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Son yillarda katma degeri oldukga yiikselen Aronia melanocarpa tiirlerinin
tohumla ¢imlenme oraninin diisiik diizeyde olmasi ve generatif yontem olan tohum ile
iretimle elde edilen bitkilerin agilim gostermesi nedenleriyle hizli ve kitlesel vegetatif
¢ogaltma yontemlerine gereksinim duyulmaktadir. Bu nedenle Aronya tiirlerinin
tretiminde mikro ¢ogaltma tekniklerinin kullanilmasi1 biiyilk 6nem tagimaktadir.
Calismada iilkemiz meyve cesitliligine katkida bulunacak Aronya bitkisinin, hizli,
virlisten ve hastaliktan ari ¢ogalmasina imkan veren doku kiiltiirii yontemi ile kitlesel
tretim olanaklar1 aragtirilmistir. Bu amagla, *Viking’ ’ve “’Nero’’ ¢esitlerinin nodal
segmentlerin  eksplant  olarak  kullanmilmig  olup  yiizey sterilizasyonunda
sodyumbhipokloritin farkli dozlar1 (%5, %10, %20), siirgiin gelistirme, kardeslenme ve
koklenme basarisimi arttiracak farkli bitki biliylime diizenleyiciler ve kimyasallar ve
bunlarin farkli kombinasyonlar1 kullanarak kitlesel iiretimi i¢cin en iyi uygulamalar
belirlenmistir. Yiizey sterilizasyonunda en iyi sonu¢ %10’luk dozda 10 dakika
muameleden elde edilmistir. Aronyanin kitlesel ¢ogaltiminda en iyi siirgiin gelisimi ve
en fazla kardeslenme 2mg/L BAP+0.5 KIN + 0.Img/L IBA+0.lmg/L GAj;
kombinasyonundan elde edilmistir. Kdklenme i¢cin Gamborg B5 Vitaminlerini igeren 2
MS temel besin ortami ve IBA (1, 2 ve 3 mg/L) ve NAA’ (1, 2 ve 3 mg/L) dozlart
arasinda en iyi sonug 2 mg/L IBA +0.5 mg/l NAA oksin kombinasyonlarini i¢eren besi
ortaminda ger¢eklesmistir.

Anahtar Kelimeler: Aronia, mikro ¢ogaltma, BBD, kardeslenme, koklenme.
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The low rate of germination of Aronia melanocarpa species, whose value
added has increased significantly in recent years, and the production of plants obtained
by seed, which is a generative method, show expansion. Therefore, the usage of micro-
propagation techniques has more importance for the production of Aronya species.
This thesis has investigated the mass production of Aronya plant which will contribute
to fruit diversity of our country with tissue culture methods which allow rapid, virus
and disease-free proliferation. For that purpose, ' Viking " and " Nero nodal segments
of Aronya are used as explants, and different doses of sodium hypochlorite (5%, 10%,
20%) in surface sterilization, different plant growth regulators, chemicals that will
increase the success of shoot development, tillering and rooting and various
combinations of regulators and chemicals are used to identify the best practices for
mass production. The best result in surface sterilization is obtained from 10% sodium
hypochlorite treated 10 minutes. DKW (Driver and Kuniyuki) containing Gamborg B5
Vitamins as basic plant media, MS (Murashige and Skoog), plant growth regulators
(0,Amg/L from IBA and 0,1mg/L of GA3) and different doses of cytokinin source
(BAP and KINETIN), 0.5, 1 ve 2 mg/L, are preferred. The best shoot growth and the
maximum brooding are obtained from the combination of 2mg/L BAP+0.5 KiN + 0.
Img/L 1 IBA+0.1mg/L GA3. 2 MS primary nutrient containing Gamborg B5
Vitamins, different doses of IBA (1, 2 ve 3 mg/L) and NAA’ (1, 2 ve 3 mg/L) are used
and best result is achieved from the plant media combined of 2 mg/l IBA +0,5 mg/I
NAA.

Key Words: Aronya, micro duplication, BBD, brooding, rooting



GENISLETILMIS OZET

Siyah chokeberry olarak da bilinen ve meyveleri gecen yiizyilin
ortalarindan itibaren tiiketilmeye baslanan Aronia melanocarpa (Michx.) giilgiller
familyasindandir. Aronya bitkisi “birden ¢ok dali olan ve kisin yapraklarini déken”
calilar olarak tanimlanmakta olup anavataninin Kuzey Amerika ve Dogu Avrupa
oldugu bilinmektedir (Hirvi ve Honkanen, 1985). Cevre kosullarina toleransi
yiiksek ve dayanikli bir bitki olan Aronya sonbaharda yaprak renginin kirmiziya
donmesi nedeniyle siis bitkisi olarak biiyiik potansiyele sahiptir. Orijini olan Dogu
Avrupa ve Rusya’da Aronya, II. Diinya Savasindan once siis bitkisi olarak
kullanilmistir. Ticari anlamda kullanimi ise basta anavatani olan Dogu Avrupa
iilkeleri olmak tizere 1950’li yillarda baslanmis olup ve glinlimiizde bu iilkeler ve
Ozellikle Almanya’da yogun olarak yetistiriciligine devam edilmektedir (Kulling ve
Rawell, 2008). Endiistriyel baglamda bakildiginda, Aronya daha ¢ok meyve suyu,
surup, cay, regel, sos, yogurt, sarap, alkollii igecek yapiminda kullanilir.

Son zamanlarda Aronya yiiksek gelir getirisi nedeniyle de dikkatleri
iizerine ¢ekmektedir. Diger liziimsii meyvelerle kiyaslandiginda iiretim maliyetinin
daha diis olmasi ilginin daha da artmasina neden olmustur. Bu nedenle dogru
yontem ve teknikle iiretim yapmak daha 6nem arz etmektedir.

Aronya melanocarpa tiirlerinin tohumla ¢imlenme oraninin diisiik diizeyde
olmasi ve generatif yontem olan tohum ile tiretimle elde edilen bitkiler, tamamen
ana bitki karakterinde olmayip, genellikle farkli 6zellikler tasimaktadir. Bu durum
ozellikle bir 6rnek materyalle bahge kuramamalar1 nedeniyle iireticiler i¢in biiyiik
bir problem olusturmaktadir. Bu nedenle mikro ¢ogaltma teknikleri Aronya
tiirlerinin {iretimi i¢in biiyiik avantaj saglamaktadir. Bu tezin amaci; katma degeri
cok yiiksek olan Aronya bitkisinin, hizli, viriisten ve hastaliktan ari ¢ogalmasina
imkén veren doku kiiltiiri yontemi ile kitlesel iiretim olanaklariin arastirilmasi ve
ilkemizin meyve ¢esitliligine katkida bulunmasinin saglanmasidir. Nodal

segmentlerin eksplant olarak tercih edildigi, farkli yiizey sterilizasyonun
v



saglandigl, slirglin gelistirme, kardeslenme ve koklenmeleri ile ilgili farkli bitki
biliylime diizenleyicileri ve kimyasallar kullanarak ‘’Viking” ’ve “’Nero’’ Aronya
cesitlerinin kitlesel {iretimi ig¢in en uygun uygulamalar ve ortamlar belirlenmistir.
Yiizey sterilizasyonunda farkli sodyumbhipoklorit dozlar1 (%5, %10, 9%20)
kullanilmis en iyi sterilizasyon basarisi %10 sodyumhipoklorit dozuyla 10 dakika
muamele yapilan islemden elde edilmistir. Temel besin ortam1 olarak Gamborg B5
Vitaminlerini iceren DKW (Driver and Kuniyuki) temel besin ortami ve MS
(Murashige and Skoog) bitki biiylime diizenleyicileri tercih edilmistir. Denemede
Gamborg B5 Vitaminlerini iceren DKW temel besin ortamina IBA’nin 0,1 mg/L ve
GA3 ‘in 0,1 mg/L dozlarinin sabit tutulup BAP ve KINETIN gibi farkli sitokinin
kaynaklarinin 0.5, 1 ve 2 mg/L dozlarmin kardeslenme iizerine etkisi
karsilastirilmistir. En iyi siirgiin gelisimi ve en fazla kardeslenmenin 2 mg/L. BAP
+ 0.5 KiIN+ 0,1 mg/L 1 IBA+0,1 mg/L. GA; kombinasyonundan elde edilmistir.
Koklenme i¢in Gamborg BS Vitaminlerini igeren %2 MS temel besin ortami ve IBA
(1, 2 ve 3 mg/L) ve NAA’ (0.5,1, 2 ve 3 mg/L) dozlarinda kullanilmistir ve en iyi
sonug 2 mg/l IBA +0,5 mg/l NAA oksin kombinasyonlarini i¢eren besi ortaminda
gerceklesmistir.



TESEKKUR

Oncelikle degerli tavsiyeleriyle Aronya bitkisinde doku kiiltiirii yéntemiyle
kitlesel iiretim ile ilgili, bana doku kiiltiirii diinyasinda yeni pencereler acan, beni
stirekli arastirmaya tesvik eden, tezimin tiim asamalar1 boyunca katkilarin1 ve her
tiirli bilgisini esirgemeyen, tezim siiresince fikir ve yorumlariyla bana destek olan
giiler yliziinii ve sabrimi esirgemeyen sabirli olan kiymetli hocam Dog.Dr.
Burhanettin IMRAK ’a tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatimin her alaninda oldugu gibi yiiksek lisans egitimimim siiresince de
her daim yanimda olan ve destegini bir an bile eksik etmeyen kiz arkadasim Cansu
UNAL’a ¢ok tesekkiir ediyorum.

Maddi manevi her zaman yanimda olan annem Nursel TUFAN’a, babam
Uysal TUFAN’a, kardesim Ishak Can TUFAN’a ve en yakin arkadasim Turan
KISA’ ya ¢ok tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Siyah chokeberry olarak da bilinen ve meyveleri gecen yiizyilin
ortalarindan itibaren tiiketilmeye baslanan Aronia melanocarpa (Michx.) giilgiller
familyasindandir. Aronya’nin bir tiirii olan Elliot sonbaharda kirmizi yapraklari
nedeniyle Ozellikle Asya ve Avrupa iilkelerinde siis bitkisi olarak da
degerlendirilmektedir (Hirvi ve Honkanen, 1985; Anca Sutan ve ark., 2017).
Aronyamin en fazla bilinen 3 tirii sirasiyla A. arbutifolia (L.) Pers (kirmizi
meyveli), A. prunifolia (Marsh.) Rehd. (Mor meyveli) ve A. melanocarpa (Michx.)
Ell. (Siyah meyveli)’dir.

Aronya bitkisi “birden ¢ok dali olan ve kisin yapraklarim1 doken” calilar
olarak tanimlanmakta olup anavataninin Kuzey Amerika ve Dogu Avrupa oldugu
bilinmektedir (Hirvi ve Honkanen, 1985). Orijini olan Dogu Avrupa ve Rusya’da
Aronya, II. Diinya Savasi'ndan Once siis bitkisi olarak kullanilmistir.

Aronya baharda beyaz cicekleri, yaz ve sonbaharda siyah veya kirmizi
meyvesi nedeniyle peyzaj bitkileri arasinda da yer almaktadir. Sonbaharda yaprak
renginin kirmiziya dénmesi nedeniyle siis bitkisi olarak biiyiik potansiyele sahiptir.
Aronya cevre kosullarina toleransi yiiksek ve dayanikli bir bitki tiiriidiir (Secher,
2008).

Aronya meyveleri, siyah kus iiziimiine benzemesiyle birlikte, kus
iiziimiinden biraz daha biiyliktiir. Saglik sektoriindeki avantajlarindan faydalanmak
amaciyla 1900’1 yillarda tiretimi baglayan Aronya, Almanya’nin araciligiyla ilk
olarak Rusya’da yetistirilmeye baslanmistir. Ticari anlamda yetistiriciligine ise;
Dogu Avrupa iilkelerinde 1950°1i yillarda baglanmis ve giiniimiizde bu iilkeler ve
ozellikle Almanya’da yogun olarak yetistiriciligi devam edilmektedir (Kulling ve
Rawell, 2008).

Aronya bitkisi genellikle yetistirildikleri topragin verimliligine bagl olarak

2 ile 3 metreye kadar boylanabilmektedir. Ekonomik émrii 15 ila 20 yil olup mayis



1. GIRIS Mevlit Can TUFAN

aymda ciceklenmeye baglar ve Agustos ve Eylil aylar1 boyunca derimi yapilir
(Riihinen, 2004).

Aronya odunsu ¢ok yillik ¢ali formunda bir bitkidir ve olduk¢a uzun
omiirlii bir tiirdiir. Ekonomik meyve vermesi i¢in yaklasik 800-1000 saat civarinda
soguklama ihtiyacina gereksinim duymaktadir. Yetistiricilik i¢in en uygun toprak
pH’s1 6-6.5 arasindadir. Ikinci yildan itibaren verim almabilmektedir. Ugiincii yilda
tam verim ¢agna ulagmaktadir. Aronya bitkisi yillik 600-800 milimetre suya
ihtiyag duyar. Meyve tutumundan hasat sonuna kadar diizenli sekilde sulama
yapilmasi sarttir. Soguga olduk¢a adapte olmasiyla bilinenAronya-25 °C ye kadar
dayanabilmektedir. Farkli dikim araliklar1 kullanilmakla birlikte genellikle 4x0.6m
dikim aralig1 tercih edilmektedir (Adak, 2009).

Aronya tiirleri arasinda siyah meyvelere sahip olanlar Aronia melanocarpa,
mor meyveler veren Aronia prunifolia ve de son olarak kirmizi meyvelere sahip
Aronia arbutifolia’dir. Bununla birlikte, baz1 genotiplerin morlasmadan 06nce
kirmiziya donmesi gibi istisnalarda vardir. Aronya yogun bir sekilde fenolik
bilegiklere sahip oldugu icin gida bilimciler i¢in oldukga 1ilgi ¢ekicidir.
Antosiyaninler ve proantosiyanidinler 6zellikle yabani gesitlerde bol miktarda
bulunur. Antosiyaninler, birgok bitki dokusunda mavi, mor ve bazi kirmizi
renklerden sorumlu suda ¢oziiniir polifenollerdir. Antosiyanin agisindan zengin
gidalarin diizenli tiiketimi, hipertansiyonda %@8'lik bir diigiis ve insanlarda azalan
kardiyovaskiiler hastalik riski ile iligkili bulunmustur (Hakkinen ve ark., 1999).

Aronya Diinya’nin en gii¢lii antioksidana sahip meyveleri arasinda yer
almaktadir. Gliglii antioksidan 6zelligi ile kanserli hiicreleri yok etme yetenegine
sahip Aronya meyvesi insan saghgma katkis1 nedeniyle siiper meyve olarak da
adlandirilmigtir.  Aronya meyvesi stres, cevre kirliligi ve giinlik yasam
aktivitelerinin viicudumuzda yaratti§1 hiicrelere zarar veren serbest radikaller ile
miicadele eden antioksidan polifenolik dogal karisimi igerir (Seidemann, 1993).

Amerika Kizilderilileri tarafindan binlerce sene Ogilinlerinde ¢etin ki

sartlarinda hastaliklara karsi direngli olmak ve saglikli yasamak amaci ile
2
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kullanilmigtir. Zamanla diinyaya yayilmis olan Aronya besin igerigi ve faydalari
nedeni ile Avrupa’da popiiler hale gelmistir (Seidemann, 1993).

Aronya antioksidanlar, fenoller, mineraller ve vitaminler yoniinden de
zengindir. Igerdigi bu kimyasallarin kalp hastaliklar1 ve kanseri 6nleme potansiyeli
oldugu belirtilmektedir. Bilimsel ¢alismalar biyoflavonoidlerin ve 6zellikle
antosiyaninlerin viicutta biriken serbest radikalleri notralize etmedeki rolii iizerine
yogunlagmistir. Aronyada rekor miktarda bulunan biyoflavonoidlerin Vitamin C ve
beta karoten gibi (ki ayrica bunlar Aronyanin iceriginde zaten mevcuttur) klasik
antioksidanlardan daha etkili bir notrlestirici oldugu goriilmiistiir. Giliniimiiz
toplumunda etkili hastaliklarin ¢ogunun ortaya ¢ikis sebebinin altinda biiyiik
Olciide serbest radikaller tarafindan meydana gelen hasarlarin yattig1 bilinmektedir
(Dilas, 2012). Aronya meyvesinin bilesimi, farmakolojik ozellikleri ve gida
yoniinden degerlendirilmesine yonelik bir¢ok c¢alisma yapilmistir (Weryszko,
1997). Antioksidanlar, fenoller, mineraller ve vitaminler yoniinden zengin olan
Aronyanin bu yapist ile kalp hastaliklarin1 ve kanseri 6nleme potansiyeli oldugu
belirtilmektedir. Aronyanin hem gida hem de saglik sektoriinde kullanilmast onu
gelecek vadeden bir meyvesi oldugu bilinmemize sebep olmustur. Bazi
aragtiricilar, Aronya meyvesinde yiiksek fenolik bilesik ve karetenoid yaninda
hastaliklara karsi koruyucu ve tedavi edici 6zellige sahip lif, protein, mineraller,
vitaminler ve organik asitler bakimindan da zengin oldugunu belirtmislerdir
(Waver ve ark., 2006; Koponen ve ark., 2007; Chrubasik ve ark., 2010; Snebergova
ve ark., 2014).

Endiistriyel baglamda incelendiginde, Aronya daha ¢ok meyce suyu, surup,
cay, recel, sos, yogurt, sarap, alkollii icecek yapiminda kullanilir. Aronya
meyveleri taze olarak da tiiketilebilir ancak kekremsi tadindan dolay1 ¢ok tercih
edilmez. Tiiketiciler Aronyay: tadi kekremsi oldugu i¢in 6zellikle elma, armut ve
kus tizlimii suyu ile karistirarak tiiketmektedirler. Ayrica yapisinda bulundurdugu
yiiksek antosiyaninden dolayi, Aronya konsantresi gida iiriinlerine dogal kirmiz1

rengini vermek icin gida ve ilag sektdriinde de kullamilmaktadir (Benvenuti ve ark.,
3
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2004). Ayrica besinlerin renklendirilmesinde ve besin takviyesi olarak da
kullanilmaktadir (Tolicc, 2015).

Son zamanlarda Aronya sadece biyolojik ve besinsel degerinden dolay1
degil yiiksek gelir getirisi nedeniyle de dikkatleri iizerine cekmektedir. Bir Aronya
agaci yaklagik 20-25kg meyve vermektedir. Ayrica Aronya bitkileri makina ile
hasadi yapilmaya uygun bir bitki tiirlidiir. Bunlara ek olarak, Aronya biiylime
doneminde ¢ok az besine ihtiyag duyan ve kendine verimlilik 6zelligi olan bitki
tiirlidiir. Yetistiricilikte en 6nemli problem meyvelerin kuslar tarafinda yenmesidir.
Bu nedenlerden meyvelerinin zamaninda derim yapilmasi biiyiikk 6nem arz
etmektedir. Ote yandan iiretim maliyeti diger iiziimsii meyveler gruplarinda kiyasla
daha diigtiktiir.

Meyve agaclar1 generatif ve vegetatif metotlarla cogaltilmaktadirlar. Ancak
meyve tiirlerinin ¢ogunda yabanci déllenmenin olmasi, bunlarin heterozigot yapiya
sahip olmalarina neden olmaktadir. Bunun sonucunda da generatif yontem olan
tohum ile tiretimle elde edilen bitkiler, tamamen ana bitki karakterinde olmayip,
istenilen ozellikleri genellikle tasimamaktadirlar. Bu nedenle, meyve agaglarinin
vegetatif yontemlerle ¢ogaltilmasi gereklidir. Bu yontemler i¢cinde de en hizli ve
hastaliktan ari yontem doku kiiltiirii ile iiretimdir. Ast ile ¢ogaltma durumunda anag
sorunu giindeme gelmektedir. Anaglar, ¢ogiir (generatif) ve klon (vegetatif) olmak
tizere iki grupta toplanirlar. COgir anaglari, genetik varyasyonlar nedeniyle,
tizerlerine agilanan ¢esitlerin farkli verim ve gelisme gostermelerine, asi uyusmasi
ile ilgili sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu nedenle bir drnek
gelisme ve verimliligi saglayan, iizerlerine asilanan ¢esitlerin farkli iklim ve toprak
kosullarina uyum gosteren klon anaglariin kullanilmasi meyve yetistiriciliginde
biiylik 6nem arz etmektedir (Kdksal, 1979).

Klonal anag eldesinde en uygun ve en hizli yontem bitki doku kiiltiiriidiir.
Bitki doku kiiltiirii, aseptik sartlarda yapay bir besin ortaminda hiicre, doku veya
organ gibi bitki kisimlarindan (eksplant) kontrollii ¢evre kosullarinda yeni doku,

bitki veya bitkisel iiriinlerin iretilmesidir. Yeni cesit gelistirmek ve mevcut
4



1. GIRIS Mevlit Can TUFAN

cesitlerde genetik  ¢esitlilik  olusturmasinda, kaybolmakta olan tiirlerin
korunmasinda, c¢ogaltilmast zor olan tilirlerin dretiminde rutin olarak
uygulanmaktadir. Bitkilerin, biyoteknolojik yontemlerle iyilestirilmesinde doku
kiiltiiri yontemlerine mutlak bir ihtiya¢ vardir. 1938 yilinda hiicrelerin tam bir
bitkiyi olusturduklari seklindeki diisiince Totipotensi Teorisi olarak ortaya
konmustur. Bu teori hiicre ve doku kiiltiiriiniin baslangici olarak kabul edilmektedir
(Gokbunar, 2007).

Ote yandan doku kiiltiirii ile {iretimin vejetasyon donemine bagl olmamasi,
bir klonu smirsiz bir sekilde iiretme olanagi vermesi, poliploid bireyler elde
edebilme gibi yararlar1 yaninda, ¢elikle iiretilmesi zor olan bazi bitki tiirlerinin bu
yontemle kolayca iiretilmesi, tohum sayisinin yeterli olmadigi ve tohumlarin uzun
siire saklanmasmin miimkiin olmadigi veya giic oldugu bitki tiirlerinin
iiretilmesinde de 6onem tagimaktadir (Vidalie, 1986).

Islahgilar doku kiilttri teknigini, secilmis genotiplerin
degerlendirilmesinde, hizli biiyliyen fertlerin ortaya ¢ikarilmasinda, soguga,
kurakliga, hastaliklara, tuzluluga ve herbisitlere dayanikli bireylerin se¢ilmesinde
etkin bir sekilde kullanirlar. In vitro teknikleri ile nispeten problemsiz ve hizli
iiretim ihtimali, daha ileri 1slah adimlarinda kullanilabilecek 6nemli avantajlar
sunmaktadir (Ucler, 1994).

Uretimi zor olan bitkiler igin hizli bir teknik olarak goriilen doku kiiltiirii
yonteminin uygulanmasi ile bitkinin vejetatif iiretiminin yayginlasacagi, kisa
stirede tiretimin gerceklestirilebilecegi, ayn1 form ve 6zellikte binlerce bitki elde
edilebilecegi, ayrica ticari tretim igin uyumunun hizli oldugu bilinmektedir.
Ayrica, diger vejetatif ¢ogaltma metotlar1 ile karsilagtirildiginda in vitro mikro

cogaltim en etkili cogaltma metodudur (Gékbunar, 2007).
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Cizelge 1.1. Tiirkiye’de Aronya iiretim alani ve fidan sayilart (2019) (Poyraz ve

_Bo0z,2019) o
ILLER FIDAN SAYISI(ADET) | URETIM ALANI(DEKAR)
BURSA 23.500 141
MANISA 15.500 90
iZMIR 5.000 30
KIRSEHIR 8.000 48
ORDU 3.000 18
YALOVA 8.000 48
ANTALYA 3.000 18
CANAKKALE | 7.000 42
SAMSUN 6.000 36
KIRKLARELI | 40.000 240
BOLU 2.000 12
CORUM 500 3
SAKARYA 1.500

ANKARA 2.000 12
GIRESUN 1.000 6
AMASYA 500 3
ISTANBUL | 3.000 18
TRABZON 300 1
TEKIRDAG | 500 2
TOPLAM 129.800 777

Birgok iilkede meyveciligi gelistirmek, kaliteyi arttirmak amaci ile 1slah
calismalar1 sonucunda, c¢esitli 6zellikleri yoniinden iistiinliikleri olan klon anaglar
elde edilmistir. Meyveciligi gelismis olan llkeler, uzun yillardan beri degisik
toprak, iklim sartlarma uygun olan, topraktan ve havadan bulasabilen hastalik ve
zararlilara dayanikli, kolay cogaltilabilen, sik dikime uygun, meyve bahgesinin

kurulmasinin ikinci yilindan itibaren bol ve kaliteli iiriin veren, budama, hasat,
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ilaglama gibi kiiltiirel islemlerin kolaylikla yapilmasina olanak saglayan, bodur
klonal anaglarla fidan iiretimi yapmaktadirlar (Koksal, 1979).

Aronya kolay sekilde tohum yoluyla ¢ogalabilir ancak, bu yontem bazi
heterozigoti ve bitkilerin meyvelerini ge¢ vermesi nedenleriyle onerilmemektedir
(Litwinczuk, 2002). In vitro yontemler kullanilarak bitkinin ¢cogaltilmas1 daha hizli
gerceklestirilebilir ve kisa siirede hastaliklardan ari bitki elde edilir (Brand ve
Cullina, 1992). Ulkemizde bu bitki tiiriine ait ilk calismalar 2012 yilinda Atatiirk
Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii’nde fidan iiretimi ile baslamis ve
deneme alaninda plantasyon kurulmustur. Ozel sektdr olarak Aronyada ¢ogaltma
ile ilgili ilk calismalar Beta Fidancilik tarafindan yapilmistir. Bazi Aronya
cesitlerinin damizlik parsellerine dikimleri gerceklestirilmis ve bazi cesitlerin
Cukurova gecit bolgesinde 200-300 m rakimda soguklama ihtiyacini karsiladiklari
saptanmigtir.

Bu tezin amact; katma degeri ¢ok yiiksek olan Aronya bitkisinin iki farkli
¢esidinde hizli, viriisten ve hastaliktan ari ¢ogalmasina imkéan veren doku kiiltiirii
yontemi ile kitlesel iiretim olanaklarinin aragtirilmasi ve iilkemizin meyve

cesitliligine katkida bulunmasi saglanmasidir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Bitki doku kiiltiir{i; kontrol edilebilen 151k ve sicaklik kosullari altinda
kiiltiir kaplar1 i¢inde, yapay besi ortaminda biitiin bir bitki, hiicre, doku veya organ
gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel {iriinlerin iiretilmesidir.
Geleneksel iiretim yontemlerine gore yiiksek oranda kontrol olanagi saglamaktadir.
Bu yontem ilk dnceleri sadece bilimsel ¢alismalarda ve arastirmalarda kullanilmis
daha sonra pratik anlamda tireticiler tarafindan yeni gesit gelistirmek ve mevcut
cesitlerde genetik cesitlilik olusturmak, ¢ok sayida bitkiyi iiretirken; zamandan,
yerden ve anaclik bitki materyalinden tasarruf etmek ayrica virlisten ve
hastaliklardan ari, yiiksek kalitede bitki yetistirme amagl kullanilmaktadir.

Bitki doku kiiltiiriiniin temel amaci bitki rejenerasyonudur. Bitki
rejenerasyonu, meristematik hiicreleri igeren somatik dokulardan, meristematik
olmayan somatik hiicrelerden ve mayoz boliinme gegirmis gametik hiicrelerden
elde edilebilir. Mikro ¢ogaltim; bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme
potansiyeline sahip bitki kisimlarindan yapay besi ortamlarinda ve aseptik kosullar
altinda yeni bitkilerin elde edilmesidir (Babaoglu ve ark., 2001). Klonal ¢ogaltim
amaci ile kullanilan in vitro teknikler mikro ¢ogaltim teknikleri olarak da ifade
edilmektedir. Amag ayn1 genetik yapida bitkiler liretmektir. Ancak bu tekniklerde
beklenmeyen ve kontrol edilemeyen varyasyonlar da ortaya ¢ikmaktadir. Bu tiir
varyasyonlar dogal olarak meydana gelmektedir ve bunlar ya hiicredeki genetik
degisimler ya da hiicre ve dokulardaki gecici degisimler olarak ifade edilmektedir
(George, 2008).

Aronyada doku kiiltiirii teknikleri ile ¢ogaltma konusunda bugiine kadar
sinirli sayida arastirma yapilmis ve bu calismalarin genelde son yillarda oldugu
dikkat ¢ekmis ve agagida 6zetlenmistir.

Litwinczuk (2013), Aronyanin meyve-sebze diinyasinda antioksidan
acisindan en zengin meyve olarak bilindigini, “kendi ¢ekirdeklerinin” (tohum)

kullanilmasiyla ¢ogalabildigini ancak bu yontemin tavsiye edilmedigini
9
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bildirmistir. Mikro ¢ogaltma yontemi (doku kidiltiirii ile) u¢ daldirma veya celik gibi
klasik yontemler ile karsilastirildiginda daha verimli bir yontem oldugunu
belirtmistir.

Kwak ver ark. (2015), Nero ¢esidinin “Purple’, ‘Mackenzie’, “Viking’ ve
‘Odamamachiko’ ¢esitlerine gére WPM temel besin ortami ile sadece 1mg/L
Zeatin ilavesiyle en iyi rejenerasyona sahip oldugunu bildirmislerdir. Ayni
arastiricilar, en yiliksek koklenme oranm ise 3,0 mg / L IBA ile 2 WPM
ortamindan elde ettiklerini belirtmislerdir (8.8 kdk/ eksplant).

Sivanesan ve ark. (2015), Aronia melanocarpa damizlik parsellerinden
elde edilen siirgiinlerden nodal segmentleri kullanarak MS temel besi ortamu ile ve
TDZ nin farkli dozlar1 (0.25, 0.5, 1.0 ve 2,0mg/l) ve 0.1 ve 0,5 mg/L NAA iceren
cesitli konsantrasyonlar1 denemisler ve maksimum, eksplant basina ortalama (10.4)
kardes ayis1 ve ortalama siirgiin uzunlugunu (3,2 cm) bakimindan en iyi sonucu 0,5
mg/L TDZ’nin kullanildig1 ortamdan elde etmislerdir. Ayni arastiricilar 0,1 mg/L
NAA dozunun 05 mg/L ye oranla daha iyi sonug¢ verdigini bildirmislerdir. En iyi
koklenmenin ise; 1/2 MS temel besin ortamini kullanildigr 1.0mgl/L IBA’nin
kullanildigr  ortamdan kiltire aldiktan 30 giin sonra elde ettiklerini
vurgulamiglardir.

Anca Sutan ve ark. (2017), Aronia melanocarpa (Michx.) Elliot tiiriine
giren Melrom’, ‘Nero’ c¢esitlerini doku kiiltiirii teknikleri ile ¢ogaltimi tizerinde
arastirmalar yapmiglar ve ‘Nero’ Aronya ¢esidinin Melrom (Romanya’da 2016
yilinda tescil edilen) Aronya cesidine gore in vitro kosullarda daha yiiksek
rejenerasyon yetenegine sahip oldugunu bildirmiglerdir. Arastiricilar, en yiiksek
stirgiin eldesini temel besin ortami olarak MS ve LF vitaminlerinin kullanildig
45mg/L BA ve 0,6mg/L IBA’nin kullanildigi ortamdan elde ettiklerini
bildirmislerdir.

Borsai ve Clapa (2017), Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott in vitro
¢ogalmasi icin uygun protokol olusturmak i¢in temel besin ortamlarim

karsilagtirmiglardir. Bitkilerin in vitro ¢ogaltma yontemiyle kardeslenmenin
10
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maksimum oldugu besi ortamini belirlemeye yonelik farkli ortam ve bitki
biliylimeyi diizenleyicilerini denemislerdir. DKW, MS, WPM besi ortamlarini
0,5mg/l BAP kullanarak karsilastirmiglardir. En iyi sonucu DKW temel besin
ortaminin kullanildigr ortamdan elde etmislerdir. Arastiricilar, ayrica 2mg/L
Zeatin, ya da 5mg/L 2-iP kullannminda en diisiik ¢ogaltma katsayinin elde

edildigini vurgulamiglardir.
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3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal

Aragtirmada materyal olarak Beta fidan doku kiiltiirii damizlik serasinda
yer alan Aronya (Aronia melanocarpa (Michx) Elliot) plantasyonunda yer alan
‘Nero’ ve ‘Viking’ Aronya cesitleri kullanilmistir.

Doku kiiltiirii ile ilgili ortam denemeleri Beta Fidan Doku Kiiltiirii Islah
Arge Ziraat Tarim Sulama Hayvancilik Gida Turizm Ingaat Sanayi ve Ticaret
Limited Sirketi’ne ait arastirma ve Kkitlesel iiretimin yapildigi laboratuvar ile
Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesine ait bitki doku kiiltiirii laboratuvarinda
yapilmistir. Doku kiiltiirii teknikleri ile elde edilen bitkiler yine ayn1 firmada yer

alan aligtirma seralarina aktarilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Damuzlik Serasinda Bulunan Eksplantlarin Almdlg Aronya Bitkisinden
Genel Goriinti.

13
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Denemede yer alan ¢esitlerin meyve, cigek ve arazide bitki fotograflar

Sekil 3.2 ve 3.3’de, meyve ozellikleri ise Cizelge 2°de sunulmustur.

14
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Cizelge 3.1 Nero ve Viking Cesidinin Ozellikleri

OZELLIK NERO VIKING

Cicek Rengi Beyaz Beyaz
Ciceklenme Mayis — Haziran  Mayis — Haziran
Donemi

Meyve Rengi Siyah

Meyve Biiviikliigii Iri

Tozlayic Kendine Verimli
Hasat Zamam Eyliil

Meyve Agirhgn  1-1.5 gr

Cap1 (mm) 10 -15

Styah
Cok Iri
Kendine Verimli
Eyliil
1-1.5

10 -15

Toprak Istegi Iyi Drene Olmus Iyi Drene Olmus

Hafif Killi Hafif Killi
PH: 58-6.2 5.8-6.2
Verim 2-3 Yasinda baslar  2-3 Yasinda baslar

3.2. Metot

3.2.1. Yiizey sterilizasyonu

Viking ve Nero Aronya cesitlerinin 1-2 aylik siirgiinlerinden 2018 yili yaz

ayinda alinan nodal segmentler baslangi¢ materyali olarak kullanilmistir. Yesil

yapraklar temizlenerek, tizerinde koltuk tomurcuklari bulunan eksplantlar her biri

2-3 cm boyunda kesilip yiizey sterilizasyonu islemlerine tabi tutulmustur.

Eksplantlar 60 dakika akan musluk suyunda bekletilmistir. Daha sonra anti

bakteriyel sabun ile yikanarak, musluk suyu ile 3 kez durulama islemleri

15
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yapilmistir. Durulanan siirgiinler %70°lik alkolde 5 saniye bekletilmistir. Daha
sonra %5, 10 ve 20’lik Sodyum hipoklorit ile 10 dakika muamele edilmistir.
Sonrasinda 3 kez steril saf suda durulama islemi yapilmis ve Sodyum hipoklorit
doz uygulamalarin dezenfeksiyon basarisi (%) olarak belirlenmistir.

Tiim bu islemlerden sonra eksplantlar bisturi ve pens kullanarak her biri

0.5-1cm olacak sekilde kesilerek kiiltiir ortamina dikime hazirlanmustir.

Sekil 3.4. Siirgilinlerin Sterilizasyon ve Kesim Asamalari.

3.2.2. Besin Ortaminin icerigi ve Hazirlanmasi

Baslangi¢ ortami thiamine, nikotinik asit, pyridoxine HCI ve myo-inositol
vitaminleri ve 4mg/l 2-isopentenyladenine (2-IP) sitokinini igeren MS temel besin
ortami, 30g/l sakkaroz, 7.0g/l agar ve pH 5.7 olacak sekilde hazirlanmigtir.
Hazirlanan ortamlar 100°C’ ye kadar karistiricilt 1sitici da kaynatilip cam deney
tiiplerine her birinde yaklasik 10 ml olacak sekilde paylastirilarak otoklavda
121°C’de 20 dakika steril edilmistir.

16
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i

Sekil 3.5Besin ortami hazirlama asamasi

Cizelge 3.2. MS Besin Ortam igerigi

MIKROELEMENTLER my/L
KI 0.83
HyBO, 6.2
MnSO,THyO 223
ZnS0, 8.6
NaMoOy, 0.25
CuS0, 0.025
CoCl; 0.025
MAKROELEMENTLER mgL
CaCly 333,02
KH:PO, 170.00
MgSO,TH0 370
NH NGy 1650.000
ENOy 1900
VITAMINLER mg/L
Myo-Inositol 100.00
Nicotinic acid( free acid) 0.500
Pyridoxine HC1 0.500
Thiamine hydrochloride 0.100

17
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Cizelge 3.3. DKW Besin Ortamu igerigi

AMIKROELEMENTLER mE."L
CuSO,5H;0 0.25
FeNaEDTA 44.63
H,BO; 4.80
MnSO, H.0 33.80
NaMoO.2H,0 0.39
ZnS0,. TH,0 17.00
MAKROELEMENTLER mg/L
CaCl, 1125
Ca(NOy);2H,0 1664.64
KH,PO, 265.00
K50, 1559.00
Mgs0, 36149
NH,NO, 1416.00

Cam tiiplerdeki besin ortamlarina, her tiipte bir eksplant olacak sekilde
(100 tiip) dikim yapilmistir. Dikimden sonra tiipler kontrollii kosullarin saglandigi
bitki biiyiitme odasina yerlestirmistir. Biiyiitme odasinin sicakligi 24+1°C, 1s1k
kosullart ise 16/8 (aydinlik/karanlik) saat foto periyot olarak ayarlanmistir.

18
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Sekil 3.6. Besin Ortami Hazirlama ve Explant Yerlestirme Asamalari

3.2.3. Farkh Sitokinin Kaynaklarmmm Kardeslenme Uzerine Etkisinin
Belirlenmesi

Denemede Gamborg B5 Vitaminlerini iceren DKW temel besin ortamina
IBA’nin 0,1mg/L ve GA3z’iin 0,05mg/L dozlarinin sabit tutulup BAP ve KINETIN
gibi farkli sitokinin kaynaklarimin 1, 2 ve 3mg/L dozlarimin kardeslenme {izerine

etkisi karsilagtirilmistir.
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Denemede thiamine, nikotinik asit, pyridoxine HCI ve myo-inositol
vitaminlerini iceren DKW temel besin ortamina GAz 0.1 mg/L ve IBA 0.1mg/l
dozu sabit tutulup, BAP (0, 1, 2, 3 mg/L) ve KINETIN (0.5, 1 ve 2 mg/L) gibi
farklr bitki biiyiimeyi diizenleyicilerin dozlarinin ve bunlarin beraber kullanilarak
olusturulan kombinasyonlarin kardeslenme tizerine etkileri Karsilagtirilmustir.
Ortamlarda 30g/L sakkaroz kullanilmisgtir.

Denemeler 5 tekerriirlii olarak yapilmis ve her gesit igin her tekerriirde 20
adet explant/bitki kullanilmistir. Biiyilitme odalarinda 16 saat 151k, 8 saat karanlikta,
2441 °C ayarlanmistir. Deneme sonuglarina gore bitki basina kardes sayisi
(OBBKS) belirlenerek en iyi kardeslenme ortami belirlenmis ve s6z konusu
ortamlarda explant basina kardes sayisi, siirgin uzunlugu ilgili gézlemler ve

Ol¢timler yapilmustir.

Cizelge 3.4. DKW ve MS Besin Ortaminda Sitokinin Kaynagi Olarak Bap ve
Kinetin ~ Oksin  Kaynagt  Olarak IBA’nin  Kullanilacagi
Kombinasyonlar

DKW(D)/MS(M) TEMEL ORTAM iCERIiGi

BESIN ORTAMI

D1, M1 KONTROL 0 BAP+0 KiN +0.1 IBA+0.1 GA3
D2, M2 1 BAP+0 KiN +0.1 IBA+0.1 GA3
D3, M3 2 BAP+0 KiN +0.1 IBA+0.1 GA:
D4, M4 3 BAP+0 KiN +0.1 IBA+0.1 GA:
D5, M5 0 BAP+1 KiN +0.1 IBA+0.1 GA:
D6, M6 0 BAP+2 KiN +0.1 IBA+0.1 GA:
D7, M7 0 BAP+3 KiN +0.1 IBA+0.1 GA;
D8, M8 1 BAP+0.5 KiN +0.1 IBA+0.1 GA;
D9, M9 2 BAP+0.5 KiN +0.1 IBA+0.1 GA3
D10, M10 3 BAP+1 KiN +0.1 IBA+0.1 GA;
D11, M11 3 BAP+2 KiN +0.1 IBA+0.1 GA;
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3.2.4. Casein Kullanimin Kardeslenme Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

Nodal segmentlerden kisa siirede ve saglikli siirglin elde edilmesine yonelik
en iyi temel besin ortami ve bitki biiylimeyi diizenleyicilerin kullanildig1 ortama;
kardeslenme ve bitki biiylimesini tesvik edici 6zellige sahip oldugu bilinen Casein
hydrolysate’in 2 farkli dozu (1 ve 0.5g/L) ve bu kimyasalin kullanilmadigi
(kontrol) ortamlar karsilastirilmistir. Casein eklenen s6z konusu ortamlarda explant
basma kardes sayisi, kardes uzunlugu ilgili gozlemler yapilmistir. Biiyiitme
odalarinda 24+1°C ‘de 16 saatlik fotoperiyotta 16 saat 151k, 8 saat karanlik kosullar1

olusturulmustur.

3.2.5. Farkli Oksin Kaynaklarinin Kéklenmeye Etkisi

Denemede Gamborg B5 vitaminlerini igeren 2 MS temel besin ortamina
IBA (0, 1, 2 ve 3mg/L) ve NAA (0, 1, 2 ve 3mg/L) nin farkli doz ve
kombinasyonlardan olusan 7 farkli ortamda kok sayist ve kok uzunlugu
bakimindan en iyi kdklenme ortamu belirlenmistir. Ortamlarda sakkaroz %2 olarak
kullanilmigtir. Denemeler ii¢ tekerriirlii olarak yapilmis olup, her uygulamada 50
explant ya da 50 bitki kullanilmis ve denemeler 3 kez tekrarlanmustir.

Kardes ortaminda 3-4 hafta bekleyen bitkiler kok ortamlarina aktarilmistir.
Koklenme ortam1 igin Cizelge 3.5. de gosterilen IBA ve NAA oksin
kombinasyonlarint iceren MS besi ortamu, 30g/l sakkaroz, 7g/l agar ve pH 5.7
olacak sekilde hazirlanmistir. Biiylitme odasinda 25 derece, 16/8 151k periyodunda

bekleyen bitkilerin koklenmeleri saglanmustir.

21



3. MATERYAL ve METOT Mevliit Can TUFAN

Cizelge 3.5. %2 MS Besin Ortaminda Farkli Oksin Dozlarmm Kullanilacagi
Kombinasyonlar

TEMEL BESIN ORTAMI ORTAM iCERIiGi

M1 KONTROL 0 IBA+0 NAA+0.1 GA3
M2 1 IBA+0 NAA+0.1GA;
M3 2 IBA+0 NAA+0.1 GA;
M4 3 IBA+0 NAA+0.1 GA;3
M5 0 IBA+0.5 NAA+0.1 GA;
M6 0 IBA+1 NAA+0.1 GA3
M7 0 IBA+2 NAA+0.1 GA3
M8 0 IBA+3 NAA+0.1 GA3
M9 2 IBA+0.5 NAA+0.1 GA3

3.2.6. Hayatta Kalma Oranlan

Otomasyonlu seraya aktarilan ve koklenen bitkilerin hayatta kalma oranlart
% olarak belirlenmistir.

Arastirmadan elde edilen tiim veriler “Tesadif Parsellerinde Faktoriyel
Diizen Deneme Desenine gére JMP paket programi ile Varyans analizine tabi
tutulmus ve uygulamalar arasindaki farkliliklar, “LSD” ¢oklu karsilagtirma testi ile
a=0.05’e gore hesaplanmigtir. Arastirmada kullamilan ortamlar harf verilerek

kodlanmustir (Cizelge 7).
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Cizelge 3.6 DKW Besi Ortamlari Igerikleri

ORTAM KODU ORTAM iCERIiGi

D1 0 BAP+0 KiN +0.1 IBA+0.1 GAs
D2 1 BAP+0 KIN +0.1 IBA+0.1 GAs
D3 2 BAP+0 KiN +0.1 IBA+0.1 GAs
D4 3 BAP+0 KIN +0.1 IBA+0.1 GA3
D5 0 BAP+1 KIN +0.1 IBA+0.1 GA3
D6 0 BAP+2 KIN +0.1 IBA+0.1 GA3
D7 0 BAP+3 KiIN +0.1 IBA+0.1 GAs
D8 1 BAP+0.5 KIN +0.1 IBA+0.1 GA3
D9 2 BAP+0.5 KIN +0.1 IBA+0.1 GAs
D10 3 BAP+1 KIN +0.1 IBA+0.1 GAs
D11 3 BAP+2 KIN +0.1 IBA+0.1 GAs
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu boliimde Aronya bitkisinin in vitro kosullarda tiretimi i¢in en uygun
ortamlarin ve uygulamalarin belirlenmesine yonelik yapilan denemelerden elde

edilen bulgular verilmisgtir.

4.1. Yiizey Sterilizasyon Uygulamalani ile lgili Elde Edilen Bulgular

Aronya bitkisinin in vitro kosullarda cogaltildiginda fungal ve ozellikle
bakteriyel hastalik etmenleri ile bulagik olmasi nedeniyle doku kiiltiirii ile cogaltma
tekniginin ilk asamasi olan ylizey sterilizasyon kosullarimin belirlenmesi biiyiik
onem arz etmektedir. Bu amagla bu tezde Aronya bitkisinin 1-2 aylik siirgiinleri
farkli NaOCI (sodyumbhipoklorit) soliisyonlart (%5, %10 ve %20) ile 10 dk
muamele edilmiglerdir. %5 NaOCl doz uygulamasinda ortama konulan
eksplantlarin tamaminin fungal ve 6zellikle bakteriyel hastalik etmenlerinin neden
oldugu kontaminasyon (bulasiklik) nedeniyle 61diigii goriilmiistiir. %20 NaOCl doz
uygulamasinda ise tiim nodal girislerin yandigi ve kurudugu gozlemlenmistir.
Yiizey sterilizasyon uygulamalarinda en yiiksek Dbasari %10 NaOCI
uygulamasindan elde edilmistir. %10 NaOCI doz uygulamasinda ortama koyulan
nodal eksplantlarin %90’ min canlihigimi korudugu ve %10’unda bakteriyel ve

fungal kontaminasyon oldugu gézlemlenmistir.

Sekil 4.1. Sterilizasyonu Yapilan Explantlardan Ornekler
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Cizelge 4.1. Farkli Naocl Doz Uygulamalarmi Aronya Bitki Eksplantlarindaki
Yiizey Sterilizasyon Basarisi

YASAYAN KONTAMINE OLAN | YANAN
KULTUR(%) | KULTUR(%) KULTUR(%)
%5 NaOCL | %0 %100 %0
%10 NaOCL | %90 %10 %0
%20 NaOCL | %0 %0 %100

Zale ve ark., 2004 tarafindan yapilan arastirma sonuglarinda 20 dakika
boyunca %15 sodyum hipoklorit kullanilmasiyla Aronyada en iyi sterlizasyon
saglanmistir. Arastirmalar sonucunda alt kiiltirde %98 saglikli bitki elde
edilmistir. Ayn1 aragtirmalarda iki alt kiiltiir sonunda saglikli bitki yiizdesinin
yiizdesi % 99, mantar enfekte sayisinin 1 birim ve bakteriyel enfeksiyonun O birim
oldugu tespit edilmistir.

Zale arkadaglarinin yaptiklar1 arastirmaya ek olarak Jones ve ark.
tarafindan yapilan c¢aligmalarda da yiizey sterilizasyonu sirasinda sodyum
hipoklorit kullaniminin bitkilerin ylizey sterilizasyonunda etkili bir sterilizasyon
araci oldugu belirtilmistir (Jones ve ark., 1979)

Arastirma sonuglarimiz ile Onceki yillarda yapilan benzer arastirma
sonuglar1 karsilastirlldiginda yiizey sterilizasyon uygulamalar1 bakimindan farkli
sonuglar elde edilmistir. Ancak yapilan ¢alismalar yorumlanirken her bolgede
fungal ve bakteriyel hastalik etmenleri ve bunlarin irklar1 ve hatta eksplantlarin
alindig1 donemde bile farkli olabilecegi dikkate alinmigtir. Bu arastirma ve 6nceki
aragtirmalarda ortak sterilizasyon araci olarak sodyum hipoklorit kullanilmisgtir;
ancak en etkili oranda farkliliklar saptanmistir. Arastirmamizda en iyi sonug 10 dk
%10 NaOCL de gozlemlenirken, daha onceki yillarda yapilan galigmalarda en iyi
sonu¢ 20 dk %15 NaOCL de gozlemlenmistir. Arastirmamizda %10 NaOCL

dozunun {izerindeki dozlarm bitkilerde yanmalar ortaya ¢ikardigi gézlemlenmistir.
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4.2. Farkh Sitokinin Kaynaklarinin Kardeslenme Uzerine Etkisinin
Belirlenmesine Yonelik Yapilan Cahismalardan Elde Edilen Bulgular

Bitkilerde doku kiiltiirii teknikleri ile gogaltma 6zellikle kitlesel {iretim igin
biiyiik onem arz etmektedir. Bu amagla eksplant basina diisen kardes sayisinin
yiiksek olmas1 gerekmektedir. Sitokininler ve temel besi ortamlar1 kardes sayisini
arttiran en onemli faktordiir. Bitki gelisimi ve kardes sayisinin ayarlanmasi i¢in
sitokinin orani ve temel besin ortamlart ¢ok Onemli bir parametredir.
Kardeslenmeye ve bitki gelisimine sitokininin etkisini daha iyi anlamak i¢in besi
yerinde kardeslenmeyi ve bitki gelismesini etkileyen diger oksin ve Giberellik asit
gibi bitki biiylimeyi diizenleyicilerin miktarlar1 sabit tutulmustur.

Bu amagla tezin bu bolimiinde sitokinin kaynagi olarak BAP ve
KINETIN, besi kaynagi olarak DKW ve MS kaynaklarmin degiskenlik
gostermistir, oksin kaynagi olarak IBA, bitki biiyiime diizenleyici olarak GAs orani
sabit tutulmustur. En iyi kardes sayis1 ve siirgiin uzunlugu, 2 BAP+0.5 KIN +0.1
IBA+0.1 GA; ve DKW temel besi ortaminda gozlemlenmistir. Yapilan
arastirmalarda Viking cesidinin 3.27 ile Nero (3.07) cesidine oranla kardeslenme
katsayisinin daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir (Cizelge 7). Bu sonug
kardeslenme Katsayisinin ¢esit Ozelligine gore farklilik gosterdigini ortaya
koymustur. Benzer sekilde arastiricilar rejenerasyon yeteneginin geside gore
degisebilecegini, ¢alismalar1 sonucunda Nero ¢esidinin Melrom ¢esidinden daha iyi

rejenerasyon gosterdigini belirtmislerdir (Sutan ve ark., 2017).

Sekil 4.2 Kardeslenme Asamasi
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Cizelge 4.2. Viking ve Nero Aronya Cesitlerinin Kardesleme Katsayisi

Viking 3.27a
Nero 3.07b
Lsdoes 0.09

(Brand and Lineberger,1986) Brand ve Lineberg 1986 yilinda Aronya
izerine yapilan bir ¢alismada genel olarak en diigiik siirgiin sayisinin, 0.0 mg/L
hormon MS kontrol ortaminda goézlemlediklerini bildirmistir. Ayni arastirmada
biiylik yapraklar ve zayif bitkiler elde edilmis olup ve en az siirglin sayisini da bu
aragtirmada belirlenmistir. (Nas, M.N., Gokbunar, L., Sevgin 2012) 2012 yilinda
tamamlanan bagka bir arastirmada Kiltiir ortami ve sitokinin tiplerinin olgun
Crataegus Aronia L.'nin mikroproagasyonu tizerindeki etkileri ¢alisilmigtir. MS,
WPM, DKW ve NR4 besi yerlerini ve tek-aksiller tomurcuk eksplantlari
kullanarak, 4.44 uM benziladenin (BA) + 0.05 uM indol-3-butirik asit (IBA) ve
tidiazuron, meta-Topolin ve 1.25, 2.5, 5.0 veya 7.5 uM + 0.05 uM IBA'da BA
oranlart karsilagtirmistir. Bu ¢alismada gortilmistir ki Kiltiir ortaminin stirgiin
say1st ve uzunlugu tizerinde 6nemli etkileri vardir. NRM de MS, DKW ve WPM
ile karsilagtirlldiginda ise siirgiin sayisinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.
(eksplant basina 5.7 siirgiin). MS, DKW ve WPM'de siirgiin sayilar1 (sirasiyla 4.2,
4.2 ve 4.1) istatistiksel olarak birbirine benzerlik gostermistir.

Arastirma sonuglarimiz ile Onceki yillarda yapilan benzer arastirma
sonuclart karsilastirildiginda stokinin kaynaklarinin kardeslenme {izerine etkileri

bakimindan benzer sonuglar alindig1 sdylenebilir.
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4.3. Casein Kullammin Kardeslenme Uzerine Etkilerinin Belirlenmesine
Yonelik Yapilan Calismalardan Elde Edilen Bulgular

Nodal segmentlerden kisa siirede ve saglikli siirgiin elde edilmesine
yonelik en iyi temel besin ortami ve bitki biiyiimeyi diizenleyicilerin kullanilacagi
ortama; kardeslenme ve bitki biiyiimesini tesvik edici 6zellige sahip oldugu bilinen
Casein hydrolysate’in 2 farkli dozu (0,1 ve 0.5g/L) ve bu kimyasalin
kullanilmadig1 (kontrol) olmak {tizere 3 farkli ortam karsilastirilmistir. Casein
kullanilan ortamda kardes sayisinin arttigi gozlemlenmistir (Sekil 4.3). Arastirmada
en iyi sonug 2 BAP+0.5 KIN +0.1 IBA+0.1 GA3+0.5g/l casein ve DKW temel besi
ortaminda gozlemlenmistir. Arastiricilar Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott in
Vitro ¢ogalmasi i¢in temel besin ortamlarini karsilagtirdiklari ¢alismalarinda en iyi
sonucu caligma sonucumuza benzer sekilde DKW temel besi ortaminda elde
etmiglerdir. Ancak arastiricilar Zeatin kullaniminin sonucu kétii  etkiledigini

belirtmislerdir (Borsai ve Clapa, 2017).

Sekil 4.3. Casein Uygulamasinin Kardeslenme Uzerine Etkileri

Micah ve Paula 2018, In vitro siirgiin kiiltiirleri, yar1 kati (DKW) ceviz
ortami iizerinde kiiltlirlenen nodal eksplantlardan, 8.9 uM benziladenin, 0.005 pM
indol-3-biitirik asit (IBA), 200 mg L casein hidrolizat, 50 mg. L adenin hemisiilfat,

ile en etkili sonucu elde etmislerdir.
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Arastirmamizda da goriindiigii iizere caseinin kardeslenmeye ve bitki
stresini azaltmaya onemli bir etkisi vardir.0.5 gr /I {izerinde ki casein dozlar

bitkide toksik etki yaratmaktadir bu yiizden 0.5 gr/l ve alt1 dozlar 6nerilmektedir.

4.4. Farkh Oksin Kaynaklarimin Koéklenmeye Etkilerinin Belirlenmesine

Yonelik Elde Edilen Bulgular

Kardes ortaminda 3-4 hafta bekleyen bitkiler koklenme ortamlarina
aktarilmistir. Koklenme ortami IBA ve NAA oksin kombinasyonlarini igeren MS
besi ortam1,30 g/l sakkaroz,7 g/l agar ve pH 5.7 olacak sekilde hazirlanmistir.
Biiyiitme odasinda 25 derece,16/8 1sik periyodunda bekleyen bitkilerin
koklenmeleri saglanmistir. Aronya koklenmesinde en iyi sonug 2 IBA+0.5 NAA
oksin kombinasyonlarini igeren besi ortaminda gergeklesmistir. En iyi sonucun
gozlendigi besi ortamindan dis ortama adaptasyonunu sagladigimiz bitkilerde %80
basar1 saglanmistir. Calisma sonuglarimiza paralel olarak, Aronia melanocarpa nin
nodal segmentlerinin kullanildigi Sivanesan ve ark tarafindan yapilan bir
arastirmada en iyi kdklenme 1/2 MS temel besin ortamini kullanildigi 1.0mgl/L
IBA’nin kullanildigi ortamdan kiiltiire aldiktan 30 giin sonra goriilmiistiir. Ayrica
calismada 0.5 NAA dozunun koklenmede daha etkili oldugu belirtilmistir.
(Sivanesan ve ark., 2015). Bir bagka ¢alisgma sonucunda Nero’gesidinin ‘“Purple’,
‘Mackenzie’, ‘Viking’ ve ‘Odamamachiko’ ¢esitlerinde, en yiiksek koklenme
oranin 3,0 mg / L IBA ile saglandigini saptanmustir (Kwak ver ark., 2015).

Yapilan arastirmalar sonucu Nero (3.80’a.) ¢esidinde en 1iyi siirgiin
uzunlugu 2 mg/l BAP+0,5 mg/l KIN stokinin kombinasyonunda elde edilmistir.
Viking (3.80’a) ¢esidinde ise en iyi siirgiin uzunlugu 3 mg/l BAP stokinin
kombinasyonunda elde edilmistir. (Cizelge 8). Aronia melanocarpa nin nodal
segmentlerinin kullanildig1 ¢alismada en iyi koklenme 1/2 MS temel besin ortamini

ve 1.0mgl/L IBA’nin kullanildig1 ortamdan kiiltiire aldiktan 30 giin sonra elde
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edildigi gozlemlenmistir (Sivanesan ve ark., 2015). Bitkilerin dis ortamdaki (sera)

goriintiileri Sekil 4.4°de sunulmustur.

Cizelge 4.3. Viking ve Nero Aronya Cesitlerinin Siirgiin Uzunlugu Bakimindan

Cesit — DKW Besin Ortanu Interaksiyonu

Cesitler Ortam Ortam I¢erigi Cesit *Ortam
Nero D1 2 BAP+0.5 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 3.87a
Nero D2 1 BAP+0 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 3.84a
Nero D3 0 BAP+1 KiN+0.1 IBA+0.1 GA3 3.83a
Viking D4 3 BAP+0 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 3.83a
Viking D5 0 BAP+3 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 3.82a
Viking D6 0 BAP+0 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 3.81a
Viking D7 2 BAP+0.5 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 2.88b
Nero D8 2 BAP+0 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 2.86b
Nero D9 0 BAP+2 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 2.86b
Viking D10 1 BAP+0 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 2.85b
Viking D11 0 BAP+1 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 2.84b
Viking D12 3 BAP+2 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 2.02c
Nero D13 3 BAP+1 KiN+0.1 IBA+0.1 GA3 1.86¢
Nero D14 3 BAP+0 KiN+0.1 IBA+0.1 GA3 1.84c
Nero D15 0 BAP+3 KiN+0.1 IBA+0.1 GA3 1.83c
Viking D16 2 BAP+0 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 1.83c
Viking D17 0 BAP+2 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 1.82¢
Lsdos 0.30

Yapilan arastirmalarda Viking ¢esidinde en iyi kardeslenme orani 2

mg/l BAP+0.5 mg/l KiN stokinin kombinasyonunda elde edilmistir. Nero

cesidinde en iyi kardeslenme oram1 3 mg/lt BAP+1 mg/l KIN stokinin

kombinasyonunda elde edilmistir (Cizelge 11).
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Cizelge 4.4. Viking ve Nero Aronya Cesitlerinin Kardeslenme Oran1 Bakimindan
Cesit — DKW Besin Ortanu Interaksiyonu

Cesitler Besi  |Besi ortam igerigi Cesit*
Ortamm Ortam
Viking I 2 BAP+0.5 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 4.878a
Nero J 3 BAP+1 KiIN+0.1 IBA+0.1 GA3 4.870a
Nero D 3 BAP+0 KiN+0.1 IBA+0.1 GA3 4.640a
Viking C 2 BAP+0 KiN+0.1 IBA+0.1 GA3 4.635a
Nero | 2 BAP+0.5 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 3.835b
Nero G 0 BAP+3 KiN+0.1 IBA+0.1 GA3 3.690b
Viking G 0 BAP+3 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 3.685b
Nero C 2 BAP+0 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 3.640b
Nero | 2 BAP+0.5 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 3.640b
Viking B 1 BAP+0 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 3.620b
Viking F 0 BAP+2 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 3.614b
Viking K 3 BAP+2 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 3.25¢
Nero B 1 BAP+0 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 2.67d
Nero F 0 BAP+2 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 2.65d
Viking E 0 BAP+1 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 2.64d
Viking A 0 BAP+0 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 2.645d
Viking J 3 BAP+1 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 2.00e
Nero K 3 BAP+2 KiN+0.1 IBA+0.1 GA3 2.00e
Viking D 3 BAP+0 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 1.65f
Nero E 0 BAP+1 KIN+0.1 IBA+0.1 GA3 1.64f
Nero A 0 BAP+0 KiN+0.1 IBA+0.1 GA3 1.00g
LSd%s 0.32

Yapilan aragtirmalarda Viking cesidinin 2.56 ile Nero (2.47) cesidine
oranla siirglin uzunlugu katsayisinin daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir (Cizelge

12).
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Cizelge 4.5. Viking ve Nero Aronya Cesitlerinin Siirgiin Uzunluklari

Cesitler Stirgiin Uzunluklar1
Viking 2.56
Nero 2.47
Lsdws 0.09

Sivanesan ve ark., (2015), Aronia Melanocarpa’nin in vitro g¢ogaltilmasi
iizerine yaptiklar1 caligmada arastrmamizdan farkli olarak siirglin uzunlugu
bakimindan en iyi sonucu 3,2cm ile 0,5 mg/L TDZ’nin kullandiklari ortamdan elde
ettiklerini ve 0,1 mg/L NAA dozunun 0,5 mg/L ye oranla daha iyi sonug verdigini
bildirmislerdir.

Sekil 4.4. Seraya Aktarilan Bitkilerden Goriiniim
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu aragtirma 2019-2020 yillan1 arasinda Beta Fidan Doku Kiiltiirii Islah
Arge Ziraat Tarim Sulama Hayvancilik Gida Turizm Insaat Sanayi ve Ticaret
Limited Sirketi’ne ait laboratuvar ve kontrollii seralarda gerceklestirilmistir.

Katma degeri cok yiiksek olan Aronya bitkisinin hizli, viriisten ve
hastaliktan ari cogalmasina imkan veren doku kiiltiirii yontemi ile kitlesel {iretim
olanaklar1 arastirilmistir. Bu nedenle hizli ve kitlesel anag¢ {iretimine imkan veren
doku kiiltiirii tekniklerini kullanarak Aronyanin ¢ogaltimina yonelik arastirmalar bu
calismada gerceklestirilmistir.

Bu tez caligmas1 kapsaminda siirgiin elde etmek amaciyla kontrollii sera
kosullarinda biiytitilen saksili materyallerden siirgiinler alinmis ve farkh
sterilizasyon denemeleri kurularak en 1iyi ylizey sterilizasyonu karigim
belirlenmistir. 10% NaOCI dozunun 10 dakika muamelesi ile %90 oraninda basari
saglandig1 saptanmustir.

DKW ortami kullanilan ¢aligmalarda uygun bitki biiyiime diizenleyici
kombinasyonlarinda kardeslenmeler gozlemlenmistir. En yiiksek bitki geligimi 2
mg/L BAP + 0.5 mg/L KIN+0.1mg/L IBA + 0.1mg/L GA; + 0.5g/L CASEIN
kombinasyonundan elde edilmistir.

Koklendirme denemelerinde farkli oksin kaynaklart kullanilmis ve temel
besin ortami olan MS ' dozunda kullanilmistir. IBA’nin (0. 1. 2 ve 3 mg/L).
NAA’nin farkli (0. 1. 2. 3mg/L) dozlar1 ve kombinasyonlarinin denendigi
calisgmada en iyi koklenme basarist 2 MS+ 2 mg/L IBA+0.5 mg/L NAA
kombinasyonundan elde edilmistir.

Yapilan bu ¢alismada Aronya bitkisinin in vitro kitlesel {iretiminin uygun
sterilizasyon yontemleri ve uygun kombinasyonlarda bitki biiyiimeyi diizenleyici
kullanimu ile basarili bir sekilde gergeklestirebilecegi saptanmistir. Nero ve Viking
cesitlerinin doku kiiltiiriinde kardeslenme oranlar1 aymidir fakat siirgiin uzunlugu

Ol¢iim ve analiz galigmalarinda Viking ¢esidinin siirglin uzunlugu daha yiiksek
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oldugu belirlenmistir. Viking ¢esidinde en iyi sonu¢ DKW-+2 mg/l BAP+0.5 mg/I
KIN +0.1 mg/l IBA+0.1 mg/l GAs igeren besi ortaminda gerceklesmistir. Nero
cesidinde en iyi sonug DKW+3 mg/l BAP+1 mg/l KIN +0.1 mg/I IBA+0.1 mg/I
GAzsiceren besi ortaminda gergeklesmistir. Elde edilen 6l¢iim ve analiz sonuglarina

gore iiretimde basar1 bakimindan en iyi ¢esidin Viking ¢esidi oldugu saptanmustir.
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