiilen bir ¢calismada;
iki farkli cogaltma ortami kullanilmistir. M1 olarak belirtilen MS ortaminda bitki
biiyiime diizenleyicisi bulunmazken; M2 olarak kodlanan MS ortamia 0.7 mg L"!
BAP ilave edilmistir. Aynt zamanda R1 ve R2 olmak {izere iki farkli koklendirme
ortam1 hazirlanmistir. R1 ortaminda WPM + 1 mg L' IBA; R2 ortaminda > WPM
+ 3 mg L' IBA kullamlmistir. Calisma sonucunda; tiim eksplantlarin saglikl
siirgiinler olusturdugu belirtilmistir. Bununla birlikte en yiiksek siirgiin
rejenerasyonunun Easland ¢esidinde ve M1 ortaminda oldugu raporlanmistir.
Ayrica tim eksplantlarin R1 ve R2 koklendirme ortamlarinda kok {irettigi de
belirtilmistir (Celebi-Toprak ve Alan, 2018). Calismada vitrifikasyona yonelik
herhangi bir bulgu rapor edilmemistir

Rusea ve ark. (2018), aronyanin siyah chokeberry ¢esidi olan Nero’nun BAP,
2,4-D ve IBA’nin farkli konsantrasyonlarinin siirgiin rejenerasyonu iizerindeki
etkilerini arastirmiglardir. Calisma kapsaminda Murashige ve Skoog (MS) ve Lee
ve Fossard (LF) temel besin ortami olarak kullanilmistir. Her iki besin ortaminda
da BAP (2.5, 5,0 ve 10 mg L), 2,4-D (0,25, 0,5 ve 1,0 mg L) ve IBA (0,25, 0,5
ve 1,0 mg L) bitki biiyiime diizenleyicilerinin farkli konsantrasyonlari
belirlenmistir. Calisma sonucunda en yiiksek kallus ylizdesi MS ortaminda 2.5 mg
LTBAP, 0.25mg L' 2,4-D ve 0.25 mg L' IBA kombinasyonlarinda hem MS hem
de LF ortamlarinda en yiiksek kallus yiizdesi 5 mg L' BAP, 0.5 mg L! 2,4-D ve
0.5 mg L' IBA’da oldugu raporlanmustir. En iyi adventif siirgiin ve eksplant basina
siirgiin sayisinin en yiiksek oldugu ¢ogaltma protokoliin, 5 mg L' BAP, 0.5 mg L-
12,4-D ve 0,5 mg L! IBA ile desteklenmis MS ortaminda oldugu belirtilmistir.
Ayrica ¢aligmada vitrifikasyon bulgusuna yonelik bir gozlem rapor edilmemistir.

Aronyadan homojen bitkiler ve yiiksek siirgiin iiretimini saglamak ve elde
edilen bitkilerin virus, mantar ve bakteri gibi enfeksiyonlardan ari elde edilmesi
amaciyla gergeklestirilen bir ¢aligmada, diisiik maliyetle biiyiik 6l¢ekli liretim i¢in
en 1yi besin ortami belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu calismada kullanilan eksplantlar
MS ortaminda 1.0 mg L' GAs, %3 siikroz ve 8 g L agar ile kiiltiir ortamina
aktarilmistir. Daha sonra farkli BAP (0,0, 1,0, 2,0 ve 3,0 mg L") ve IAA (0,0, 0,01,
0,02 mg L) konsantrasyonlarin1 igeren besiyerlerinde kiiltiire birakilmistir.
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Calisma sonucunda en yiiksek siirgiin uzunlugu 1,0 mg L' BAP + 0,02 mg L' IAA
+0,1 mg L"! GAsile elde edilmistir. Eksplant bagina siirgiin sayis1 en yiiksek 2,0 mg
L!BAP + 0,01 mg L' IAA + 0,1 mg L' GA; seklinde rapor edilmistir. Kok sayisi
olarak degerlendirildiginde en yiiksek koklenmenin MSkontrol ortaminda oldugu,
bununla birlikte 2,0 mg L' ve 1,0 mg L' IBA konsantrasyonunda kdklenme igin
uygun sartlar sagladig1 bildirilmistir (Pirlak ve Almokar, 2018). Bu c¢alismada
vitrifikasyon bulgusuna yonelik herhangi bir veri paylasilmamistir.

Petrova ve ark. (2019), aronyanin farkli ¢esitlerinin klonal ¢ogaltilmasina
yonelik bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Bu ¢alisma kapsaminda aronyanin “Amit”,
“Nero”, “Viking” “Hugin” ve “Brilliant” ¢esitleri degerlendirilmistir. Temel besin
ortami olarak MS 100 mg L' mezoinositol, 7 g L' agar ve vitamin kompleksi
kullanilmis olup, 30 g L™! siikroz, bitki biiyiime diizenleyicileri olarak BAP, IAA,
IBA ve GAjz farkli konsantrasyonlari tercih edilmistir. Calisma sonucunda
aronyanin tiim ¢esitlerini ¢cogaltmak i¢in farkli seviyelerde BAP’1n kullanilmasi
onerilmistir. Buna gére; Brillant, Nero ve Viking ¢esitleri igin 1,5 mg L'; Amit i¢in
1 mg L' ve Hugin i¢in 0,5 mg L' BAP kullanimi tavsiye edilmekle birlikte
maksimum BAP kullanimmm 1,5 mg L' seklinde optimize edilebilecegi
belirtilmistir. Aronyanin farkli ¢esitlerinin rizogenezi i¢in oksin ve sitokinin farkli
konsantrasyonlarinin kullanilmasi1 gerektigi gosterilmistir. Buna gore "Nero" i¢in
0,5 mg L' TAA; "Parlak" ve "Viking" icin 0,5 mg L' IBA veya 0,5 mg L! IAA;
"Hugin" i¢in 1 mg L' IBA veya 1 mg L' IAA; “Amit” ¢esidi i¢in 0,5 mg L' veya
1 mg L' IBA modifikasyonlar1 kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada vitrifikasyona
yonelik herhangi bir bulgu belirtilmemistir.

Aronyanin mikrogogaltiminda farkli kombinasyonlardaki bitki biiylime
diizenleyicilerinin eksplant basmna siirgiin sayisi, siirgiin uzunlugu ve bogum
sayisina olan etkisi incelenmistir. Calisma neticesinde en iyi sonuclarin 1 mg L
BAP+0,02 mg L' IBA+1 mg L' GA3 igeren MS besin ortam1 oldugu gdzlenmistir.
Ayni1 zamanda kok sayis1, kok uzunlugu ve koklenme orani bakimindan da /2MS+1
mg L' IBA besin ortaminin énemli oldugu belirtilmistir (Polat ve Eskimez, 2022).
Bu caligmada vitrifikasyon bulgusuna dair bir veri paylasiimamastir.

Kullanilan bitki biliytime diizenleyicileri ile bitkilerin in vitro kosullardaki
fizyolojik bozukluklar arasinda baglanti oldugu bilinmesine ragmen biiylime
diizenleyicilerinin etki mekanizmasi ¢alisilmasi gereken bir alandir (Kataeva vd.,
1991). Aronyanin mikrogogaltimina iligskin ¢ok sayida ¢alisma yer almasina kargin
vitrifikasyona yonelik bulgularin belirtilmesi sinirli kalmistir. Bu tez caligmasi
konusunun olusmasinda iletisimde bulundugumuz cesitli doku kiiltiirii firmalari
(Xplant Biotech, Istanbul, Zerafet Cigekgilik, Konya ve Goker Fidancilik, Yalova)
vitrifikasyon sorununun ciddi bir problem oldugunu belirtmislerdir. Ozellikle
Zerafet Cigekcilik 80.000 adet aronya klon kaybimi sirf bu sebeple yasamig
olduklarini bildirmislerdir (Esat Soydemir, sirket sahibi, kisisel goriisme, 18 May1s
2021) Dolayisiyla bu ¢aligsma ile ticari ve ekonomik degere sahip, saglik acisindan
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son derece faydali ve lilkemiz ekonomisine katki saglamasi yoniinden cesitli
projeler ve igbirlikleri olusturularak gelistirilen aronyanin in vitro iiretiminde,
fizyolojik bir bozukluk olan vitrifikasyon sorununu modellemek ve ¢éziim onerileri
getirmek hem bilimsel literatiire hem de ticari kuruluslara fayda olusturacagi
kanaatini tasimaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Tez c¢alismasinda kullanilan saglikli Nero ¢esidi Aronya (Aronia
melanocarpa) klonlar in vitro olarak “Xplant (Istanbul)” ve “Zerafet Cigekeilik
(Konya)” firmalarindan plastik seffaf kapakli 200 ml’lik cam kavanozlarda steril
olarak temin edilmistir. Aronya klonlarinin siirgiin uzunlugu ortalama 1,5 - 2
cm’dir. Kavanozlarda kontaminasyon ve vitrifikasyon bulunmamakla birlikte
bitkilerin yapraklar1 cogunlukla yesil ve sagliklidir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Calismada kullanilan aronya klonlar1

Bu c¢alismada in vitro kosullarda vitrifikasyon olusturma ve vitrifikasyon
sonlandirma protokollerinde kullanilan besin ortami1 MS, siikroz, gelrite, sitokinin
(BAP) ve oksin (IBA) modifikasyonlarindan olusmaktadir.

3.2 Yontem

3.2.1 Vitrifikasyon Olusturma Protokolii (VOP)

Aronya klonlar1 1,0 — 1,5 cm uzunlugunda olacak sekilde yaprakli gévde
eksplantlan seklinde farklt BAP ve farkli siikroz konsantrasyonlar1 iceren MS ve
gelrite bulunan besin ortamlarinda “Vitrifikasyon Olusturma Protokoli (VOP) ne
alimmistir. Bu protokolde amag; eksplantlart vitrifiye ederek Tv siiresini
belirlemektir. Ty siiresi; BAP ve siikrozun farkli konsantrasyonlarina maruz kalan
eksplantlarin kaginci giinde vitirifikasyona bagladigini belirtmektedir. Calismada
besin ortaminda bulunan bir adet eksplantta vitrifikasyonun baglamasi Tv siiresinin
de baslangici olarak kabul edilmistir.
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VOP’un her bir deney tasariminda dort farkl siikroz konsantrasyonu (0 g L
110gL !, 20 gL ve 30 g L) ve bes farkli BAP konsantrasyonu belirlenmistir (0
mg L' 05mgL!, 1 mgL',2,5mgL"'ve5mgL™"). Her bir deney ii¢ tekrarli ve
her birinde ii¢ eksplant olacak sekilde dokuz adet eksplant kullanilmistir. Toplamda
180 adet eksplant vitrifikasyon olusturma protokoliine alinmistir. Hazirlanan besin
ortamindaki 4,4 g L' MS ve 3,5 g L'! gelrite konsantrasyonlarina ek olarak Tablo
3.1°de verilen farkl: siikroz ve BAP konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Besin ortami
ve bliylime diizenleyicileri DUCHEFA firmasinin iirtinleridir.

Tablo 3.1. Vitrifikasyon olusturma protokolii (VOP) kullanilan besin ortami igerikleri

VOP Siikroz BAP Gelrit MS
No. gLh | mgLh | (gL (gL™h

Kontrol 0 0 3,5 4.4
TS10K 10 0 3,5 4.4
TS10A 10 0,5 3,5 4.4
TS10B 10 1 3,5 4.4
TS10C 10 2,5 3,5 4.4
TS10D 10 5 3,5 4.4
TS20K 20 0 3,5 4.4
TS20A 20 0,5 3,5 4.4
TS20B 20 1 3,5 4.4
TS20C 20 2,5 3,5 4.4
TS20D 20 5 3,5 4.4
TS30K 30 0 3,5 4.4
TS30A 30 0,5 3,5 4.4
TS30B 30 1 3,5 4.4
TS30C 30 2,5 3,5 4.4
TS30D 30 5 3,5 4.4

Doku kiiltlirii sistemlerinde jel yapici madde olarak ¢ogunlukla agar
kullanildig1  bilinmektedir. Ancak gelritin agara gore daha diisiik
konsantrasyonlarda jellestigi (Bornman ve Vogelmann, 1984), agara gore daha
iistiin siirgiin proliferasyonu ve koklenme sagladigi bununla birlikte de uygun kallus
gelisimi ve ortam pH’smnin daha stabil olma egilimi gosterdigi ¢alismalarda
belirlenmistir (Bonga vd., 1992; Huang, 1995). Bu nedenle bu tez ¢alismasinda
jellestirici madde olarak gelrite tercih edilmistir.

Hazirlanan besin ortamlarinin pH degeri 5,6 — 5,8 olacak sekilde ayarlanarak
calismada kullanilan tiim ekipmanlar ile birlikte 121 °C’de ve 1,2 atm’de otoklavda
15 dakika steril edilmistir (Marques, 2021). Eksplantlar, 40 ml steril besin ortami
iceren 330 ml’lik seffaf plastik kapakli cam kavanozlara (kavanoz basina ii¢
eksplant) laminar flow kabin igerisinde aseptik olarak yerlestirilmistir. Eksplantlar
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yukarida belirtilen VOP deney tasarimina gore yerlestirildikten sonra 3000 liiks
florasan lamba altinda 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyot sartlarina
alimmustir (Sekil 3.2). Eksplantlar 65 giin boyunca VOP ortaminda takip edilerek,
vitrifikasyon baglama siiresi (Tv), eksplant basina diisen ortalama siirglin sayisi
(EBSS, adet), siirgiinlerin ortalama uzunlugu (cm), kok sayisi, kallus olusturma
ylizdesi ve ortalama kallus ¢ap1 (mm) 6l¢timleri kaydedilmistir.

Sekil 3.2. Eksplantlarin VOP ortamina alinma asamasi (a, b) ve kiiltiire alinan

eksplantlarin florasan lamba altina yerlestirilmesi (c). Bar uzunlugu sirastyla 5 mm
ve 7 mm’dir.

Tablo 3.2. Vitrifikasyon olusturma protokolii sonunda vitrifiye olan yapraklarin
vitrifikasyon siddetinin belirlenmesi

Vitrifikasyon

Siddeti Vitrifikasyon Siddet Tanim Ornek Fotograflar

Yapraklar tamamen ige dogru
Yiiksek (¢ok) | kivrik, sulu/cam goriiniim, rengi
koyu yesil ve sert (Fotograf a)

Yapraklar i¢e dogru hafif kivrik
ya da kivrik degil, saydam/islak
goriiniimde, rengi acik yesil
(Fotograf b)

Diisiik (az)

Bar uzunlugu 7 mm’dir.
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3.2.2 Vitrifikasyon Sonlandirma Protokolii (VSP)

Vitrifikasyon sonlandirma protokolii (VSP), VOP ortaminda 65 giin boyunca
takip edilen ve vitrifiye olan in vitro siirglinlerin Ty siiresi sonunda vitrifikasyondan
cikarilmast i¢in olusturulan bir protokoldiir. Bu protokolde amag; vitrifiye
siirgiinleri vitrifikasyondan kurtarmak ve siirgiinlerin vitrifikasyondan kurtulma
yani iyilesme zamanini (Ts siiresini) belirlemektir.

VSP i¢in dort farkl siikroz konsantrasyonu, sitokinin olarak iki farkli dozda
BAP ve koklenmeyi saglamak i¢in oksin olarak IBA igeren MS besin ortami
kullanilmistir ve miktarlar1 Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.3. Vitrifikasyon sonlandirma protokolii i¢in kullanilan besin ortami igerikleri

Siikroz BAP IBA Gelrite MS
gLh | (mgLh | mgL" | (gL (gL
10 0 0,1 3,5 4.4
20 0 0,1 3,5 4.4
30 0 0,1 3,5 4.4
10 0,5 0,1 3,5 4.4
20 0,5 0,1 3,5 4.4
30 0,5 0,1 3,5 4.4
0 0 0,1 3,5 4.4
0 0,5 0,1 3,5 4.4

Tablo 3.3’te goriildiigii gibi vitrifikasyon sonlandirma protokoliiniin her bir
deney tasariminda dort farkli siikroz konsantrasyonu (0 g L', 10 g L™}, 20 g L! ve
30 g L), iki farkl1 BAP konsantrasyonu (0 mg L' ve 0,5 mg L") ve bu protokoliin
tiim kiiltiir ortamlarinda 0,1 mg L™! IBA konsantrasyonu belirlenerek gelrite iceren
MS besin ortam1 hazirlanmistir. Hazirlanan besin ortamlarinin pH’1 5,6 — 5,8 olacak
sekilde ayarlanarak caligmada kullanilan tiim ekipmanlar ile birlikte VOP’da
oldugu gibi 121 °C ve 1,2 atm basing altinda otoklavda 15 dakika steril edilmistir
(Marques, 2021). Ekipman ve besin ortamlarinin sterilizasyon isleminden sonra
malzemeler laminar flow kabin igeresine alinmistir.

Vitrifiye olan siirgiinlerin kallus bolgesi kesilmistir ve bitki materyallerinin
vitirifye olan yapraklarina zarar vermeden govdeler 1,0 - 1,5 cm uzunlugunda
eksplantlar halinde kesilerek 40 ml steril besin ortami igceren 330 ml’lik seffaf
plastik kapakli cam kavanozlara her bir deney ii¢ tekrarli ve her birinde rastgele
secilmis li¢ adet eksplant olacak sekilde dokuz adet eksplant laminar flow kabin
igerisinde aseptik olarak yerlestirilmistir (Sekil 3.4). Bu protokoliin tiim besin
ortamlarinda 72 adet eksplant kullanilmistir. Eksplantlar besin ortamlarina
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yerlestirildikten sonra 3000 liiks florasan lamba altina 16 saat aydinlik, 8 saat
karanlik fotoperiyot sartlarina alinmistir. Eksplantlar 38 giin boyunca VSP
ortaminda takip edilerek, vitrifikasyondan kurtulma yani iyilesme siiresi (Ts),
vitrifikasyondan ¢ikma orani (%), eksplant basina diisen ortalama siirgiin sayisi
(EBSS, adet), siirgiinlerin ortalama uzunlugu (cm), kok sayisi, kallus olusturma
ylizdesi ve ortalama kallus ¢ap1 (mm) 6l¢timleri kaydedilmistir.

Sekil 3.3. Vitrifiye siirgiinler (a) ve kallus bolgesi (b), eksplantlarin VSP besin ortamina
alimma asamasi (c). Bar uzunlugu sirastyla 7 mm, 5 mm ve 12 mm’dir.

3.2.3 Mikroskobik incelemeler

Her iki protokolde siirglin durumuna gelen vitrifiye ve saglikli siirgiinlerin
yapraklarindaki stoma sayilari ve stomalarinin en ve boy dl¢timlerinin belirlenmesi
amaciyla calismada mikroskobik incelemelere de yer verilmistir. Bu asamada in
vitro kosullarindaki siirgiinlerin yapraklar1 {i¢ siniflandirmaya tabi tutulmustur.
Bunlar; saglikli yapraklar (1), vitrifikasyon siddeti yiliksek yapraklar (2) ve diisiik
olan yapraklar (3) seklindedir. Bu kisimda numuneler belirlenirken besin
ortamlarina gore herhangi bir ayrim yapilmamais olup, yapraklar siniflandirmadaki
kriterlere gore rastgele, her siniflandirmadan bes yaprak olacak sekilde se¢ilmistir.

Calismadaki incelemeler i¢in, LAS LEICA marka ICC50 HD model
mikroskobun 20x objektifi kullanilmis ve LAS EZ v3.4 bilgisayar programinda

stoma sayimlar1 ve stomalarin en, boy dl¢limleri yapilmistir. Numuneler, yaprak
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sap1 sag tarafta kalacak ve alt epidermis mikroskop objektifine bakacak sekilde
ortadan enine kesilerek ikiye ayrilmistir. Yaprak, mikroskop lamina yerlestirilmis
ve bir — iki damla su damlatilarak sabitlenmesi saglanmig, ardindan lamel ile tizeri
kapatilmistir. Daha sonra enine kesilerek ikiye ayrilan yapraklarin alt
epidermisinden inceleme yapilmistir. Her bir yaprak ¢esidinden beser adet yaprak
numunesi, her bir yapragin orta damarinin sag ve sol tarafinda kalan bolgeleri ve
bu boélgelerin 40 farkli alani incelenerek toplam 1200 adet veri elde edilmistir.
Mikroskobik incelemeye alinan yapraklarin gorselleri ve Ol¢iimleri Sekil 3.5te
verilmigtir.

Sekil 3.4. Mikroskobik incelemeye alinan yapraklar; saglikli yapraklar (a) ve vitrifiye
yapraklar (b). Bar uzunlugu 10 mm’dir.

3.2.4 iklimlendirme

Bu asamada vitrifiye aronya siirgiinleri ile saglikli aronya siirgiinleri
iklimlendirme agamasina “yasam yiizdeligi (Yy)” oranii belirlenmek amaciyla
aktartlmistir.

Rastgele se¢ilmis koklii saglikli aronya siirglinlerinin kokleri suda titizlikle
yikanarak besin kalintilarindan arindirilmistir. Daha sonra siirgiinler 6nceden suda
bekletilerek sismesi saglanan hazir giibresiz torflu kagit saksilara (Agripot marka
paperpot) (70 mm x 90 mm) yerlestirilmistir. Siirglinlerin yerlestirildigi paperpotlar
seffaf kapakli plastik kiiltiir kutularinin igerisine konularak 5 ml su eklenmistir ve
kiiltiir kutusunun kapagi tamamen kapatilmigtir. Paperpotlara alinan siirgiinlerin
uzunlugu ortalama 3 — 4 cm ve kok sayisi ortalama 6 — 7 adettir.

Benzer sekilde vitrifiye siirgiinler ise, rastgele secilerek in vitro ortamlarindan
cikarilip, kallus bolgesi kesilerek birbirlerinden ayrilmistir. Siirglinler daha sonra
500 ppm olarak hazirlanan IBA’ya bes saniye daldirilmis ve Onceden suda
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bekletilerek sigsmesi saglanmis olan paperpotlara yerlestirilmistir. Siirglin bulunan
paperpotlar seffaf kapakli plastik kiiltiir kutularin igerisine konularak 5 ml su
eklenmistir ve plastik kutunun kapagi sikica kapatilmistir. Kiiltiir kaplarina
yerlestirilen siirgiinlerin uzunlugu ortalama 3,5 — 4 cm’dir. Tiim kiiltiir kaplar1 16
saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyot sartlarinda 3000 liiks 1s1k bulunan raflara
yerlestirilmistir. Kiiltiir kaplariin i¢ sicaklig1 26.7 °C ve kaplarin i¢ nemi ise %99
olarak ol¢ililmiistiir.

Stirglinlerin bulundugu plastik kiiltiir kutularin kapaklar1 10 giin sonra
koselerden acilip yildiz seklinde iistlerine kapatilarak dis ortama alistirma siirecine
devam edilmistir. Kiiltiir kaplarinin bulundugu iklimlendirme odasinin ortam
sicakligl 26.2 °C ve odanin nemi %15 olarak 6l¢iilmiistiir.

Paperpot igerisindeki saglikli ve vitrifiye siirgiinler dis kosullara
adaptasyonlarinin takip edilmesi i¢in Kekila torfuna aktarilmistir.

3.2.5 lstatistiksel veri analizi

Calismadaki veriler, PAS 4.03 (Hammer ve ark. 2001) Istatistik Program,
Tek yonli ANOVA ile besin ortamlarimin Olglilen parametrelere etkisi
incelenmigtir. Ortalama degerleri ad-hoc test olarak Tukey’s pairwise
uygulanmistir. Veriler Microsoft Excel lizerinden tutulmus olup, Excel Tanimlayici
Istatistik ve Excel Anova Tek Etken testleri de istatistiki olarak karsilastirma
maksadiyla incelenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Vitrifikasyon Olusturma Protokolii (VOP)

Klonlardan elde edilen eksplantlari vitrifiye etmek ve Tv siiresini belirlemek
amaciyla VOP besin ortamina alinan saglikli aronya eksplantlar1 65 giin boyunca
rutin olarak takip edilerek siirgiin sayisi/eksplant (adet), kallus olusumu (%), kallus
¢ap1 (mm), siirgiin uzunlugu (cm) ve kok sayis1 parametreleri ile ilgili veriler elde
edilmistir. VOP uygulamasinin sonunda 15 farkli besin ortamindan yalnizca dokuz
farkl besin ortaminda vitrifikasyon meydana geldigi gézlenmistir.

4.1.1 Vitrifkasyon olusturma protokolii (VOP) MS besin
ortamlarindaki morfolojik gozlemler

Vitrifikasyon olusturma protokoliine alinan eksplantlarin farkli MS besin
ortamlarindaki morfolojik gozlemleri; siirgiin sayisi/eksplant, kallus olusumu (%),
kallus ¢ap1 (mm), siirgiin uzunlugu (cm) ve kok sayist verileri belirlenerek Tablo
4.1’de verilmistir.

Stirgiin sayisi/eksplant (x):

Her bir besin ortami i¢in {i¢ tekrarli toplam dokuz eksplant ile yapilan
calismada 65 giinlin sonunda elde edilen verilere gore; eksplant basina diisen
ortalama siirgiin sayis1 1 ile 10 adet araliginda olup, slikroz igermeyen MS besin
kontrol ortamlarinda siirgiin artis1 gézlenmemistir. Bununla birlikte 10 g L™! siikroz
ve BAP’s1z MS besin ortaminda siirgiin sayisinin 1 adet oldugu, eksplant bagina
diisen ortalama siirgiin sayisinin ise en ¢ok 10 adet ile 30 g L! siikroz ve 5 mg L"!
BAP igeren MS besin ortaminda oldugu gozlenmistir.

Kallus olusumu (%) ve ¢apt (mm) (X):

Vitrifikasyon olusturma protokoliindeki siirglinlerde siikrozsuz MS besin
ortamlar1 hari¢ tiim kiiltiir ortamlarinda kallus olusumunun %100 oldugu
gozlenmistir. Vitrifikasyon olusturma protokoliindeki klonlarin farkli besin
ortamlarindaki ortalama kallus ¢aplar1 (mm) Tablo 4.1°’de verilmistir. Ortalama
kallus ¢ap1 2,8 — 12,7 mm araliginda olup, kallus ¢apinin en diisiik oldugu ortamin
2,8 mm ile 30 g L! siikkroz ve BAP’s1z MS besin ortam1 oldugu, ortalama kallus
capinin en yiiksek oldugu kiiltiir ortaminin ise 12,7 mm ile 30 g L™! siikroz ve 5 mg
L' BAP igeren MS besin ortaminda oldugu gdzlenmistir. Siikroz icermeyen MS
besin ortamlarinda kallus olusumu gézlenmediginden kallus ¢aplart 0 mm olarak
belirtilmistir.
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Ortalama stirgiin uzunlugu (cm) (x) ve kok sayisi (x):

Ortalama siirgiin uzunlugu 1,3 — 3,8 cm araliginda olup, slirglin uzunlugunun
en diistik oldugu ortamin 1,3 cm ile hem siikrozsuz ve BAP’s1z hem de siikrozsuz
ve 0,5 mg L' BAP iceren MS besin ortami oldugu, ortalama siirgiin uzunlugunun
en yiiksek oldugu ortamin ise 3,8 cm ile 30 g L' siikroz ve 1 mg L! BAP igeren
MS besin ortaminda oldugu gozlenmistir.

Ortalama kok sayilar1 0 — 2,4 adet aralifinda olup; kok sayisinin en diisiik
oldugu ortam 1,3 adet ile 30 g L siikroz ve 1 mg L BAP igeren MS besin
ortaminda oldugu gozlenmistir. Diger ortamlarda ortalama kdk sayislar sirasiyla;
1,8 adet ile 30 g L' siikroz ve BAP’s1z, 2 adet ile 20 g L™ siikroz ve BAP’s1z MS
ortamlarinda gozlenmistir. Ortalama kok sayisinin en yiiksek 2,4 adet ile 30 g L™!
siikroz ve 0,5 mg L™! BAP iceren MS kiiltiir ortaminda oldugu gdzlenmistir. Diger
MS besin ortamlarinda ise koklenme gozlenmemistir (Tablo 4.1).
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eksplantlarin morfolojik goézlemleri

Tablo 4.1. Vitrifikasyon olusturma protokoliinde (VOP) MS besin ortamlarindaki

MS Besin Ortamlart Stirgiin Kallus Kallus Surguzl Kk
(VOP)* say1st/Eksplant Olusumu Cap1 uzunlugu —
X) (%) (mm) %) | (cm) (%) Y
0 siikroz + 0 BAP 0+0,0 0 0+0,0 1,3+0,1¢ 0+0,0
0 siikroz + 0,5 BAP 0+0,0 0 0+0,0 1,3+0,1¢ 0+0,0
10 siikroz + 0 BAP 1,0+0,0¢8 100 4,0+0,0¢8 2,3+0,1¢ 0+0,0
10 siikroz + 0,5 BAP 4,7+0,2° 100 7,3+0,4° 2,7+0,1¢ 0+0,0
10 siikkroz + 1 BAP 5,0+0,09 100 8,3+0,24 2,7+0,1¢ 0+0,0
10 siikroz + 2,5 BAP 4,3+0,3f 100 9,0+0,0° 2,0+0,1°¢ 0+0,0
10 siikroz + 5 BAP 4,0+0,0f 100 10,0£0,0° | 2,2+0,0¢ 0+0,0
20 siikroz + 0 BAP 0,7+0,3¢" 100 3,4+0,48 2,5+0,1¢ 2,0£1,22
20 siikroz + 0,5 BAP 5,0+0,0¢ 100 6,3+0,9" 3,3£0,2° 0+0,0
20 siikroz + 1 BAP 8,242,1% 100 7,0+0,3¢ 2,5+0,1¢ 0+0,0
20 siikroz + 2,5 BAP 5,0+0,0¢ 100 10,2+0,2" | 3,4+0,3° 0+0,0
20 siikroz + 5 BAP 5,8+0,5°¢ 100 11,2+0,1* | 2,3+0,1¢ 0+0,0
30 siikroz + 0 BAP 0,3+0,2" 100 2,840,2" 2,6+0,1°¢ 1,8+1,3%
30 siikroz + 0,5 BAP 6,7+0,3° 100 8,3+0,6¢ 3,740,22 2,4+1,7*
30 siikroz + 1 BAP 6,4+0,83% 100 11,6+0,7° 3,8+0,1° 1,3+0,9°
30 siikroz + 2,5 BAP 4,240,7° 100 11,04£0,7* | 2,8+0,2¢ 0+0,0
30 siikroz + 5 BAP 10,0+0,0? 100 12,7£1,0° | 2,8+0,2¢ 0+0,0

*Besin ortamlarindaki siikroz g L', BAP mg L' cinsindendir. Her kolondaki ortalama
degerlerin tizerindeki benzer harfler Tukey’s pairwaise test 0,05<P’de istatistiki agidan fark

yoktur.

4.1.2 Besin ortamlarina gore vitrifikasyon bulgular: ve Ty siireleri

Saglikli eksplantlarin vitrifiye edilmesi amaciyla modellenen vitrifikasyon
olusturma protokolii (VOP) sonucunda 15 farkli MS besin ortamindan dokuz farkli
MS besin ortaminda bulunan siirgiinlerde camsilasma sorunu goézlenmistir. Bu
besin ortamlarinda yer alan siirgiinlerde vitrifikasyon baslama zamanlar1 (Tv) ve
vitrifikasyon oranlari (%) bakimindan farkliliklar oldugu belirlenmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2°’de goriildiigii gibi VOP ortamindaki siirglinlerde ilk 20 giin
vitrifikasyona bagli hicbir fizyolojik bozukluk goriilmemistir. Ancak 23. giinde 30
g L siikroz 1 mg L' BAP veya 2,5 mg L'! BAP veya 5 mg L™! BAP igeren MS
besin ortamlarinda vitrifikasyon oram %11 olarak gézlenmis; 20 g L™! siikroz 1 mg
L' BAP veya 5 mg L' BAP iceren MS besin ortaminda ise vitrifikasyon oraninin
%22 oldugu belirlenmistir.

Gozlemlerimizin 30. giiniinde bir dncekinden farkli olarak 10 g L™! veya 20 g
L' siikrozda 0,5 mg L' BAP igeren MS besin ortaminda sirasiyla %11 ve %22
oranlarinda camsilasma basladig1 goriilmiistiir. Yine 23. giinden farkli olarak 30.
giinde 30 g L! siikrozda 1 mg L' BAP veya 2,5 mg L' BAP veya 5 mg L' BAP
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iceren MS besin ortamlarinda vitrikasyon oranin arttigi; diger MS besin
ortamlarinda ise bu oraninin degismedigi gdzlenmistir.

Gozlemlerin 38. giiniinde énceki kontrollerden farkli olarak 20 g L' siikroz
ve 2,5 mg L' BAP igeren MS besin ortaminda %22 vitrifikasyon orami ile
camsilasmanin basladig1 gézlenmistir. Ayni zamanda 30 g L' siikroz ve 1 mg L™!
BAP ila 20 g L siikroz ve 5 mg L' BAP iceren MS besin ortamlarinda
vitrifikasyon orani artarken; diger MS besin ortamlarinda bu oraninin 30.giinle ayni
kaldig1 gozlenmistir. Sonraki 44. giinde ise yeni bir kiiltiir ortaminda herhangi bir
vitrifikasyon bulgusuna rastlanmamis olup, tic MS besin ortaminin vitrifikasyon
oranlarinda artis oldugu goézlenmistir. Diger MS besin ortamlarindaki vitrifikasyon
orani 38. giin ile ayn1 kalmistir. Bunu takiben 65. giinde 30 g L™! siikroz ve 0,5 mg
L' BAP igeren MS besin ortaminda vitrifikasyon oraninmn %11 ile basladig
gozlenmistir. Baz1 kiiltlir ortamlarindaki siirgiinlerde goriilen vitrifikasyon orani
artarken; bazi MS besin ortamlarindaki vitrifikasyon oram1 da 44.giin ile aym
kalmustir.

Atmigbes giiniin sonunda Tablo 4.2’de gosterildigi gibi en yiiksek
vitrifikasyon oran1 %77 ile 30 g L' siikroz ve 5 mg L' BAP iceren MS besin
ortaminda; en diisiik vitrifikasyon orani ise, %11 ile 30 g L™! siikroz ve 0,5 mg L!
BAP’da gozlenmistir.

Vitrifikasyon bulgular1 Ty zamani olarak degerlendirildiginde Tablo 4.2°de
belirtildigi gibi su sekilde ger¢eklesmistir;

1. Ty zaman1 (23. giin): Siirgiinlerde vitrifikasyonun gozlendigi ilk zamandir.
Vitrifikasyonun ilk basladigi MS besin ortamlari; 30 g L™! siikroz ve 1 mg L' BAP
veya 2,5 mg L' BAP veya 5 mg.L"! BAP igeren MS besin ortamlarinda ve 20 g L°
I'siikroz ve 1 mg L' BAP veya 5 mg L' BAP’da gdzlenmistir.

2. Tv zamani (30. giin): 1. Ty’ nin bagladig: kiiltiir ortamlarindan farkli olarak
diger MS besin ortamlarinda yeni vitrifikasyonun gozlendigi ikinci zaman
dilimidir. 2. Tv’nin basladig1 MS besin ortami; 0,5 mg L' BAP iceren 10 g L! ve
20 g L' siikrozdur.

3. Ty zamani (38. giin): 11k iki Ty zamaninin basladig1 kiiltiir ortamlarindan
farkli olarak diger MS besin ortaminda yeni vitrifikasyonun gozlendigi iigiincii
zaman dilimidir. 3. Ty’ nin basladig1 MS besin ortami; 20 g L™! siikroz ve 2,5 mg L-
' BAP’dur.

4. Tv zaman (44. giin): Bu kontrol zamaninda yeni bir vitrifikasyon bulgusu
gozlenmemistir. Onceki Ty zamanlarinda baslayan vitrifikasyonlarin oranlari
artmis ya da ayni kalmustir.
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5. Ty zamam (65. giin): Ik dért Ty zamaninin basladig kiiltiir ortamlarindan
farkl1 olarak 30 g L' siikroz ve 0,5 mg L' BAP iceren MS besin ortaminda
vitrifikasyonun bagladig1 besinci zaman dilimidir.

Tablo 4.2. Siirgiinlerin vitrifiye olduklar1 MS besin ortamlari, Tv siireleri ve vitrifikasyon
oranlar1 (%)

30.giin | 38.giin
2.Tv | 3.Tv

65.giin

. %
MS Besin Ortamlari 5.Tvy

%22 | %22 | %22 | %22 %22
%11 %33 %44 | %55 %355
%11 %22 | %22 | %22 %33
%11 %22 | %22 | %44 %77
0 %22 | %22 | %22 %22
0 %11 %11 | %11 %22

20 siikroz + 1 BAP
30 siikroz + 1 BAP
30 siikroz + 2,5 BAP
30 siikroz + 5 BAP
20 stikroz + 0,5 BAP
10 siikroz + 0,5 BAP

=l lellel el il el o))

20 siikroz + 2,5 BAP 0 0 %22 | %22 %22
20 siikroz + 5 BAP %22 %22 %33 | %55 %66
30 siikroz + 0,5 BAP 0 0 0 0 0 %11

*Besin ortamlarinda kullanilan siikroz g L', BAP mg L™! cinsindendir.

4.1.2.1 Vitrifiye siirgiinlerin ortalama vitrifikasyon siddeti

Vitrifikasyon goriilen siirglinlerin 65 gilin sonunda yapraklarindaki
vitrifikasyonun siddeti gozleme dayali olarak Ol¢iilmiistiir. Tamamen ice dogru
kivrik, sulu ya da cam goriinlime sahip, genellikle rengi koyu yesil ve
dokunuldugunda sertlik hissiyati veren yapraklar i¢in yliksek vitrifikasyon siddedi;
ice dogru hafif kivrik ya da kivrik olmayan, saydam/islak goriinlimiinde ve
genellikle rengi acik yesil olan yapraklar icin diisiik vitrifikasyon siddedi tanimi
yapilmistir. Bu tanimlamalara gore vitrifiye siirgiinlerin siddet seviyesine gore renk
skalas1 hazirlanmistir (Sekil 4.1). Renk skalasina gore en yiiksek vitrifikasyon
siddeti 30 g L™! siikroz ve 0,5 mg L™! BAP igeren MS besin ortaminda; en diisiik
vitrifikasyon siddeti ise 20 g L' siikroz ve 2,5 mg L' BAP iceren MS besin
ortamlarinda goézlenmistir.
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Yiiksek siddetten diisiik siddete dogru vitrifikasyon renk skalasi

o
»

20 siikroz + 1 BAP 20 siikroz + 5 BAP 30 siikroz + 1 BAP 20 siikroz + 0,5 BAP

30 sitkkroz + 0,5 BAP 30 siikroz + 5 BAP 30 siikroz + 2,5 BAP 10 siikroz + 0,5 BAP 20 siikroz + 2,5 BAP

Sekil 4.1. Vitrifikasyon siddeti renk skalasi, calismadaki gozlemlere dayanarak yazar
tarafindan hazirlanmistir. Siikroz g L', BAP mg L' cinsindendir.

Sekil 4.2°de yiiksek ve diisiik siddete sahip vitrifiye siirglinlerin gorselleri
verilmistir. Bu sekil incelendiginde yiiksek siddetli vitrifiye siirgiin yapraklarinin
cam gibi parlak, kivrik ve koyu yesil oldugu; diisiik siddetli vitrifiye eksplant
yapraklarin daha ¢ok sulu/saydam goriiniimde, hafif kivrik ya da diiz ve genellikle
acik yesil oldugu gozlenmistir.

a

Sekil 4.2. Yiiksek (a, b, ¢) ve diistik (d, e, f) siddetli vitrifiye siirgiinlerin gorselleri. Bar

uzunlugu 10 mm’dir.
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4.2 Vitrifikasyon Sonlandirma Protokolii (VSP)

Vitrifikasyon sonlandirma protokolii (VSP), bir 6nceki protokol ile vitrifiye
edilen stirglinleri vitrifikasyondan kurtararak iyilesme zamanimi (Ts siiresi)
belirlemek amaciyla olusturulmustur. Bu protokoliin Ts zamanlar1 31 giin boyunca
takip edilerek ortalama siirgiin sayisi/eksplant (adet), ortalama siirgiin uzunlugu
(cm), ortalama kallus olusumu (%), ortalama kallus ¢ap1 (mm) ve ortalama kok
sayist verileri elde edilmistir.

Sekil 4.3’de VOP ile vitrifikasyona maruz birakilan eksplantlarin VSP
ortamina aktarildiktan sonraki iyilesme dongiisiine yer verilmistir. Genel olarak
vitrifiye olan yapraklarin iyilesme siirecindeki ilk 20 gilin antosiyanin birikmesi
gozlenmistir. Bu siiregte yapraklarin 6zellikle u¢ kisimlar1 kahverengi ve kirmizi
rengini almistir. 10 giin sonra Ts zamani devam ederken yapraklardaki bu renk
durumu giderek azalmistir ve siirecin sonunda biiyiik oranda yesil renge donmiistiir.
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Saghikl bitkilerin Vitrifikasyon
Olusturma Protokoliine (VOP) alinmas1
ve vitrifikasyona maruz birakilmasi

Vitrifive bitkilerin Vitrifikasyon
Sonlandirma Protokoline (VSP) alinmast
ve 1yilesme siirecinin baglamas

siireci
Vitrifiye aronyva
L vapraklari (b)
Saglikli aronya [ Vitrifiyeden ¢ikma surecinde

L vapragi (a) ‘ vapraklarda antosiyanin

LN b{.nknlem (c)

I /.

I -

VSP de 1yilesme siireci devam edivor
VOP-> Fitrifiye > VSP > Saglhikl | Kirmizi renkten yesil renge
Aronya dénen ve iyilegmeye devam eden

J \ Aronya yapraklar: (d)

Sekil 4.3. Yapraklarin vitrifikasyon ve iyilesme dongiisii (Calismadaki gozlemlere dayanarak yazar tarafindan olusturulmustur).
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4.2.1 Vitrifkasyon sonlandirma protokolii (VSP) MS besin
ortamlarindaki morfolojik gozlemler

VSP deneyine alinan eksplantlarin farkli MS besin ortamlarindaki morfolojik
gbzlemleri; siirglin sayisi/eksplant, kallus olusumu (%), kallus ¢ap1 (mm), siirgiin
uzunlugu (cm) ve kok sayisi verileri Tablo 4.3’te verilmistir.

Stirgiin sayisi/eksplant (x):

Her bir besin ortami i¢in li¢ tekrarli toplam dokuz eksplant ile yapilan
calismada 31 giin sonunda elde edilen verilere gore; eksplant basina diisen ortalama
siirglin sayist 1,3 — 5,0 adet araliginda olup, siikrozsuz MS besin kontrol
ortamlarinda siirgiin sayisinda artig gozlenmemistir. Ortalama siirgiin sayis1 1,3 adet
ile en diisiik 20 g L™! siikroz, BAP’s1z ve IBA’l1 MS besin ortaminda iken; 10 g L™!
siikroz, 0,5 mg L' BAP ve IBA igeren MS besin ortaminda en yiiksek eksplant
basina diisen ortalama siirgiin sayis1 5,0 adettir.

Kallus olusumu (%) ve ¢apt (mm) (X):

Vitrifikasyon sonlandirma protokoliindeki siirgiinlerden siikroz i¢cermeyen
MS besin ortamlar1 hari¢ tiim kiiltiir ortamlarinda kallus yiizdesinin %100 oldugu
gozlenmistir. Siirgiinlerin farkli besin ortamlarindaki ortalama kallus ¢aplar1 5,0 —
10,0 mm araliginda olup, siikroz icermeyen MS besin ortamlarinda kallus olusumu
gbzlenmediginden ¢cap 0 mm olarak belirtilmistir. Ortalama kallus ¢ap1 5,0 mm ile
en diisiik BAP’s1z ve IBA’11 20 g L™! siikroz ve 30 g L™! siikroz igeren MS besin
ortamlarinda; 10,0 mm ile en yiiksek 10 g L™! siikroz, 0,5 mg L' BAP ve IBA igeren
MS besin ortaminda oldugu gozlenmistir.

Stirgtin uzunlugu (cm) (x):

Bu protokoldeki bitkilerin ortalama siirglin uzunlugu 2,9 — 5,5 cm araliginda
olup, siikroz icermeyen MS besin ortamlarindaki eksplantlarda nekrozize bagh
olarak herhangi bir iyilesme goriilmediginden uzunluklar1 0 cm olarak belirtilmistir.
Ortalama siirgiin uzunlugu en kisa 2,9 cm ile BAP’s1z ve IBA’l1 20 g L! siikroz
iceren MS besin ortaminda; 5,5 cm ile en uzun 30 g L! siikroz, 0,5 mg L' BAP ve
IBA’da oldugu gozlenmistir.

Kok sayist (x):

Bu protokoldeki siirgiinlerin ortalama kok sayis1 2,0 — 10,2 adet araliginda
olup, siikroz icermeyen MS besin ortamlarindaki eksplantlarda nekrozize bagh
olarak herhangi bir iyilesme ve koklenme goriilmediginden kok sayilar1 O adet
olarak belirtilmistir. Ortalama kok sayisinin en diisiik 2,0 adet ile 20 g L! siikroz,
0,5 mg L' BAP ve IBA igeren MS besin ortaminda; 10,2 adet ile en yiiksek 30 g L-
I'siikroz BAP’s1z ve IBA’I1 MS besin ortaminda oldugu gdzlenmistir.
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morfolojik gozlemleri

Tablo 4.3. Vitrifikasyon sonladirma protokolii (VSP) MS besin ortamlarindaki

Siirgiin Kallus Kallus Stirgiin Kok savist
MS Besin Ortamlart* sayist/Eksplant | Olusumu | Capi (X) uzunlugu ()_()y
(X) (%) (mm) (X) (cm)
0 siikroz + 0 BAP + 0,1 IBA 0 0 0 0 0
0 siikroz + 0,5 BAP + 0,1 IBA 0 0 0 0 0
10 siikroz + 0 BAP + 0,1 IBA 1,.8£0,1° %100 | 6,0:0,0° | 3,8:04° | 57%1.2°
20 sitkroz + 0 BAP + 0,1 IBA 1,3£0,2° %100 | 5,0:04 | 2,8£03% | 38+0.8°
30 siikroz + 0 BAP + 0,1 IBA 1,5£0,2% %100 | 50500 | 4250,6" | 102+0,7°
Il}gliukmz T0.5BAP+0,1 5,0+0,0° %100 | 10,040,0° | 4,1+0,5% | 0,040,0
20 stlroz T 03 BAP 0.1 4,1£0,3° %100 | 76802 | 46205 | 2,0£0,7¢
fg/iukmz *05BAP+0,1 3,120,1° %100 | 7,0%0,1° | 55:0,6° | 3,3+1,2°

* Besin ortamlarindaki siikroz g L', BAP ve IBA mg L' cinsindendir. Her kolondaki
ortalama degerlerin lizerindeki benzer harfler Tukey’s pairwaise test 0,05<P’de istatistiki
acidan fark yoktur.

4.2.2 Besin ortamlarina gore Ts siireleri, oranlari1 ve VSP bulgular

Ts stireleri ve iyilesme oranlari:

Vitrifikasyon sonlandirma protokoliine alinan eksplantlarin iyilesme oranlari
(Ts) asagida yer alan formdiil ile belirlenmistir.

vitrifiyeden ¢ikan saglikli yaprak sayist

Ts oram = kultir ortamindaki toplam yaprak sayist

Bu protokol ile belirlenen sekiz farkli MS besin ortaminin altisinda bulunan
vitrifiye siirglinlerin iyilesme silirecinin basladigi gozlenmistir (Tablo 4.4). VSP
ortamina alinan vitrifiye siirgiinlerin iyilesme siirecine dair bulgular 13. giin
baslamistir. Burada (1.Ts) siirgiinlerdeki yapraklar %96 ve %100 oraninda BAP’s1z
ve IBA’li 10 g L', 20 g L' ve 30 g L! siikroz igeren MS besin ortamlarinda
iyilesme gostermistir. Bununla birlikte 13. giinde BAP’li ve IBA’l1 10 gL, 20 g
L' ve 30 g L! siikroz igeren MS besin ortamlarinda iyilesme oranlar1 %26 ila %66
arasinda farklilik gostermistir. Ikinci Ts zamanmi olan 31. giinde bir &nceki
incelemelere gore siirgiinlerin iyilesme oranlarinda artis oldugu goézlenmistir. Buna
gore; BAP’s1z ve IBA’1 10 g L™ ve 20 g L™! siikroz igeren MS besin ortamlarinda
diizelme oran1 %98’e yiikselmistir. Bununla birlikte 31. giinde BAP’l1 ve IBA’11 10
g L, 20 g L'! ve 30 g L! siikroz iceren MS besin ortamlarinda Ts oranlart
yiikselerek %65 ila %94 arasinda farklilik géstermistir. Siikroz igermeyen, BAP 1
veya BAP’s1iz ve IBA’li MS besin ortamlarindaki eksplantlarda nekroziz
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gbzlendiginden iyilesme silireci baglamamis ve “nekroziz” olarak belirtilmistir
(Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Vitrifikasyon sonlandirma protokolii (VSP) MS besin ortamlarina gore
stirglinlerin vitrifikasyon sonlanma siiresi (Ts) ve orant (%).

1.Ts 1.Ts 2.Ts 2.Ts
Besin Ortamlar® Zaman Oram Zaman Oram
(Giin) (%) (Giin) (%)
0 sikkroz + 0 BAP + 0,1 IBA Nekroziz | Nekroziz | Nekroziz | Nekroziz
0 siikroz + 0,5 BAP + 0,1 IBA Nekroziz | Nekroziz | Nekroziz | Nekroziz
10 siikkroz + 0 BAP + 0,1 IBA 13.glin %96 31.giin %98
20 siikroz + 0 BAP + 0,1 IBA 13.giin %696 31.giin %098
30 siikkroz + 0 BAP + 0,1 IBA 13.glin %100 31.giin %100
10 siikroz + 0,5 BAP + 0,1 IBA 13.giin %26,1 31.giin %094,3
20 siikroz + 0,5 BAP + 0,1 IBA 13.glin %48.4 31.giin %65,8
30 siikroz + 0,5 BAP + 0,1 IBA 13.glin %066,3 31.giin %83,9

*Besin ortamlarindaki siikroz g L, BAP ve IBA mg L™! cinsindendir.

Besin ortamlarina gére Vitrifikasyon Sonlandirma Protokolii (VSP)
bulgulari:

Tek basina 0,1 mg L' IBA (Sekil 4.4a, b) ve siikrozsuz 0,5 mg L' BAP ve
IBA (Sekil 4.4c, d) iceren MS besin ortamlarindaki vitrifiye eksplantlarda nekroziz
basladig1 goriilmistiir. Herhangi bir iyilesme bulgusu mevcut olmamakla birlikte,
koklenme ve kallus olusumu da gézlenmemistir.
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Sekil 4.4. Vitrifiye eksplantlarda (a, ¢) 13.gilin baslayan nekroziz olusumu (b, d). Bar

uzunlugu 10 mm’dir.

Vitrifikasyon sonlandirma protokoliiniin 13. giiniinde 10 g L siikroz
BAP’s1iz ve IBA’l1 MS besin ortamina alinan vitrifiye siirgiinlerin (Sekil 4.5a)
yapraklariin agilarak iyilesme siirecine basladigi ve kdklenmenin gerceklestigi
gbzlenmistir (Sekil 4.5b). Siirglinlerin baz1 yapraklarinda nekroziz olmakla birlikte
tamaminda nekroziz goézlenmemistir. VSP’nin 31. giiniinde ise; siirgilinlerin
yapraklarmin biiyiik oranda saglikli yaprak goriinlimiine kavustugu, kok sayisinin
ve siirgiin uzunlugunun arttigi, kallus olusumunun da oldugu gézlenmistir (Sekil
4.5¢, d).
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Sekil 4.5. Vitrifiye siirgiinlerin BAP’s1iz ve IBA’li 10 g L' siikroz iceren kiiltiir
ortamindaki iyilesme olarak tabir ettigimiz vitrifikasyondan ¢ikma siireci.
Yapraklarin agilmasi ve koklenmenin baslamasi (a, b) ve kok sayisi, siirgiin
uzunlugu ve kallus olusumunun artmasi (c, d). Bar uzunlugu 10 mm’dir.

Benzer sekilde BAP’s1z ve IBA 11 20 g L™! siikroz igeren MS besin ortamina
alinan vitrifiye stirgiinlerin eksplantlarin yapraklarinin yapisal form 6zelligini geri
kazandigi (Sekil 4.6a), koklenmenin ve kallus olusumunun ise akabinde bagladigi
gozlenmistir (Sekil 4.6b). Bazi siirgiinlerin birka¢ yapraginda nekroziz olmakla
birlikte siirgiiniin tamaminda gozlenmemistir. Nekroziz goriilen siirgiinlerin dip
kisimlarindan yeni siirglin olusumu baslamistir. 31. giinde ise; baz1 siirgiinlerin
tamamen saglikli yaprak gorlinlimiine kavustugu, kok sayisinin ve siirgiin

uzunlugunun arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.6¢, d).

Sekil 4.6. Vitrifiye siirgiinlerin BAP’s1z ve IBA’lh 20 g L' siikroz igeren Kkiiltiir
ortamindaki iyilesme siireci. Yapraklarin agilmasi ve koklenmenin ve kallus
olusumunun baglamasi (a, b), kdk sayisi ve siirgiin uzunlugunun artmast (c,
d). Bar uzunlugu 10 mm’dir.

Bir diger BAP’s1z ve IBA’l1 kiiltiir ortami olan 30 g L' siikroz iceren MS
besin ortamindaki vitrifiye siirglin yapraklarinin benzer sekilde diizeldigi (Sekil
4.7a), koklenmenin ve kallus olusumunun bagladig1 gézlenmistir. Ayrica yaprak
sap1 kisimlar yesil, yaprak uglar1 ise kirmizi renktedir (Sekil 4.7b). Devaminda 31.
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giinde ise siirglinlerin biiyiikk oranda yesil ve saglikli yaprak goriiniimiine
kavustugu, kok sayisinin ve siirgiin uzunlugunun arttigi goézlenmistir (Sekil 4.7c,
d).

Sekil 4.7. Vitrifiye siirgiinlerin BAP’s1z ve IBA’li 30 g L' siikroz igeren kiiltiir
ortamindaki iyilesme siireci. Yapraklarin acilmasi, koklenmenin ve kallus
olusumunun baglamasi (a), renk gecislerinin olugmasi (b), kok sayis1 ve
siirglin uzunlugunun artmasi (c, d). Bar uzunlugu 10 mm’dir.

Vitrifikasyon sonlandirma protokoliiniin 13. giinlinde BAP’l1 ve IBA’11 10 g
L! siikroz igeren MS besin ortamindaki bazi vitrifiye siirgiinlerin yapraklarinin
iyilesme stirecine girerek acildigi (Sekil 4.8a) ancak biiyiik oranda vitrifikasyonun
diger yapraklarda devam ettigi gozlenmistir. Bununla birlikte baz1 yapraklarda
kirmizi renk mevcuttur. Kallus olusumu ve kardesleme baslamistir (Sekil 4.8b).
VSP’nin 31. giinlinde ise; biiyiilk oranda siirgiin yapraklarinin sagliklt bir
goriiniimiine kavustugu, kallus capinin, siirgiin uzunlugunun ve kardesleme
sayisinin da arttig1 goézlenmistir (Sekil 4.8c, d).

Sekil 4.8. Vitrifiye siirgiinlerin BAP’l1 ve IBA’11 10 g L™! siikroz igeren kiiltiir ortamindaki
iyilesme siireci. Baz1 vitrifiye yapraklarin acilmasi (a), renk gecislerinin,
kallus olusumunun ve kardeslemenin baslamasi (b) ve saglikli yaprak
sayisinin, kallus ¢apiin, kardesleme sayisinin ve siirglin uzunlugunun
artmast (c, d). Bar uzunlugu 10 mm’dir.
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Benzer bir sekilde BAP’li ve IBA’li 20 g L' siikroz iceren MS besin
ortamindaki vitrifiye siirglinlerin yapraklarinin iyilesme siireciyle birlikte normale
dondigli ancak biiylik oranda vitrifikasyonun diger yapraklarda devam ettigi
gozlenmistir (Sekil 4.9a). Bununla birlikte baz1 yapraklarda kirmizi renk,
kardesleme ve kallus olusumu mevcuttur (Sekil 4.9b). VSP’nin 31. giinilinde ise;
onceki incelemelere gore vitrifiye siirgiinlerin iyilesme oraninda artis goriilmiis ve
koklenme baglamistir. Kallus ¢api, siirgiin uzunlugu ve kardesleme sayisinin da
arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.9¢, d).

Sekil 4.9. Vitrifiye siirgiinlerin BAP’l1 ve IBA’11 20 g L™! siikroz igeren kiiltiir ortamindaki
iyilesme siireci. Baz1 vitrifiye yapraklarin acilmasi (a), renk gecislerinin,
kallus olusumunun ve kardeslemenin baslamasi (b) ve saglikli siirgiin yaprak,
kardesleme sayisinin, kallus ¢apmin ve silirglin uzunlugunun artmasi,
koklenmenin baslamasi (¢, d). Bar uzunlugu 10 mm’dir.

Bir diger BAP’l1 ve IBA’l1 30 g L! siikroz igeren MS besin ortamindaki
vitrifiye siirgiin yapraklarinin yarisindan fazlasinin ac¢ildigi ancak diger yapraklarda
vitrifikasyonun devam ettigi gézlenmistir. Bununla birlikte yapraklarda kirmizi
renk gecisleri, kallus olusumu ve kardesleme baslamistir (Sekil 4.10a, b). VSP’nin
31. giiniinde bir Onceki incelemelere gore; iyilesme oranlari artis gdstermis ve
koklenme baglamistir. Ayni zamanda kallus c¢apinin, slirgiin uzunlugunun ve
kardesleme sayisinin da arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.10c, d).
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Sekil 4.10. Vitrifiye siirgiinlerin BAP’li ve IBA’li 30 g L siikroz iceren kiiltiir
ortamindaki iyilesme siireci. Bazi vitrifiye yapraklarin acilmasi, renk
gecislerinin, kallus olusumunun ve kardeslemenin baglamasi (a, b) ve saglikli
siirgiin yaprak, kardesleme sayisinin, kallus ¢apinin ve siirgiin uzunlugunun
artmasi, koklenmenin baslamasi (c, d). Bar uzunlugu 10 mm’dir.

4.3 Mikroskobik incelemeler

Vitrifiye ile saglikli siirgiinlerin yapraklarindaki stoma sayilart ve
stomalarinin en, boy Olgiimleri icin LAS LEICA marka ICC50 HD model
mikroskopla calisilmistir. Olgiimler, 22,6 pum? (2x10° mm?) birim alanda 20x
objektifle gergeklestirilmistir. Saglikli, vitrifikasyon yiiksek ve vitrifikasyon diisiik
olan yapraklarin ol¢timleri ve gorselleri LAS EZ v3.4 bilgisayar programinda
incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda gozlemlenen bulgular stoma sayilar ve
stomalarin en-boy dl¢iimleri seklinde alt bagliklar halinde asagida verilmistir;

Stoma sayilari;

Hem saglikli hem de vitrifiye yapraklarin {ist epidermisinde stoma
bulunmadigindan incelemeler alt epidermisden gergeklestirilmistir (Sekil 4.11a, b,
¢, d). Mikroskobik gozlemler i¢in materyal olarak kullanilan saglikli yapraklarin
boyu 1,5 — 2,0 cm, eni 0,8 — 1,0 cm araliginda olup; vitrifiye yaprak numunelerinin
ise boyu 0,9 — 1,2 cm, eni 0,3 — 0,4 cm’dir.
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Sekil 4.11. Saghkli yapraklarin iist epidermis mikroskop goriintiisii (a, b), Vitrifiye
yapraklarin {ist epidermis mikroskop goriintiisii (c, d). Sekillerde stoma
goriilmemistir.

Elde edilen verilere gore; vitrifiye yapraklarin saglikli yapraklara gore daha
fazla stoma sayisina sahip oldugu gézlenmistir. Saglikli yapraklarda birim alanda
ortalama 2,09 adet stoma var iken; yiiksek vitrifikasyona sahip yaprakta ortalama
4,83 adet, diisiik vitrifikasyona sahip yaprakta ise ortalama 3,68 adet stoma
mevcuttur. Istatistiksel verilere gore; yaprak cesitleri arasinda anlamli bir fark
olmadig1 ancak birim alana diisen stoma sayisinin en fazla 12 ve 13 adet ile diisiik
ve yuksek vitrifiye yapraklarda oldugu goézlenmistir. Saglikli yapraklarda ise; birim
alanda en yiiksek ortalama 6 adet stoma sayis1 elde edilmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Mikroskobik incelemeye alinan yapraklarin birim alandaki (22,6 pm? (2x10°
> mm?) stoma verileri

Yaprak Stoma Toplam En az En fazla
drnei sayisy/Birim N Stoma stoma stoma P*
alan (x) Sayisi sayisi sayisl
Saglikli
yaprak 2,09+0,05 400 838 1 6
(SY)
Yiiksek
vitrifikasyon 4,83+0,10 400 1932 1 13 1,675
(YV)
Diisiik
vitrifikasyon 3,68+0,09 400 1474 1 12
(DV)

*: P<0,05 Excel tanimlayici istatistik ve Anova Tek Etken Testi kullanilmugtir.
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Saglikli ve vitrifiye yapraklarinin stomalarinin agik oldugu goriilmiistiir.
Saglikl1 yapraklarda stomalar daha daginik bir yerlesim durumunda iken; vitrifiye
yapraklarin bekg¢i hiicreleri ise birbirine nispeten bitisik yigilmiglardir (Sekil 4.12).

Stomalarin en-boy dlgiileri (X),

Saglikli ve vitrifiye (yiiksek veya diisiik oranli) yapraklarda bulunan
stomalarin ortalama en ve boy Ol¢iimleri Tablo 4.6’da verilmistir. Yaprak
cesitlerinin aralarinda stomalarinin en-boy OGlgiimleri acgisindan anlamli bir fark

bulunmadig1 gozlenmistir. Bununla birlikte vitrifiye olan yapraklarin stomalarinin
eni saglikli yapraklarin stomalarina gére daha genis, boylarinin ise daha uzun

oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.6. Mikroskobik incelemeye alinan yapraklarin stoma 6lgiileri

. Stoma eni Pstomaeni | Stoma boyu
Yaprak ornegi N _ - Pstomaboyu*
. & (um) (%) . (um) &) fomabey
Saglikli yaprak (SY) 100 0,079+0,001 0,116+0,001
Yiiksek vitrifikasyon (YV) 100 0,106+0,001 1,245 0,137+0,002 2,275
Diisiik vitrifikasyon (DV) 100 0,103+0,002 0,123+0,002

*: P<0,05 Excel tanimlayici istatistik ve Anova Tek Etken Testi kullanilmistir.
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Sekil 4.12. Stomalarin mikroskoptaki goriintiisii (20x); saglikl (a), yiiksek vitrifiye (b, ¢)
ve diistiik vitrifiye yapraklardaki stomalar (d, e)
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4.4 iklimlendirme asamasi

Vitrifiye ve kokli saglikli aronya siirgiinlerinin iklimlendirme asamasinda
paperpotlardaki yasam yiizdeligini (Yy) belirlemek amaciyla yapilan ¢alismanin bu
kisminda gozlemlere dayali olarak asagidaki bulgular elde edilmistir:

Bu asamada vitrifikasyon olusturma protokoliinde (VOP) vitrifiye olan ve
vitrifikasyon sonlandirma protokoliine (VSP) alindiktan sonra saglikli ve koklii
olarak gelisen stirglinler kullanilmistir (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14). Paperpotlarin
alindig kiiltiir kutularin nem orani1 %99, sicakligi ise 24 — 26 °C olarak dlgiilmiistiir.

Sekil 4.13. Saglikli aronya siirgiinlerin paperpotlara aktarilma asamasi: siirgiin
yapraklarmin {istten (a), koklerinin yandan (b), paperpotlara alinan
stirglinlerin genel (¢) ve siirgiinlerin paperpottaki (d) goriiniimleri. Bar uzunlugu
10 mm’dir.
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Sekil 4.14. Vitrifiye aronya siirglinlerinin paperpotlara aktarilma asamasi: siirgiinlerin
onden (a, b), vitrifiye yapraklarin dstten (c¢) ve vitrifiye siirgiinlerin
paperpottaki (d) goriiniimii. Bar uzunlugu 10 mm’dir.

Siirgiinler kiiltiir kutularinda 10 giin boyunca %99 neme maruz birakilarak
yasam ylizdelikleri ve morfolojik parametreleri takip edilmistir. Vitrifiye
siirgiinlerin  yapraklarindaki camsilasmanin agildigi ancak yaprak en-boy
oranlarinin saglikli yapraklar ile kiyaslandiginda aralarinda biiytlik 6l¢iide fark
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.15). Saglikli siirgiinlerin uzunlugunun ve
yapraklarinin en-boy Olciilerinin arttigr belirlenmistir. 10. giin oda sartlarina
alistirma amaciyla siirglinlerin bulundugu kiiltiir kaplarmin kapaklar1 agilarak
kiltlir kutulariin tstlerine yi1ldiz sekli olacak sekilde birakilmistir (Sekil 4.16). Bir
hafta daha oda sartlarinda bekletilen kiiltiir kaplarinin nem orant %95 — %98
arasinda Olcililmiistiir. Kontroller sirasinda kiiltiir kaplarmin ve paperpottaki

topragin nem durumuna gore su ilavesi yapilmstir.
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Sekil 4.15. Iklimlendirme asamasinin 10. giindeki saghkli (a, b) ve vitrifiye (c, d)
stirglinler. Bar uzunlugu 10 mm’dir.

Sekil 4.16. Kiiltiir kaplarinin kapaklarinin koselerden hava alacak bi¢cimde yildiz
bigiminde Ortiilmesi

Yaklagik 20 giin sonra siirglinler kiiltiir kutularindan ¢ikarilarak ortalama
uzunluklari, yapraklarin en ve boy Olgiimleri, kok uzunluklar1 ve kok sayilar
Olciilmiis ve veriler Tablo 4.7°de, kiiltiir kaplarindan ¢ikarilan siirgiinlerin gorselleri
ise Sekil 4.17°de verilmistir. Verilere gore; yaprak sayisi saglikli siirgiinlerde
ortalama 10 adet iken; vitrifiye siirgiinlerde ortalama 9,6 adet tespit edilmistir. Bu
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fark istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (P=0,69). Yaprak boyu ortalama 2,4
cm ile en yiiksek saglikli siirglinde, en diigiik ise ortalama 1,0 cm ile vitrifiye
stirglindedir. Yaprak eni ortalama 1,2 cm ile en yiiksek saglikli, en diisiik ortalama
0,7 cm ile vitrifiye siirgiinde goézlenmistir. Siirgiinlerdeki kok sayisi ortalama 19,8
adet ile en yiiksek saglikli, ortalama 10,4 adet ile en diisiik vitrifiye siirgiinde
goriilmiistiir. Kok uzunlugu bakimindan bitkiler degerlendirildiginde, en yiiksek
kok uzunlugu ortalama 4,4 cm ile saglikli, en diistik ortalama 1,3 ile vitrifiye olan
stirgiinlerde gozlenmistir. Siirglin uzunluklar ise; saglikli siirgiinlerde ortalama 5,9
cm, vitrifiye slirglinlerde ortalama 2,5 cm’dir.

Tablo 4.7. Iklimlendirme siirecinin sonunda siirgiinlerin morfolojik gézlemleri

Yaprak | Yaprak | Yaprak Kok Kok Siirgiin
sayisi boyu eni sayis1 | Uzunlugu | Uzunlugu

® | (mE [ (mEF) | () (cm) X) | (cm) (X)
Saglikl | 10£0.6 | 2,403 | 1,2+0.1 | 19,8+2.1 | 44+0.5 | 59402

Siirgiin
ornegi

Vitrifiye | 9.6+0.7 | 1,0+0.1 | 0.7+0,0 | 10.4+1,3 | 1,3+0.3 2,5+0,2

Yaprak sayisti: P=0.69; F=0,16; Yaprak boyu: P:0,003; Yaprak eni: P=0,007; Kok Sayisi: P=0,005;
Kok uzunlugu: P=0,0006; Siirgiin uzunlugu: P=1,5 E-06

Sekil 4.17. iklimlendirme asamasi sonunda vitrifiye (a, b) ve saglikli siirgiinler (c, d). Bar
uzunlugu 5 mm’dir.

Morfolojik parametreleri yapilan saglikli ve vitrifiye siirgiinler kekila torfu
bulunan genis bir saksiya yerlestirilerek dis kosullara adaptasyonu takip edilmistir
(Sekil 4.18a). Saglikli siirgiinlerin saksidaki yasam ylizdeliginde bir diisiis
goriilmemis ve dis kosullara adaptasyonu saglanmistir. Ancak kiiltiir kutularinda
%81,8 yasam ylizdeligine sahip vitrifiye bitkiler saksida hizla kuruyarak 6lmiistiir
(Sekil 4.18b).
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Sekil 4.18. Saksiya aktarilan saglikli ve vitrifiye siirglinler (a), 20 giin sonra vitrifiye
siirgiinler kekila torfunda 6lmiistiir (b)
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5. TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda, Aronia melanocarpa klonlarinin eksplantlart in vitro
kosullarda farkli siikroz ve farkli BAP konsantrasyonlarinda vitrifikasyon
olusturma protokoliine alinarak vitrifiye edilmis; daha sonra elde edilen vitrifiye
eksplantlarin vitrifikasyon sonlandirma protokoliinde iyilesme siiregleri takip
edilmistir. Bu protokollerde eksplantlardaki vitrifikasyon olusma ve sonlanma
oranlartyla birlikte siireleri, slirglinlerin morfolojik goézlemleri ve mikroskobik
incelemeleri de ele alinmistir. Aym1 zamanda c¢alismanin sonunda siirgiinler
iklimlendirme asamasma alinarak kiiltiir kutularindaki ve saksidaki yasam
yilizdelikleri hakkinda veriler elde edilmistir. Elde edilen bulgular tezin bu
boliimiinde diger ¢alismalarla tartigilarak yorumlanmaistir.

5.1 Vitrifikasyon Olusturma Protokolii (VOP) morfolojik gozlemler,
Tv siiresi ve vitrifikasyon oranlari

Calismada incelenen Aronia melanocarpa eksplantlari, dort farklh siikroz (0 g
L1 10gL"',20gL"ve30gL™")vebes farkli BAP (Omg L', 0,5mgL"!, 1 mgL"
1,2,5mg L' ve 5 mg L) konsantrasyonlarini iceren MS besin ortaminda VOP ile
vitrifikasyon siirecine alinmistir. Karbon kaynagi olarak kullanilan siikroz ve
sitokinin olarak kullanilan BAP’in miktarlar1 belirlenirken; literatiirde en c¢ok
kullanilan konsantrasyonlar dikkate alinmistir (Litwinczuk, 2012; Sutan vd., 2017,
Pirlak ve Almokar, 2018; Rusea vd., 2018; Ozzambak vd., 2018; Petrova vd.,
2019). Aym1 zamanda sitokinin serisi icerisinden BAP secilmesinin nedeni;
fitohormonlar arasinda in vitro bitki yetistirme ve ¢ogaltmada en aktif olan ve
basariyla kullanilan bir sitokinin olmasidir (Petrova vd., 2019).

Genel olarak alt kiiltiir zamaninin belirlenmesi in vitro kiiltiirdeki siirgiinlerin
cogalma hizina gore degisiklik gosterebilmektedir. Ayni1 zamanda sabit bitki
biiylime diizenleyicilerin bulundugu bir kiiltiir ortaminda uzun siireli inkiibasyon
stiresinin farkli bitki ¢esitleri lizerinde olumlu ya da olumsuz farkli etkileri oldugu
ortaya konulmustur. Ancak genel olarak uzun siireli inkiibasyonun somaklonal
varyasyona neden olup bitki biiyiimesini engelledigi belirtilmistir (Abdalla vd.,
2022; Peng vd., 2015; Hassanein vd., 2018). Ayni1 zamanda Celebi-Toprak ve Alan
(2018)’1n yaptig1 bir calismada Aronya melanocarpa’nin basarili mikrogogaltim
protokoliinde 60 giinliik bir inkiibasyon siiresinin belirlendigi goriilmistiir. Bu
nedenle VOP ortamindaki eksplantlarin kontrolleri 16., 23., 30., 38., 44. ve 65.
giinlerde yapilmis olup, 65. glin VOP deneyi sonlandirilarak bir sonraki agama olan
VSP’ye aktarilmistir. 65 giin boyunca takip edilen VOP siirecinin sonunda 15 farkl
besin ortamindan sadece dokuz farkli besin ortaminda vitrifikasyon probleminin
meydana geldigi gozlenmistir.
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Besin  ortamlarindaki  eksplantlar  morfolojik  gozlemler  agisindan
incelendiginde; siikrozsuz ve BAP’siz veya siikrozsuz ve BAP’li MS besin
ortamlarindaki eksplantlarin yapraklariin biiyiik bir kisminda sararma, kuruma ve
dokiilme gelistiginden siirgiin sayisi/eksplant, kallus olusumu (%), kallus cap1
(mm) ve kok sayis1 0 olarak; silirgiin uzunlugu (cm) ise herhangi bir biiylime ve
gelisme gozlenmediginden eksplantlarin kiiltiir ortamina alinma uzunlugu olan 1,3
cm olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle bu iki besin ortami hari¢ diger besin
ortamlarinda en diisik ve en yiiksek veriler ele alimarak VOP caligmasi
sonlandirilmistir.

Vitrifikasyon olusturma protokoliinde (VOP), eksplant basina diisen siirgiin
say1st BAP’siz besin ortamlarina gére BAP konsantrasyonunun artmasiyla artis
gostermistir. Sutan ve ark. (2017)’da Aronia melonacarpa “Melrom” ve “Nero”
cesitlerinin mikro gogaltilmasi tizerine yaptiklar1 ve vitrifikasyon bulgusuna dair
herhangi bir veri paylagsmadiklar1 ¢aligmalarinda artan oksin (IBA) ve sitokinin
(BAP) konsantrasyonlariyla daha yiiksek siirgiin rejenerasyonu elde ettiklerini
belirtmislerdir. Bununla birlikte aronyanin mikrogogaltimi {izerine yapilan birgok
calisma incelendiginde karbon kaynaklarinin miktarlar1 aym tutularak farkli bitki
bliyime diizenleyicilerinin veya bu biiylime diizenleyicilerinin  farkh
konsantrasyonlarinin calisildigi goézlenmistir (Brand ve Cullina, 1992; Rusea vd.,
2018; Pirlak ve Almokar, 2018; Petrova vd., 2019; Polat ve Eskimez, 2022). Bu tez
calismasinda ilk kez siikroz ve BAP’1n farkli konsantrasyonlar1 kullanilarak besin
ortamlarinin kombinasyonlart olusturulmustur. Bu baglamda siikroz sabit
tutuldugunda tek basina BAP oraninin artirllmastyla birlikte siirglin sayisinda
Onemli bir artis elde edilmezken; istatistiki olarak anlamli olmasa da farkli siikroz
konsantrasyonlarinin da BAP ile birlikte siirgiin sayis1 tizerinde etkisi oldugu ortaya
konmustur. Rusea ve ark. (2018)’nin Aronia melanocarpa “Nero” ¢esidinin MS ve
LF ortamlarinda klonal ¢ogaltilmasi amaciyla yaptiklar1 bir ¢alismada; siirgiin
sayisinin MS besin ortaminda LF besin ortamina gore ve siirgiin sayisinin 5 mg L~
! BAP’da 10 mg L' BAP iceren besin ortamina gére daha yiiksek oldugunu
belirtmislerdir. Petrova ve ark. (2019) farkli BAP ve MS konsantrasyonlarinin
aronyanin farkli ¢esitlerinin siirgiin sayisi tizerine inceledikleri ¢calismada “Nero”
cesidindeki siirgiin sayisinin 2MS 1 mg L' BAP’da A MS 0,5mg L' ve 1,5 mg L~
' BAP’a gore daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Ayni1 zamanda MS’in tavsiye
edilen miktarinda ve 1,5 mg L' BAP iceren besin ortaminda 0,5 mg L™, 1 mg L!
ve 2 mg L' BAP’a gore daha yiiksek siirgiin sayis1 elde edildigi belirtilmistir. Her
iki ¢aligmada da vitrifikasyon bulgusuyla ilgili veri paylasilmamistir. Fakat bu tez
calismasiyla vitrifikasyon oranlari ve siireleri birbirinden farkli olarak 0,5 mg L,
1 mgL',2,5mgL"!ve5mgL!BAP iceren MS besin ortamlarinda vitrifikasyon
goriildiigli ortaya konmustur. Ayrica sadece BAP’in  artmasinin = siirgiin
rejenerasyonuna etkisi verilmemis olup, farkli siikroz ve farkli BAP
konsantrasyonlarinin kombinasyonlarinin vitrifikasyon siiresi ve vitrifikasyon
oranlarina etkisi de ilk kez bu ¢aligmada ortaya konmustur.
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Vitrifikasyon olusturma protokoliiniin bulgularina gore; BAP’in siirekli
artirtlmas1 eksplant basina diisen siirgiin sayisinda her zaman artis olabilecegini
gostermemekle Dbirlikte, bitkilerde bir takim stres belirtileri de ortaya
cikarabilmektedir. Bu baglamda; bu tez calismasindaki 10 g L™! siikroz ve 5 mg L-
' BAP igeren MS besin ortamindaki eksplantlarin yapraklarinda 10 g L™! siikrozun
diger BAP konsantrasyonlarina gore sararma oldugu, yaprak ve siirgiin boylarinin
yeterince gelismedigi; 20 g L™! siikroz ve 5 mg L™! BAP iceren MS besin ortaminda
vitrifikasyonla birlikte bazi yapraklarin ve siirgiinlerin yeterince gelismedigi, bazi
yapraklarin esmerlesmeye ve kirmizilagsmaya basladig1 da gozlenmistir. Dolayisiyla
yiiksek BAP oranlar1 aronyada strese neden olmustur.

Vitrifikasyon olusturma protokoliinde, 15 farklit MS besin ortaminin igerisinde
en diisiik kallus cap1 2,8 mm ile 30 g L"! ve BAP’s1z MS besin ortaminda; en yiiksek
kallus ¢ap1 ise 12,7 mm ile 30 g L' siikroz ve 5 mg L' BAP igeren MS besin
ortaminda oldugu gdzlenmistir. Her bir siikroz konsantrasyonlar1 kendi iginde
incelendiginde BAP konsantrasyonunun artmasiyla kallus c¢apmin da arttigi
goriilmektedir. Tez ¢alismamizdaki bu bulgu Beyaztas (2022)’1n bir iiziimsii meyve
olan bal yemisin mikrogogaltimi iizerine yaptig1 calismadaki verilerle uyumlu
gorilmiistiir.

Vitrifikasyon olusturma protokolii besin ortamlarindaki eksplantlarda en diisiik
siirgiin uzunlugu 2,0 cm ile 10 g L! siikroz ve 2,5 mg L' BAP igeren MS besin
ortaminda; en yiiksek siirgiin uzunlugu ise 3,8 cm ile 30 g L™ siikroz ve 1 mg L"!
BAP igeren MS besin ortaminda oldugu gozlenmistir. Buradan ¢ikan sonuca gore,
stikroz oranindaki artigin  siirglin - uzunluguna olumlu yonde etki ettigi
goriilmektedir. Pirlak ve Almokar (2018), aronyanin mikrogogaltimi iizerine
yaptiklar bir calismada %3 siikroz ve farkli bitki biiyiime diizenleyicilerinin farkli
konsantrasyonlarini igeren besin ortamlarinda en iyi siirgiin uzunlugunun 1 mg L!
BAP igeren ortam oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 zamanda tez ¢calismamizdaki bu
bulgu; Ozzambak ve ark. (2018) farkl1 toz seker konsantrasyonun Spathiphyllum 'un
mikrogogaltimi {izerine etkisini inceleyen caligmalarindaki sonuglar ile Dogan
(2019)’in in vitro kosullarda farkli siikroz konsantrasyonlarinin Pogostemon
erectus (Dalzell) Kuntze bitkisinin slirgii rejenerasyonu lizerine etkisini inceleyen
calismasinin sonuglartyla uyumlu goriilmiistiir.

Vitrifikasyon olusturma protokoliinde temel amacimiz koklendirme
olmadigindan herhangi bir oksin tiirevi bitki biiylime diizenleyicisi eklenmemis,
eksplantlarin oksinsiz ortamda koklenebilme durumu da goézlenmistir. 15 farkhi
VOP MS besin ortamindan dort farkli MS besin ortaminin bazi siirgiinleri 65 giin
sonunda koklenmeye baslamistir. Bu besin ortamlar1 ortalama kdk sayisina gore
sirastyla; 30 g L' siikroz ve 1 mg L™! BAP (1,3 adet), 30 g L*! siikroz ve BAP’s1z
(1,8 adet), 20 g L™! siikroz ve BAP’s1z (2,0 adet) ve 30 g L! siikroz ve 0,5 mg L
BAP (2,4 adet) seklindedir. Bu protokolde BAP hiicre boliinme aktivitesini uyarici
etki gosterip (Davies, 2010) hiicrelerin hizla g¢ogalmasini saglayarak, bitki
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dokularinin koklenme yetenegini artirmis olabilir. Siikroz da benzer sekilde enerji
kaynag1 ve hiicre duvari bilesenlerinin sentezine katilarak kdklenmeyi tesvik etmis
olabilir.

Birgok c¢alismada vitrifikasyon problemini en aza indirmek icin besin
ortamlarinda kullanilan bilesenlerin konsantrasyonlarinin degistirilmesi ya da bir
denge belirlenmesi gerektigi belirtilmistir (Zimmerman vd., 1991; Rossetto vd.,
1992). Ancak o6zellikle aronyada vitrifikasyon sorununun c¢oziimiine yonelik
standart bir protokol ortaya koyan herhangi bir literatiir ¢alismasina
rastlanmamistir. Bununla birlikte ticari olarak doku kiiltiiri ile Aronya lretimi
yapan firmalardan (Xplant Biotech, Istanbul, Zerafet Cigekcilik, Konya ve Goker
Fidancilik, Yalova) edindigimiz bilgiye gore; camsilagsma problemi binlerce
Aronya bitkisinin ¢Ope atilmasina ve maddi kayiplarin yasanmasina neden
olmustur. Bu problemin giderilmesi ya da en aza indirilmesinin 6nemi bir kez daha
ortaya ¢ikmis ve bu tez calismasiyla ilk kez in vitro kosullarda klonal ¢ogaltimi
yapilan Aronya icin farkli besin ortamlarinda meydana gelen vitrifikasyonun
baslama zamani vitrifikasyon oraniyla birlikte ortaya konulmustur.

Bu tez ¢alismasiin vitrifikasyon bulgularina gore; klonlardan vitrifikasyon
olusturma protokoliine alinan eksplantlarda ilk 20 giin vitrifikasyon goriilmezken;
23. giinde 20 g L' ve 30 g L! siikroz ile I mg L, 2,5 mg L! ve 5 mg L' BAP
iceren MS besin ortamlarinda vitrifikasyon baslamistir. Diisik BAP
konsantrasyonunun dahi vitrifiye silirglinlerin ¢ikmasina neden olabildigi, BAP
konsantrasyonlarinin artmasiyla vitrifikasyonun arttig1 cesitli caligmalarda
belirtilmistir (Kataeva vd., 1991; Canhoto, 2010; de Klerk wvd., 2017).
Calismamizda da 0,5 mg L™! BAP igeren besin ortamlarinda da vitrifikasyon 30. ve
65. giinlerde diisiik oranlarda baslamistir. Bazi c¢aligmalarin (Langford ve
Wainwright, 1987) aksine bu tez ¢alismasinda artan siikroz konsantrasyonlarinin
vitrifikasyonu destekledigi gozlenmistir (Zimmerman ve Cobb, 1989). Bu
baglamda ¢alismamizdaki bulgulara bakildiginda 10 g L' ve 20 g L siikroz
oranlarinda ve 0,5 mg L', 1 mg L' BAP ve 2,5 mg L"! BAP’da vitrifikasyon orani
%22’de kalirken; 20 g L! siikrozda BAP miktar1 5 mg L' oldugunda vitrifikasyon
oran1 da %66’ya yiikselmistir. 30 g L! siikroz bulunan ve 1 mg L', 2,5 mg L! ve
5 mg L' BAP igeren besin ortamlaridaki vitrifikasyon oranlari ise diger siikroz
konsantrasyonlarinin vitrifikasyon oranlarina goére daha yiiksektir. 65 giiniin
sonunda vitrifikasyon oran1 en yiiksek %77 ile 30 g L™! siikroz ve 5 mg L' BAP
igeren MS besin ortaminda gézlenmistir. En diisiik vitrifikasyon orani ise %11 ile
30 g L siikroz ve 0,5 mg L™! BAP igeren MS besin ortamindadir. Bu siire igerisinde
siikroz konsantrasyonu ne olursa olsun BAP’si1z besin ortamlarinda vitrifikasyon
gozlenmemistir. Calismamizda vitrifikasyonun olusmasinda BAP’in rolii daha
belirgin olarak ortaya ¢ikmustir. Vitrifikasyonu etkileyen bir¢ok faktdriin oldugu
bilinmektedir ve kiiltiir ortam1 kosullarinin vitrifikasyona etkisi hala aragtirilmaya
ihtiya¢ duyulan bir konudur. Bu ¢alismada vitrifikasyonun olusmasini etkileyen ti¢
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ana faktor oldugunu diisiiniyoruz. Bunlar; yiiksek bagil nem, yiiksek BAP ve
yiiksek siikroz konsantrasyonlaridir. Karbon olarak kullanilan siikroz in vitro
kosullardaki bitkinin gelisimi, biiylimesi ve siirgiin rejenerasyonu i¢in énemli bir
enerji kaynagidir. Ayni1 zamanda bitkinin osmotik potansiyeli i¢in de onemlidir.
Ancak yiiksek silikroz seviyelerinde siirgiinlerde siikroz ve mineral aliminda da artis
olacagindan osmotik potansiyelde de artig; suyun transpirasyonu ile de osmotik
potansiyelde azalma meydana gelebilir (Ozkaynak ve Samanci, 2004). Kiiltiir
ortamindaki %99 nem igerigi ile birlikte vitrifiye bitkilerdeki anormallikler
biinyelerinde biriken suyun transpire edilememesine neden olabilir. Bu durumda su
emilimi ve transpirasyon arasinda yeterli denge saglanamayarak apoplastta su
birikmesine yol agabilir ve gaz degisimlerini yavaslatabilir (Van den Dries vd.,
2013; Marques vd., 2021). Yiiksek BAP konsantrasyonu da ABA hormonuyla
etkilesime girerek ABA’nin etkinligini azaltarak su potansiyelini diisiirmiis ve
stirgiinlerde vitrifikasyona neden olmus olabilir.

5.2 Vitrifikasyon Sonlandirma Protokolii (VSP) morfolojik
gozlemler, Ts siiresi ve iyilesme oranlar:

Vitrifikasyon olusturma protokoliinde, 0,5 mg L' BAP igeren MS besin
ortaminda vitrifikasyon oran1 %11 ve %22 olarak gozlenmis olup; BAP’s1z MS
besin ortamlarinda ise higbir eksplantta vitrifikasyon bulgusuna rastlanmamustir.
Bu nedenle BAP’siz ve 0,5 mg L' BAP iceren MS besin ortamlar1 VSP
protokoliinde vitrifiye slirglinleri iyilestirme amaciyla tercih edilmistir.
Eksplantlarin morfolojik durumu da incelenerek; 38. giiniin sonunda eksplantlarin
siirglin sayist/eksplant, siirgiin uzunluklar1 (cm), kallus olusumu (%), kallus ¢ap1
(mm) ve kok sayis1 verileri elde edilmistir. Siikrozsuz, BAP’s1z ve IBA’11 MS besin
ortami ile siikrozsuz, BAP’li ve IBA’li MS besin ortamlarindaki eksplantlarin
bliyiik bir kisminda nekroziz olustugundan ve yeterince gelisme gézlenmediginden
bu besin ortamlarindaki veriler dikkate alinmamistir. Nekroziz olusumunun sebebi
olarak sitokinin konsantrasyonunun ani degisimi (Wang ve Hu, 1984; Kataeva
1986; Kataeva vd., 1991), eksplantlarin gelisememenin nedeni olarak da ortamdaki
siikroz eksikligi oldugu diisiiniilmektedir (Eckstein vd., 2012). Bu baglamda
aronyanin klonal mikrogogaltimi i¢in besin ortaminda mutlaka karbon kaynagi
olmasi gerektigi de bu tez ¢aligmasiyla ortaya konmustur.

Vitrifikasyon sonlandirma protokoliinde (VSP), eksplant basina siirgiin sayisi
stikroz sabit iken BAP’s1z besin ortamina gore BAP ile birlikte artmistir. Bu bulgu
bir¢ok ¢alismayla ile uyumlu goriilmiistiir (Sutan vd., 2017; Celebi-Toprak ve Alan,
2018; Pirlak ve Almokar, 2018). Kallus olusumu siikrozsuz MS besin ortamlari
haricindeki tiim Kkiiltiir ortamlarinda %100 gozlenmistir. BAP’li MS besin
ortamlarindaki kallus ¢apinin BAP’siz kiiltiir ortamlarina gore daha ytiksek oldugu
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goriilmiistiir. Bununla birlikte siikroz sabit iken kallus ¢aplarinin BAP’s1z besin
ortamlarina gére BAP’l1 besin ortamlarinda arttigi gozlenmistir. Vitrifikasyon
sonlandirma protokolii (VSP)’nde ortalama siirglin uzunlugu siikroz aym
konsantrasyonda iken BAP ile birlikte artmistir. Bu bulgular siirgiin uzunlugu ile
BAP’1n arasinda anlamli bir iliski oldugunu gostermistir. Kok sayis1 bakimindan
veriler incelendiginde ise; siikroz iceren tiim besin ortamlarinda koklenme
goriiliirken; sadece 10 g L' siikkroz, BAP’li ve IBA’li MS besin ortaminda
koklenme olmadigi gozlenmistir. Bu bulgu digerlerinin arasinda dikkat cekici
bulunmustur. Ayni siikroz konsantrasyonunda BAP icermeyen IBA’l1 besin
ortaminda ise koklenme goriilmiistiir. 10 g L' siikroz, BAP’l1 ve IBA’l1 MS besin
ortaminda kok gelisiminin olmamasi diger besin ortamlarina gore daha diisiik
siikroz  konsantrasyonuna sahip olmasiyla ve IBA’dan daha yiiksek
konsantrasyonda BAP igermesi ile iliskili olabilir. Ciinkii bu ortamin siirgiin sayis1
diger VSP MS besin ortamlarina gére daha yiiksek gozlenmistir. Bu asamada
BAP’in da baskin olmasinin etkisiyle koklenme yerine siirgiin rejenerasyonu
yetenegi indiiklenmis olabilir. Bununla birlikte bu ¢alismadaki sitokin ve oksin
oranlarinda besin ortaminda en az 20 g L™! siikrozun bulunmasi énemli goriilmiistiir.

Vitrifikasyon semptomlar1 belirginlestikten sonra vitrifikasyonu ortam
kosullarin1 degistirmeden kontrol etmenin zor bir siire¢ oldugu anlasilmistir. Ancak
farkli bitki tlirlerinde gézlenen camsilagma problemi, kiiltiir kaplarinin icerisindeki
bagil nemin, bitki biiylime diizenleyicilerin ve etilen seviyelerinin diisiiriilmesi ya
da soguk uygulama gibi uygulamalar vitrifikasyonu kontrol altina almaya yardimci
olabilmektedir (Bonga vd., 1992; Rosetto vd., 1992; Giirel ve Giirel, 1998). Bu tez
caligmasi ile belirlenen protokollere gore vitrifiye edilen Aronia melanocarpa
stirgtinleri i¢in ilk kez bu tez ¢alismasi ile standart bir iyilestirici kiiltiir ortami1
belirlenerek, siirglinlerin vitrifikasyon problemini asma yetenegi gosterebildigini
acikca ortaya konmustur.

Aronia melanocarpa’min vitrifiye siirgiinleri vitrifikasyon sonlandirma
protokoliinde siikrozlu ve BAP’siz besin ortamlarinda ilk 13 giinde %95’in
tizerinde iyilesme gosterirken; 31. giinde %98 ve ilizerine ¢ikmistir. Ayni siire
igerisinde siikrozlu ve BAP’l1 besin ortamlarinda iyilesme orani ilk 13 giinde %26-
66 arasinda kalirken; 31. giinde %65-94’¢ yiikselmistir. Bu bulgular aronyanin
vitrifikasyondan hizl bir sekilde ¢ikmasi i¢in BAP’s1z ve siikroz igeren MS besin
ortamina ihtiya¢ duydugunu acik bir sekilde gdstermistir. Yapraklardaki camsi
goriiniimiin yerini saglikli yaprak goriinlimii almis ve yapraklar camsilara gére daha
bliyiik, siirglin uzunluklari ise daha yiiksek gézlenmistir.

Hiicrelerdeki su potansiyeli, sitokinlerin oranlarindan etkilenebilmektedir
(Asmono, 2020). Dolayisiyla bu tez calismasindaki VSP besin ortaminda BAP’1n
olmadig1 kosullarda vitrifikasyonun belirgin bir sekilde sonlanmasi su potansiyeli
ile iligkili olabilir. Yiiksek sitokinin konsantrasyonlarimin neden olabildigi su
potansiyelini azaltma sorunu BAP’in  olmadigt durumda muhtemelen
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yasanmamaktadir. Su potansiyeli diisiikken hiicrelerdeki serbest su molekiilleri
arasindaki hareket azalip, asir1 su birikimine neden olmakta bu da vitrifikasyon
problemini meydana getirdigini diisiinmekteyiz. Ancak su potansiyeli yiiksek
oldugunda su molekiilleri hiicrelerde rahatlikla hareket edebilmektedir. Aronia
melonacarpa 'min vitrifikasyon olusma ve sonlanma siire¢lerinde BAP’1n belirgin
rolii de gbz Oniine alindiginda su potansiyelinin degisimine etkisi oldugu ve asir1 su
birikimi nedeniyle vitrifikasyon meydana geldigi kanaatini olusturmustur.

5.3 Mikroskobik incelemeler

Saglikli ve vitrifiye siirgiinlerin yapraklarindaki stoma sayilar1 arasinda
toplam say1 bakimindan fark oldugu; ancak istatistiki olarak anlamli olmadigi
gozlenmistir. Vitrifiye bitkilerin normal bitkilere gére daha az stoma sayisina sahip
oldugunu ortaya koyan arastiricilar olmustur. Dillen ve Buysens (1989)’in
Gypsophila paniculata bitkisinde ve Mohamed-Yasseen ve ark. (1992)’nin in vitro
kosullarda vitrifiye olan ve vitrifiye olmayan soya, hindiba ve karanfil bitkilerinin
stoma incelemelerini yaptiklar1 ¢alismalarda vitrifiye siirgiinlerin yapraklarinda
saglikli yapraklara gore daha az stoma bulgusu bildirmislerdir. Ancak bu tez
caligmasinda vitrifiye aronya siirgiinlerinin birim alandaki stoma sayilarinin saglikli
stirgiinlere gore daha yiiksek oldugu ortaya konmustur.

Ug yaprak drneginde (saglikli yaprak, diisiik ve yiiksek vitrifiye yaprak) de
hem stoma eni hem de stoma boyu oOlciilerinde istatistiki olarak anlamli bir fark
gozlenmemistir. Saglikli yapraklardaki stomalarin en boy Olgiileri vitrifiye
yapraklardaki stomalarin en boy dlgiilerine yakin degerlere sahiptir. Bu bulgu
Miguens (1993)’in Datura insignis bitkisi lizerinde yaptig1 calisma ile uyumlu
gOriilmiistiir.

Bununla birlikte bu ¢alismadaki {i¢ yaprak érneginde stomalarin agik oldugu
gozlenmistir. Vitrifiye siirgiinlerde ortaya ¢ikan bozukluklar (Debergh ve Maene,
1984), yapraklar tarafindan gercgeklestirilen iki ana siireci; fotosentez ve gaz
degisimini etkileyebilmektedir (Debergh ve Maene 1984; Ziv, 1991). Vitrifiye
siirglinlerin yapraklarinda stomalar az ya da ¢ok olabilmektedir. Ayn1 zamanda
kalloz artis1 nedeniyle koruyucu hiicrelerin de diizgiin c¢alismadigr tahmin
edilmektedir (Ziv ve Ariel, 1988, 1990; Debergh vd., 1992). Bununla birlikte
stomalarin siirekli acik kalmasinin nedenleri stomalarin hiicre disina potasyum
pompalayamamasi, nisasta sentezindeki aksakliklar, ortamdaki yiiksek oranda bagil
nemin varlig1 olabilir.
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5.4 iklimlendirme

Vitrifikasyon olusturma ve sonlandirma protokollerinde elde edilen vitrifiye
ve saglikl siirgiinler iklimlendirme amaciyla paperpotlara yerlestirildikten sonra
kiltlir kutularina aktarilarak bazi morfolojik parametreleri yaklasik 20 giin boyunca
takip edilmistir. Bu siire sonunda iklimlendirme siirecinde saglikli ve vitrifiye
siirgiinler arasinda yaprak sayist bakimindan istatistiki olarak anlamli bir fark
bulunmamuistir. Fakat yaprak boyu, yaprak eni, kok sayisi, kok uzunlugu ve siirgiin
uzunlugu agisindan sagliklt ve vitrifiye siirgiinlerin arasinda istatistiki olarak
anlaml fark gézlenmistir. Vitrifiye siirglinler, paperpot igerisinde kklenmesine ve
yapraklarindaki camsilasma oraninda ciddi bir azalma olmasina ragmen gorsel
kalitesi acisindan saglikli orneklere gore belirgin bir farklilik gozlenmis; diisiik
kalitede siirgiinler elde edilmistir. Iklimlendirme asamasinda kiiltiir kutularmimn
kapaklarmin yildiz seklinde iizerlerine ortiilmesiyle birlikte kutularin igerisindeki
bagil nemin %99’dan %95’lere disiiriilmesi vitrifiye olarak paperpotlara
yerlestirilen siirgiinlerde camsilasmanin biiylik oranda azalmasi yoniinde katki
sagladig1 diisliniilmektedir. Aronyadaki bu iklimlendirme uygulamasiyle elde
edilen bulgu ilk kez bu tez ¢aligsmasiyla ortaya konulmustur. Ayn1 zamanda direkt
kekila torfu bulunan saksiya aktarmadan Once siirglinlerin su tutma kapasitesi ve
hava gecirgenligi saglayan paperpotlara aktarilmasi olas1 bir “transplant sokunu”
geciktirerek vitrifiye siirglinlerin koklenme yetenegini artirmis olabilir.

Paperpotlardan ¢ikarilan her iki siirgiin 6rnegi de kekila torfu bulunan saks1
icerisine alinarak dis kosullara alistirma siireci 20 giin daha takip edilmistir. Kiiltiir
kutularinda paperpot icerisinde %81,8 oraninda hayatta kalan vitrifiye silirgilinler
saksiya alindiklarinda hayatta kalmay1 basaramamaistir. Bu bulgu Dillen ve Buysens
(1989)’1n in vitro kosullarda Gypsophila paniculata bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada
bitkinin topraga aktarimindan sonra elde ettikleri bulgu ile uyumlu goriilmiistiir.
Bununla birlikte vitrifiye siirglinlerin zayif vaskiiler yapis1 (Gribble, 1999) ile
birlikte enfeksiyonlara ve topraga transfer asamalarindaki hassas bir yapida
olmalart (Rodriguez vd., 2012) dis kosullara adaptasyonu zorlastirmaktadir.
Nitekim saglikli siirgiinlerin kekila torfunda yiiksek yasam yiizdeligi gdstermesi ve
diisiik kalitedeki vitrifiye siirgiinlerin ayn1 toprakta 6lmesi kok sisteminin yeterince
gelisememesi ile agiklanabilir.
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6. SONUC vE ONERILER

Bu c¢alisma, odunsu bir bitki olan Aronia melanocarpa bitkisinde in vitro
kosullarda farkli siikroz ve farkli BAP konsatrasyonlar1 kullanilarak vitrifikasyon
sorununun modellenip ¢6ziim Onerileri getirmek amaciyla gerceklestirilmistir. Bu
caligma ile literatlirde sinirli sayida yer alan vitrifikasyon probleminin aronyada
modellenmesiyle birlikte vitrifikasyonun baslama zamani, vitrifikasyon oran,
vitrifikasyonun sonlanma zamani, iyilesme orani ve iklimlendirme asamasindaki
yasam ylizdeligi belirlenmistir. Ayn1 zamanda vitrifiye olan ve vitrifikasyonu
sonlanarak saglikli gelisme gdosteren siirgiinlerde morfolojik degisim ve
mikroskobik bulgular da incelenmistir. Birinci asamada; farkli konsatrasyonlarda
BAP ve siikroz iceren MS besin ortamlarinda VOP siireci ve eksplantlardaki
“vitrifikasyon siiresi (Tv)”, ikinci agamada; vitrifiye olan eksplantlarin segilerek
farkli konsantrasyonlardaki BAP, siikroz ve tek doz IBA igeren MS besin
ortamlarinda VSP siireci ve vitrifiye eksplantlardaki “iyilesme siiresi (Ts)”, lictincli
asamada ise; VOP ile vitrifiye olan ve VSP ile saglikli gelisen aronya
eksplantlarinin paperpotlara aktarilarak kiiltiir kaplarindaki “yasam yiizdeligi (Yy)”
ve kekila torfu bulunan saksida dis kosullara adaptasyonu belirlenmistir.

Calismamizin bulgulan ile vitrifikasyon oranim diisiik tutup, kaliteli siirgiinler
elde etmek amaciyla aronyada klonal c¢ogaltma igin optimuim sartlarin
belirlenmesinin 6nemli oldugu daha net ortaya konmustur. Bu baglamda; 3,5 g
gelrite ile birlikte 10 g L™! ve 20 g L™! siikroz miktarlarinda 1 mg L™ BAP ila 30 g
L siikroz ve 0,5 mg L™! BAP iceren MS besin ortamlarinin hem vitrifikasyon orani
hem de siirgiin rejenerasyonu agisindan en uygun ortam oldugu ortaya konmustur.
Kisa siirede daha yiiksek siirgiin rejenerasyonu elde etmek i¢cin BAP seviyesinin
yukseltilmesi vitrifikasyon riskini artiracaktir. Dolayisiyla vitrifiye bitkileri
kurtarmak ve maddi kayiplar1 azaltmak amaciyla “vitrifikasyon sonlandirma
protokolii” kullanilabilecektir. Ancak bu protokolle birlikte vitrifiye bitkilerin
iyilesme siiresi de liretim planina eklendiginden zaman maliyeti ortaya ¢ikacaktir.
Bununla birlikte yiiksek BAP konsantrasyonun kullanimi tercih edildiginde
strgiinlerin mutlaka uygun zaman diliminde koklenme ortamina transferi
saglanmalidir. Bu sayede hem yiiksek siirgiin elde edilmis olacak hem de bu tez
caligmasinda “vitrifikasyon olusturma protokolii” ile belirlenen siirelere dikkat
edilerek diisiik oranda vitrifikasyona sahip stirgiinler iiretilecektir. Aronyada klonal
cogaltim yapmak isteyen arastiricilarin ya da treticilerin bu iki duruma dikkat
ederek, liretim stratejilerine gore uygun olan {iretim planini tercih etmeleri tavsiye
edilmektedir.

In vitro kosullarda doku kiiltiirii ile bitki iiretimi yapilan ¢alismalarda kiiresel
bir sorun haline geldigi goriilen vitrifikasyonun (camsilagmanin) azaltilmasi ya da
vitrifiye bitkilerin kurtarilmasina yonelik bilimsel ¢aligmalar 6nem arz etmektedir.
Bu tez ¢alismasinin sonucuna gore; aronyada meydana gelen vitrifiye siirglinleri

kurtarmanin ya da bu ¢alismada vurgulanan siikroz ve BAP kombinasyonlari ile
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MS besin ortamlarini kullanarak vitrifikasyon sorununu en aza indirmenin miimkiin
oldugu ilk kez standart protokollerin belirlenmesiyle ortaya konmustur. Bu
calismada 6nemle iizerinde durulan siikroz, BAP ve bagil nem oranlarinin disinda
vitrifikasyon mekanizmasinin daha iyi anlasilmasi icin farkli caligmalarda farkli
konsantrasyonlarin, farkli besin ortami bilesenlerinin, ¢evresel kosullar ile kok ve
stirgiin gelisiminin incelenmesi tarafimizca onerilmektedir.
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