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Bu tez ¢alismasinda, ‘Viking’ ve ‘Nero’ aronya ¢esitlerinde mikro ¢eliklerin yiizen perlit
yataginda farkl siirelerde inkiibasyonunun (2, 3, 4, 5 ve 6 hafta), ex vitro koklenme ve es
zamanli dis kosullara alismasinda canlilik ve koklenme, kok ve siirgiin gelismesi, yaprak
anatomik Ozellikleri ve klorofil miktar1 lizerine etkileri arastirilmistir. Bu incelemeler,
yiizen perlit yataginda inkiibasyon stirelerinin ve serada 4 haftalik gelisme periyodunun
sonunda yapilmistir. Ayrica bitkilerin vejetasyon sonunda gelisimleri degerlendirilmistir.
Calismada, ex vitro koklenme oranlari, inkiibasyon siiresi 4, 5 ve 6 hafta olan bitkilerde
(%94.0-%97.2), 2 ve 3 hafta olanlara (%78.8-%89.0) gore daha yiiksek bulunmustur.
Koklenmis mikro celiklerde mezofil ve kiitikul kalinliklar1 inkiibasyon siiresinin
ilerlemesi ile birlikte Onemli diizeyde artmis, epidermis hiicre sayist azalmigtir.
Inkiibasyon siiresi 4, 5 ve 6 hafta olan bitkilerde mezofil (101.3+7.5-121.6£2.2 um) ve
kiitikul (2.0£0.3-2.7£0.1 pm) kalinliklart daha yiiksek bulunmustur. Bitkilerin sera
kosullarina tasinmasindan 4 hafta sonra inkiibasyon stireleri arasinda 6nemli bir farklilik
olmaksizin canlilik oranlar1 ‘Viking’de ortalama %98.6 ve ‘Nero’da %96.7 olmustur.
Serada bitkilerin yaprak anatomik &zellikleri 4, 5 ve 6 haftalik inkiibasyon siirelerinde,
yiizen perlit yatagindakilere benzerdir. Ancak, klofil kapsami serada artigini
stirdirmiistiir. 'Viking’de inkiibasyon siirelerinin ortalamasi olarak toplam klorofil
miktar1 yiizen perlit yatagindan cikartilan bitkilerde 0.34+0.02 mg/g ve serada 4 hafta
gelismis bitkilerde ise 0.54+0.03 mg/g’dir. ‘Nero’da bu degerler, yiizen perlit yataginda
ortalama 0.31+£0.02 mg/g, serada ise en yiiksek 5 ve 6 haftalik inkiibasyon siirelerinde
sirastyla 0.64+0.04 ve 0.72+0.04 mg/g’dir. Sonug olarak, yiizen perlit yataginda mikro
geliklerin 2 ve 3 hafta inkiibe edilmesi ex vitro koklenme ve es zamanli olarak dis
kosullara alistirmada yetersizdir.
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CHANGES IN LEAF ANATOMY AND CHLOROPHYLL CONTENT OF
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In this study, the effects of incubation durations on the survival and rooting percentages,
root and shoot development, anatomical features and chlorophyll contents of plants in ex
vitro rooting and simultaneous acclimatization of micro cuttings using floating perlite
beds were investigated in ‘Viking” and ‘Nero’ chokeberry cultivars. The examinations
were carried out at the end of 2, 3, 4, 5 and 6 weeks of incubation on the floating perlite
bed and after 4 weeks of development period in the greenhouse. In addition, the
development of the plants at the end of vegetation was evaluated. Ex vitro rooting
percentages were higher in plants with 4, 5 and 6 weeks incubation (94.0%-97.2%) than
in those with 2 and 3 weeks (78.8%-89.0%). Mesophyll and cuticle thicknesses increased
significantly with the advancement of incubation duration and epidermis cell number
decreased. Mesophyll (101.3+£7.5-121.6+2.2 pum) and cuticle (2.0£0.3-2.7+0.1 pm)
thicknesses were higher in plants with 4, 5 and 6 weeks of incubation. Four weeks after
transfer to greenhouse, the average survival percentages were 98.6% in the ‘Viking’ and
96.7% in the ‘Nero’, without any significant differences between incubation durations.
The leaf anatomical features of plants in the greenhouse were similar to those on the
floating perlite bed at 4, 5 and 6 weeks of incubation. However, chlorophyll content
continued to increase in the greenhouse. In 'Viking', total chlorophyll amount as an
average of incubation durations was 0.34+0.02 mg/g on the floating perlite bed, while it
was 0.54+0.03 mg/g in the greenhouse. In 'Nero', these values were 0.31+0.02 mg/g as an
average of incubation durations in the floating perlite bed. In greenhouse, the highest
values were 0.64+0.04 mg/g and 0.72+0.04 mg/g in 5 and 6 weeks incubations,
respectively. Finally, incubating micro cuttings in a floating perlite bed for 2 and 3 weeks
is insufficient for ex vitro rooting and simultaneous acclimatization.

July 2025, 82 pages
Key Words: Aronia melanocarpa, Aronia mitschurinii, micropropagation,
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TESEKKUR
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Tezimin anatomik ¢aligsmalarini laboratuvarinda yapmami saglayan ve her agsamada beni
yonlendiren Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Prof. Dr Nurhan BUYUKKARTAL’a ve klorofil analizlerimde yol gdsteren ve
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1. GIRIS

1.1 Aronyanin Sistematikteki Yeri ve Biyolojik Ozellikleri

Aronyanin dahil oldugu Aronia cinsi Rosales takimi, Rosaceae familyasinin bir tiyesidir.
Bu cins, Kuzey Amerika’ya 6zgii A. melanocarpa (Michx.) Elliott (siyah aronya), A.
arbutifolia (L.) Pers. (kirmiz1 aronya) ve A. prunifolia (Marshall) Rehder (mor aronya)
ile hibrit takson A. mitschurinii A.K. Skvortsov and Maitul. tiirlerini kapsamaktadir
(Leonard vd. 2013, Brand vd. 2022).

Aronia cinsi, tiirler arasindaki sinirlarin belirsiz oldugu taksonomik bakimdan ¢ok karigik
bir bitki grubu olarak kabul edilmektedir (Brand vd. 2022). Aronya kiiltiir ¢esitleri gogu
kaynakta A. melanocarpa (Michx.) Elliott tiirii igerisinde tanimlanmakta ise de son
yillardaki molekiiler ¢alismalar bu ¢esitlerin cinsler arasi bir hibrit tiir olan A. mitschurinii
A K. Skvortsov and Maitul.’in iiyeleri oldugunu gostermistir (Leonard vd. 2013, Brand
vd. 2022, Mahoney vd. 2019, 2023, Sharma vd. 2025). A. melanocarpa ve A. mitschurinii
arasindaki fenotipik goriiniim benzer olsa da A. mitschurinii daha biiyiik meyvelere, daha
yuvarlak sekilli yapraklara ve daha hizli bir biiytime hizina sahiptir (Leonard vd. 2013,
Sharma vd. 2025). A. mitschurinii, gen merkezi Kuzey Amerika olan siyah aronya tiirii
A. melanocarpa ile Sorbus aucuparia (kus tivezi) arasinda 20. ylizyilin baslarinda Rus
meyve bilimci Ivan Michurin tarafindan gergeklestirilen melezleme c¢aligsmalari
sonucunda ya da dogal yollarla cinsler arasi bir hibrit tiir olarak ortaya ¢ikmistir. Bu hibrit

tiir Rusya ve Kanada’dan diinyaya yayilmistir (Jeppsson 2000, Leonard vd. 2013).

Rosaceae familyasi altinda elma, armut, ayva, aronya gibi bitki tiirlerini kapsayan Maleae
tribusunda (oymak) basal kromozom sayist x=17’dir (Sun vd. 2018). A. mitschurinii
tirlinliin ebeveynlerinden birisi olan siyah aronya A. melanocarpa dogada diploid ve
tetraploid olarak bulunabilmekte, eseyli ve diplospori apomiksiz yoluyla eseysiz olarak
tireyebilmektedir. Cinsler arasi hibrit olan A. mitschurinii ise sadece tetraploid bir aronya
tiirtidiir (Brand 2010, Leonard vd. 2013, Sun vd. 2018, Mahoney vd. 2019, 2023, Brand
vd. 2022).



Aronia cinsine dahil tiirler morfolojik olarak ¢ok govdeli ¢ali formunda odunsu
bitkilerdir. Yapraklar1 yumurta seklinde, parlak yesil, kenarlar1 ince disli ve siirgiin
tizerindeki dizilisi almasiktir. Salkim seklinde olan c¢igeklerde bes adet beyaz veya
pembemsi beyaz ta¢ yaprak, ¢cok sayida erkek organ ve bir disi organ bulunmaktadir.
Boceklerle tozlanan bu meyve tiirii kendine verimlidir. Meyve yapist yumusak
cekirdeklidir. Meyvedeki ¢ekirdek sayist 1-5 adet arasindadir. Bir salkimda 30’dan fazla
meyve bulunabilmektedir. Aronya pomolojik olarak iiziimsii meyveler grubunda yer
almaktadir. Kuzey Amerika orijinli {i¢ aronya tiirii (A. melanocarpa, A. arbutifolia, A.
prunifolia) rizomatéz (rizom olusturan) yapiya sahipken ebeveynlerinden birisinin
Sorbus cinsinin bir iiyesi olmasindan dolayr A. mitschurinii rizomatoz bir tiir degildir
(Ekiert vd. 2021, Brand vd. 2022).

1.2 Aronyanin Saghk Uzerine Etkileri

Terapotik etkilerinden eski c¢aglarda hastaliklardan korunmak ve tedavi amaciyla
yararlanilmis olan aronya giiniimiizde de siiper meyve olarak isimlendirilmekte ve genel
olarak tibbi meyveler grubunda yer almaktadir (Valcheva-Kuzmanova ve Belcheva 2006,
Kokotkiewicz vd. 2010, Sharma vd. 2025). Meyvelerinde ve yapraklarinda yogun
miktarda bulunan polifenoller (proantosiyanidinler, antosiyaninler, flavonoidler ve
fenolik asitler) sayesinde antioksidan, anti-inflamatuar, antiviral, antikanser,
antiaterosklerotik (damar sertligini onleyici), hipotansif (kan basmcini diisiiren),
antiplatelet (kan sulandiric1), antidiyabetik ve hepatoprotektif (karacigeri koruyucu)
Ozelliklere sahip olan aronya karbonhidratlar, organik asitler, amino asitler, mineral
maddeler, vitaminler, aroma bilesikleri gibi cesitli biyoaktif bilesenler yoniiyle de
zengindir (Borowska ve Brzoska 2016, Szopa vd. 2017, Jurikova vd. 2017, Jurendic ve
Scetar 2021, Negreanu-Pirjol vd. 2023).

Eksi ve buruk tadindan dolay1 aronya meyveleri taze tiikketimden ziyade (Borowska ve
Brzoska 2016) kurutularak ya da meyve suyu, icki, enerji icecekleri, sirke, ¢ay, regel, jole,
sos, yogurt, dondurma, atistirmalik, sakiz gibi islenmis gidalarin {iretiminde
degerlendirilmektedir (Kulling ve Rawel 2008, Jurikova vd. 2017, Zhang vd. 2021).

Ayrica antosiyanin seviyesi yiiksek koyu renkli meyvelerinden dolay1 aronya dogal bir



renklendiricidir ve gida sektoriinde gilivenli ve islevsel bir bilesen olarak kabul
edilmektedir (Li vd. 2017).

Aronya meyvelerinin kimyasal bilesimi cesit, yetistirildigi yerin iklim ve toprak
ozellikleri, kiiltiirel uygulamalar yaninda meyvenin olgunluk diizeyi, hasat tarihi ve
yontemi, depolama kosullar1 gibi faktorler tarafindan etkilenmektedir (Kulling ve Rawel
2008, Jurendic ve Scetar 2021). Boyact vd. (2023), iki aronya gesidinde meyvelerin
fitokimyasal bilesiminin {i¢ farkli hasat tarihinde (agustosun son haftasi, eyliiliin ilk ve
ikinci haftalar1) 6nemli miktarda degistigini bildirmistir. Cesitlerde ¢ogu bilesik en
yiiksek degerlerini ilk hasat doneminde (agustos sonu) gostermistir. Bu tarihte ‘Nero’
cesidinde toplam monomerik antosiyanin (794.6 mg/100 g) ve toplam fenolik (5006.6 mg
gallik asit esdegeri/100 g) igerikleri ve antioksidan aktivitesi (%79.3) en yliksek seviyede
belirlenmistir. Ayni zamanda glikoz (%6.9), malik asit (2302.8 mg/100 g) ve C vitamini
(36.9 mg/100 g) igerikleri de en yiikksek olmustur. ‘Viking’ ¢esidinde ise olgunluk
ilerledikce baz1 bilesikler artmaya devam etmis, toplam monomerik antosiyanin (597.4
mg/100 g) ve C vitamini (35.3 mg/100 g) ii¢iincii hasat tarihinde (eyliil ortas1) en yiiksek
olmustur. Bu ¢esitte toplam fenolikler (3749.6 mg gallik asit esdegeri/100g), antioksidan
aktivitesi (%80.3) ve toplam seker (%10.1) ise birinci hasat tarihinde en yiiksek
gerceklesmistir (Boyaci vd. 2023).

1.3 Aronya Uretimi, Cesitleri ve Yetistiriciligi

Giliniimiizde Polonya, diinya aronya iiretiminin %75’ini karsilamakta ve en biiylik liretici
roliinii iistlenmektedir. Bu {ilkeyi Almanya, ABD, Finlandiya, Norve¢ ve Rusya
izlemektedir. Ulkemizde yaklasik 10 yil 6nce yetistirilmeye baslanan bu meyve tiiriiniin
tarimi gliniimiizde en fazla Kirklareli ve Bursa illerinde yapilmakta olup Yalova ve
Tekirdag bu illeri takip etmektedir (Sahin ve Erdogan 2022, Coskun 2024). Diinyada en
fazla yetistirilen ¢esitler arasinda Fin ‘Viking’, Cek ‘Nero’, Danimarka ‘Aron’, Polonya
‘Galicjanka’, Isve¢ ‘Hugin’, Rus ‘Rubina’ ve Macar ‘Fertodi’ yer almaktadir (Jurikova

vd. 2017, Sharma 2025).



Aronya bitkileri her ne kadar farkli topraklara uyum saglayabilmekte ise de nétr ya da
hafif asidik topraklar1 tercih etmektedir. Dinlenme doneminde -35°C’ye kadar
dayanabilmektedir. Nispeten ge¢ ciceklendigi i¢in ilkbahar ge¢ donlarindan etkilenme
riski daha azdir. Soguklama istegi 900 saatten fazladir (Anonim 2022, Mahoney vd.
2023). Yogun bakim istemeyen, olumsuz kosullara kars1 daha dayanikli, yetistiriciligi
nispeten kolay olan (Brand 2010, Sharma vd. 2025) bu meyve tiiriinde giibre
uygulamalart meyvelerde pigment olusum seviyelerini, verimi ve bliylimeyi
iyilestirmektedir (Skupien ve Oszmianski 2007). Geng bahgelerde yabanci otlara karsi iyi
bir miicadele yapilmalidir. Bunun i¢in baslangigta mal¢lama uygulamalar
Onerilebilmekte ise de sonraki yillarda dip siirglinii olusumu nedeniyle malgin
kaldirilmas1 gerekmektedir (McKay 2001). Bu meyve tiiriiniin ¢ok az hastalik ve zararli
sorunu bulunmaktadir. Mantar hastaliklarina karsi bahgelerde gilineslenme ve hava
sirkiilasyonu gerekmektedir (Knudson 2009). Aronya bahgelerinde dikim mesafesi 4-4.5
m siralar arast ve 1-1.5-2 m sira iizeri olarak uygulanabilmektedir. Makinal1 hasadin ve
genis alanlarda yogun iiretimin yapildig1 bahgelerde sira tizeri mesafe 0.6-0.8 m’ye kadar
inebilmektedir (Hornig 2020, Sharma vd. 2025). Aronya bitkileri 2-3 yasindan itibaren
meyve vermeye baglamaktadir. Dikimden sonra 3. yilda dekara 750 kg, 4. y1lda 1.500 kg
ve 5. yilda 1.800 kg meyve alinabilmektedir (Anonim 2022).

Aronyada ciceklenme ve hasat donemleri cografyaya ve iklim ozelliklerine gore
degismektedir. Kuzey yarimkiirede ciceklenme nisan ortasindan mayis basina kadar
yaklagik on giin devam etmektedir. Hasat, yetistiriciligin yapildig1 yere gore genel olarak
temmuz sonu ile eyliil bas1 arasinda ger¢eklesmektedir. Hasat zamaninda meyveler 1-1.5
cm ¢apinda ve suda ¢oziliniir kuru madde miktar1 %16 ile %19, titre edilebilir asitlik %0.6-

0.7’dir (Poyraz Engin 2020, Sharma vd. 2025).
1.4 Aronyanin Cogaltimi
Tetraploid aronya tiirleri A. mitschurinii ve tetraploid A. melanocarpa, apomiksiz tohum

iiretmeleri nedeniyle vejetatif olarak tohumla cogaltilabilmektedir. Ancak bu yolla

cogaltilmis aronya bitkilerinin generatif asamaya gecebilmeleri uzun zaman almakta, 3-5



yil stirebilmektedir. Bu nedenle genetik agilim olmasa dahi tetraploid aronya cesitlerinin

tohumla ¢ogaltimi 6nerilmemektedir (Mahoney vd. 2019).

Rizom olusturabilen aronya tiirlerinde (A. melanocarpa, A. arbutifolia, A. prunifolia)
rizomla ¢ogaltma miimkiin ancak kiiltiir cesitlerinin dahil oldugu hibrit takson A.
mitschurinii rizomatéz olmadigindan bu yolla ¢ogaltim miimkiin degildir. Rizomla
cogaltim yapilabilen tlirlerde bu metot nispeten az sayida bitkiye ihtiya¢ duyuldugunda
kullanilabilen kolay ve olduk¢a basarili bir yontemdir (Brand 2017).

A. mitschurinii ve diger aronya tiirleri yesil, yart odun ve odun ¢elikleriyle %100’e ulagan
oranlarda basariyla ¢ogaltilabilmektedir. Yar1 odun ve yesil ¢elikler mist sistemine ihtiyag
duymaktadir. Yesil gelikler 10-15 cm uzunlukta, odun ¢elikleri 15-20 cm uzunlukta
hazirlanmakta, koklenme icin dip kisimda yaralama ve talk icerisinde 3000 ppm IBA
(indol biitirik asit) uygulamalari 6nerilmektedir (Brand 2017).

Aronya asi ile de ¢cogaltilabilmektedir. Bunun i¢in masabas1 yongali g6z asis1 ya da kakma
as1 uygulanabilmektedir. A. mitschurinii kiiltiir gesitleri Sorbus aucuparia anaci iizerine
basariyla asilanabilmektedir. As1 basaris1 diismekle birlikte aronya cesitleri ali¢, armut ve
diger tivezler iizerine de asilanabilmektedir. Aronyada as1 ile cogaltim, hasati
kolaylastirmak iizere asinin yerden 60 cm’den yapilarak bitkinin tag sistemini yukaridan
olusturmak, genglik déonemini kisaltmak, meyvenin olgunlagsma tarihini ve meyvelerin

biyokimyasal i¢egini degistirmek amaciyla kullanilabilmektedir (Brand 2017).

Aronyada en etkili ve hizli ¢ogaltim yontemi ise mikrogogaltimdir (Litwinczuk 2013).
Son yillarda katma degeri hizla yiikselen aronyanin yetistiriciligine olan ilginin artmasi
ile birlikte fidan talebindeki biliylime, mikrogogaltim yonteminin bu meyve tiiriinde fidan
tiretiminde yaygin olarak kullanilmasini gerekli kilmaktadir (Imrak vd. 2021, Coskun
2024). Aronyanin mikrogogaltiminda kolay, ucuz ve ticari anlamda uygulanabilirligi ve
basar1 oran1 yiiksek yeni protokollerin gelistirilmesinin 6nemi biiyliktiir. Tamamen in
vitro kosullar yerine mikrogogaltimin sadece siirgiin ¢ogaltma asamasinin in vitro
kosullarda yapildigi, ex vitro koklenmeyi ve es zamanli aklimatizasyonu esas alan ylizen

perlit yonteminin aronyanin mikrogogaltiminda da basartyla kullanilabilecegi yakin



zamanda gosterilmistir (Coskun 2024). Bu yontem ile yiizen perlit yataginda mikro
stirgiinler oksin uygulamasina gerek kalmadan dort haftalik periyotda ex vitro
koklendirilebilmekte ve ayni1 zamanda dis kosullara alistirilabilmektedir (Clapa vd. 2013a
ve b, 2014, 2015, 2016, Fira vd. 2014, 2015, 2016, Borsai vd. 2017, Nawandish vd. 2024,
Coskun 2024). Ancak yiizen perlit yataginda farkli inkiibasyon siirelerinin koklenme ve
aklimatizasyon basarisi ile bitkilerin biiyiime ve gelismesi lizerine etkileri, bu teknigin
uygulandigr diger bitki tiirlerinde (bogiirtlen, tasarmudu, yaban mersini, giil, sert
cekirdekliler, pavlonya, elma, gojiberi, leylak, armut) oldugu gibi aronyada da heniiz

arastirilmamastir.

Bu tez calismasimin hedefi, aronyanin mikrogogaltiminda ex vitro koklendirme ve es

zamanli olarak dis kosullara alistirmada yiizen perlit yatagi yonteminde farkli inkiibasyon

stirelerinin mikrogogaltilmis bitkilerin morfolojik, anatomik ve fizyolojik parametreleri
tizerine etkilerini belirleyerek yontemi optimize etmektir. Bu hedefe yonelik olarak
calismanin amaclari,

1) ‘Viking’ ve ‘Nero’ aronya ¢esitlerinde yiizen perlit yataginda ex vitro koklendirme ve
es zamanli dis kosullara alisirmada halihazirda uygulanmakta olan 4 haftalik
inkiibasyon siiresinden (Coskun 2024) daha kisa ve daha uzun siirelerin (2, 3, 4, 5 ve
6 hafta) koklenme, yaprak anatomisi ve klorofil miktar1 lizerine etkilerini saptamak,

2) Koklenme agsamasinda uygulanan farkli inkiibasyon siirelerinin, Sera kosullarina
tasinmasindan 4 hafta sonra bitkilerin morfolojik 6zellikleri, yaprak anatomisi ve
klorofil miktar1 lizerine etkilerini ortaya ¢ikartmak ve

3) Vejetasyonun basinda siirgiin ucu teknigi ile kiiltiire alma dahil, tiim asamalarin ayni
yilda gerceklestirildigi durumda aronyanin mikrogogaltiminda yiizen perlit yataginda
koklenme asamasinda uygulanan farkli inkiibasyon siirelerinin vejetasyon sonunda

bitkilerin gelisimi lizerine etkilerini belirlemektir.



2. KAYNAK OZETLERI

In vitro kosullarda koklendirilmis bitkilerin yapraklarinda stomalarin islevsel olmamasi,
kiitikulanin ve epikiitikular mum tabakasinin yeterli diizeyde gelismemesi, fotosentetik
etkinligin diisiik olmasi ve kok sisteminin zayif ve fonksiyonel olmamasi gibi morfolojik,
fizyolojik ve anatomik anormallikleri aklimatizasyon agsamasinda biiyiik kayiplara neden
olmaktadir. Bu anormalliklerin baglica nedenleri in vitro kosullardaki ytliksek bagil nem
ve diisiik 151k yogunlugu, genellikle CO2 desteginin bulunmamasi ve yapay besin
ortaminin sakaroz gibi hazir bir enerji kaynagi ile desteklenmis olmasidir (Rohr vd. 2003,
Hazarika 2006, Pospisilova vd. 2007, Indravathi 2024). Bu kosullarda koklendirilmis
mikro siirglinlerin dis kosullara alistirilmasinda in vitro aklimatizasyon, su kiiltiirleri, CO2
uygulama, biyostimiilantlar ve bitki biiylimeyi diizenleyiciler gibi aklimatizasyonun
etkinligini artiracak uygulamalar bildirilmektedir. Isiklanma kosullarini optimize etme,
nemi kademeli olarak azaltma ve antioksidan savunma sistemini giiclendirme gibi
stratejilerin in vitro bitkilerin hayatta kalma oranlarini iyilestirmek igin kritik oldugu
belirtilmektedir (Kumar ve Rao 2012, Grzelak vd. 2024). Ex vitro koklendirmede ise
bitkilerin kok yapist, in vitro koklerden farkli ve fonksiyonel oldugu igin bitkiler ¢evrenin
diisiik bagil nemine daha kolay adapte olabilmektedir. Ex vitro koklendirme ile
mikrogogaltim protokolii basitlesmekte, is gilicii ve liretim maliyeti azalmakta ve bu
teknoloji laboratuvardan araziye kolayca uyarlanabilmektedir (Hazarika 2006, Indravathi
2024).

2.1 Aronyanin Mikrocogaltiminda In Vitro Koklendirme ve Dis Kosullara Alistirma

Cahismalan

Aronyanin mikrogogaltiminda in vitro kdklendirme ortamina farkli dozlarda IBA (0.5-
2.0 mg/L) ilave eden Petrovic ve Jacimovic-Plavsic (1992), en yiiksek degerleri 1.5 mg/L
IBA dozunda %66.7 koklenme orani, 2.8 adet kok sayist ve 7.8 mm kok uzunlugu ile
belirlemisglerdir. IBA ilave edilmeyen ortamlarda ise koklenmenin olmadigini

bildirmislerdir.



Brand ve Cullina (1992), A. arbutifolia ve A. melanocarpa aronya tiirlerinin
mikrogogaltiminda in vitro koklendirme igin 1 mg/L IBA igeren 2 MS (Murashige ve
Skoog) ortaminda A. arbutifolia’da %87 ve A. melanocarpa’da %83 koklenme orani

belirlemislerdir. Bitkileri serada basariyla dis kosullara alistirmiglardir.

Aronyada in vitro koklenme i¢in farkli oksinlerin etkisini arastiran Staniene vd. (1999),
0.5 mg/L TAA (indol asetik asit), NAA (naftalen asetik asit) ya da IBA uygulanmiis mikro
stirglinlerde %90-94 koklenme orani, kdklenmis siirgiin basina 5-9 adet kok sayisi ve 1-
2 cm kok uzunlugu saptamiglardir. Koklenmis mikro siirgiinlerde dis kosullara alisma

orani %100 olarak bildirilmistir.

Colon-Guasp vd. (1996), A. arbutifolia mikro ¢eliklerinin in vitro kosullarda
koklendirildigi besin ortamina 2 mg/L IBA’nin yaninda aklimatizasyona yardimci olmak
amaciyla siirglinleri pigkinlestirecek bir 6n uygulama olarak ABA (absizik asit) (0-4
mg/L) ilave etmislerdir. Bununla birlikte ABA uygulamalari bitkilerin dis kosullara

alismasini kolaylastiracak fizyolojik bir fayda saglayamamaistir.

Litwinczuk (2002), iki aronya ¢esidinin (‘Nero’ ve ‘Galicjanka’) mikrogogaltiminda in
vitro koklendirmede 0.05 mg/L IBA’nin yaninda 100-200 mg/L arginin, prolin ya da
kazein hidrolizat ilave edilmis 2 MS ortaminin etkilerini arastirmistir. Uygulamalarin
ortalamasi olarak koklenme orami ‘Galicjanka’ ¢esidinde %89.0 ile ‘Nero’ ¢esidinden
(%80.0) daha yiiksek belirlenmistir. Kok sayisi ve uzunlugu ¢esitlere gore sirasiyla 3.9
ve 4.3 adet ile 0.9 ve 1.0 cm arasinda degismistir. Her iki ¢esitte de 200 mg/L kazein
hidrolizat disindaki uygulamalarda genel olarak koklenme orani, kok sayist ve uzunluk
degerleri yiiksek bulunmus ise de en iyi sonuglar 200 mg/L arginin uygulamasindan elde
edilmistir. In vitro bitkiler esit oranda torftperlit karistmina dikilerek yiiksek nem,
214+3°C sicaklik ve 64.4 pmol'm2s™' 151k yogunlugunda 16 saat aydinlik kosullarda
aklimatizasyona tabi tutulmustur. Bu bitkilerin dis kosullara aligma oranlar1 ‘Galicjanka’
ve ‘Nero’ ¢esitlerinde sirastyla %50.7 ve %57.5°dir. Bu durumda in vitro kdklendirme ile
cogaltim basarisi cesitlere gore %51.2 (‘Galicjanka’) ve %40.6 (‘Nero’) olarak beyan

edilmistir.



Kwak vd. (2015), ‘Nero’ ve ‘Viking’in de aralarinda bulundugu bes aronya ¢esidinde in
vitro koklenme ve bitki gelisimi {izerine 2 WPM (Woody Plant Medium) temel besin
ortamina ilave edilen farkli dozlarda (0, 0.5, 1, 3 ve 5 mg/L) iki oksin grubunun (IBA ve
NAA) etkilerini arastirmislardir. Alt1 hafta inkiibasyon siiresinin sonunda her iki oksinde
de 3 mg/L dozunda en yiiksek koklenme oraninin (%98) belirlendigi ¢calismada kok sayist
IBA igin 8.8 adet, NAA i¢in 4.4 adet olarak saptanmis, IBA daha etkin bulunmustur.
Besin ortamina oksin ilave edilmediginde koklenme orani %80, kok sayisi ise 1.6 adet
olmustur. Daha sonra bitkiler torf:perlit:vermikulit (1:1:1, v/v/v) ortamina aktarilmais, ilk
iki haftas1 %90 yliksek nem kosullarinda olmak iizere 4 haftalik siirede dis kosullara
alistinnlmigtir. Bu agsamada bitkilerde canlilik oran1 %92.0 ile %100 arasinda bulunmustur.
Siirglin uzunlugu, kalinlig1 ve yaprak sayisi gesitlere gore degismis, ‘Nero’ ve ‘Viking’
cesitlerinde siirglin uzunlugu sirasiyla 10.4 cm ve 10.6 cm, siirglin kalinlig1 2.6 mm ve
2.7 mm, yaprak sayist 16.2 adet ve 15.3 adet olarak bildirilmistir. Koklenmede oksin

uygulanan bitkilerin gelisimi daha iyi olmustur.

Sivanesan vd. (2016) ise aronyanin in vitro koklendirilmesinde oksin ilave edilmemis
besin ortaminda kdklenmenin meydana gelmedigini ve %2 MS ortamina farkli dozlarda
(0.25, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/L) katilan IBA ve NAA’dan IBA’nin daha etkin oldugunu
bildirmislerdir. In vitro kéklenme orani (%100), bitki basina kok sayis1 (10.6 adet) ve
uzunlugu (5.4 cm) 30 giiniin sonunda en yiiksek 1.0 mg/L IBA’da belirlenmis,
torf:perlit:vermikulit (1:1:1, v/v/v) ortaminda 4 haftada bitkilerin tamam1 dis kosullara

alismastir.

Mikrogogaltim yoluyla aronyanin basariyla ¢ogaltilabildigini ifade eden Brand (2017), in
vitro kosullarda koklendirmenin 1 mg/L IBA iceren /2 MS ortaminda yapilabilecegini ve

dis kosullara alistirmanin 14 giin veya daha uzun siirede gerceklesebilecegini belirtmistir.

Shuang vd. (2018), aronyanin in vitro koklenmesi i¢in mikro siirgiinleri 0.05 mg/L IBA
ilave edilmis %2 MS ortaminda kiiltiire almislardir. Koklenme oranint %100 ve in vitro
bitkilerin torf:cam yapragi:iri kum (2:1:1) ortami lizerinde yasama oranini %96 olarak

belirtmislerdir.



Almokar ve Pirlak (2018), ‘Viking’ aronya c¢esidinin mikrogogaltimi konusunda
yaptiklar1 ¢alismada mikro siirgiinleri kontrol disinda 1, 2 ve 3 mg/L IBA ilave ettikleri
MS besin ortaminda 30 giinliik periyotda in vitro kosullarda koklendirmislerdir.
Calismada en yiliksek kok sayist 8.0-9.5 adet arasinda kontrol, 1 ve 2 mg/L IBA
uygulamalarinda belirlenmistir. K6k uzunlugu, kontrol ve 1 mg/L uygulamalarinda
sirastyla 22.6 mm ve 18.0 mm ile diger uygulamalardan 6nemli bir farklilik ile daha
yiikksek bulunmustur. In vitro bitki boyu ise kontrol (29 mm) ve 2 mg/L IBA

uygulamasinda (33 mm) en yiiksek belirlenmistir.

Uc Aronia tiiriinde mikro siirgiinlerin in vitro kéklenmesi ile ilgilli ¢alismalarinda
Brandova vd. (2019), 2 MS ortamina 1 mg/L dozunda katilmak {izere A. melanocarpa
turtinde IBA’y1, A. arbutifolia ve A. prunifolia tiirlerinde NAA’y1 6nermektedirler. Bu
oksinler kullanilarak tiirlere gore koklenme orani sirasiyla %80, %100 ve %80, kok sayisi

ise 2.3, 3.8 ve 2.3 adet olarak bildirilmektedir.

Petrova vd. (2019), ‘Amit’, ‘Nero’, ‘Viking’, ‘Hugin’ ve ‘Brilliant’ aronya ¢esitlerinin
mikrogogaltiminda koklenme asamasinda kontrol uygulamasi diginda 0.5 ve 1 mg/L
dozlarinda iki oksinin (IAA ve IBA) etkilerini arastirmiglardir. Arastiricilar in vitro kdk
olusumunun ‘Nero’ ¢esidinde 0.5 mg/L TAA, ‘Viking’ ve ‘Brilliant’ ¢esitlerinde 0.5 mg/L
IAA veya IBA, ‘Hugin’ c¢esidinde 1 mg/L TAA veya IBA, ‘Amit’ ¢esidinde 0.5 ya da 1
mg/L IBA uygulamalarinda saglandigini bildirmiglerdir. Steril olmayan kosullara
adaptasyon bakimindan bitkilerde yiiksek canlilik oranlarina (%97-99) dikkat ¢ekilmistir.

Celebi Toprak ve Alan (2020) tarafindan aronya ¢esitlerinin mikrogogaltiminda in vitro
koklendirmede IBA, 1/1 WPM ortamina 1 mg/L (R1) ve 2 WPM ortamina 3 mg/L (R2)
ilave edilerek denenmistir. In vitro bitkilerde ortalama siirgiin uzunlugu R1 ortaminda
‘Eastland’ ¢esidinde 2.1 cm, ‘Viking’ ¢esidinde 1.4 cm ve ‘Nero’ ¢esidinde 1.9 cm, R2
ortaminda sirasiyla 1.5 cm, 1.4 cm ve 1.2 cm olarak belirlenmistir. ‘Eastland’, ‘Viking’
ve ‘Nero’ cesitlerinde her iki ortamda da koklenme orani %100 olmustur. In vitro
bitkilerin sera kosullarina tasinmasindan 12 ay sonra bitki boyu ¢esitlerde sirasiyla 52.0
cm, 59.2 cm ve 48.3 cm, ¢ap1 1.4 cm, 1.5 cm ve 1.2 cm ve dal sayis1 9.4 adet, 8.8 adet ve

7.3 adet olarak bildirilmistir.
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Borsai vd. (2021), ‘Nero’ aronya ¢esidinin mikro siirglinlerinde in vitro koklenme
basarisint 1 mg/L IBA ilave edilmis MS ortaminda %94.6 olarak bildirmislerdir.
Laboratuvarda mini serada esit oranlarda torf ve perlit karisitmina dikilen in vitro

bitkilerin %68.2 oraninda dis kosullara alistig1 belirtilmistir.

Imrak vd. (2021), iki aronya ¢esidinde (‘Viking’ ve ‘Nero’) mikro siirglinleri 2 MS
ortaminda kontrol ve 0.1 mg/L GAs (gibberellik asit) varliginda IBA (1, 2, 3 mg/L) veya
NAA (0.5, 1, 2, 3 mg/L) ya da IBA+NAA kombinasyonunda (2 mg/L IBA ve 0.5 mg/L
NAA) arastirmislardir. En yiiksek koklenme orani (%80), IBA+NAA kombinasyonunda

saptanmistir.

Isac ve Plopa (2022), ‘Nero’ and ‘Melrom’ aronya ¢esitlerinin mikrogogaltiminda in vitro
koklenme i¢in 0.7 mg/L IBA ilave edilmis MS besin ortamini kullanmiglardir. Bu ortam
tizerinde koklenme orani gesitlere gore sirastyla %97 ve %80.2 olarak bildirilmistir. Bitki
basina kok sayisi ise 2.8 adet olarak belirtilmistir. in vitro bitkiler perlite dikilmis, yiiksek
nem ve golgeleme kosullar1 saglanmistir. Dis kosullara alisan bitki oran1 45 giin sonra

%90-93 olarak kaydedilmistir.

Jakab vd. (2022), i¢ aronya ¢esidinin (‘Nero’, ‘Melrom’, ‘Galicjanka’) mikro
stirglinlerinin in vitro koklendirilmesinde 40 mg/L phloroglucinol ilave edilmis WPM
ortamini kullanmiglardir. Calismada, 1.2 g/L aktif komiir ile birlikte 0.5 mg/L IBA veya
sadece 1 mg/L IBA’nin kok uzunlugu iizerine etkisi arastirilmis ve en yiiksek degerler
her iki uygulamada da (sirasiyla 2.8 cm ve 2.7 cm) ‘Nero’ ¢esidinde kaydedilmistir.
IBA’nin 0.5 mg/L dozu aktif komiir ile birlikte kok uzunlugunu artirmistir. in vitro
bitkiler baslangigta perlit ve daha sonra esit oranlarda toprak:perlit:kum igeren ortamda

dis kosullara alistirilmistir.

‘Nero’ aronya ¢esidinin mikrogogaltiminda in vitro koklenme asamasinda farkli IBA
dozlarmin (0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/L) etkilerini %2 MS ortaminda arastiran Polat ve
Eskimez (2022), 4 hafta sonunda bu asamada en iyi sonuglara 1 mg/L IBA dozunda
ulasildigini belirlemislerdir. Diger uygulamalarda %30-%60 arasinda degisen koklenme

orani 1 mg/L IBA uygulamasinda %90 olarak kaydedilmistir. Bu uygulamada bitki bagina
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kok sayist (13 adet), kok uzunlugu 2.3 cm, siirgiin uzunlugu 2.7 cm olarak bildirilmistir.
In vitro bitkilerin dis kosullara uyumu, torf:perlit (2:1) karisimi iizerinde yiiksek nem

kosullar1 olusturularak saglanmistir.

Rusea vd. (2022), ‘Nero’ aronya ¢esidinde 1, 2. ve 3. alt kiiltiirlerinden alinmis mikro
stirgiinlerin in vitro koklendirilmesinde 0.2 veya 0.7 mg/L IBA dozlarmin etkilerini
arastirmislardir. IBA dozlari, MS ortamimin makro elementleri ve vitaminleri ile LF
ortaminin Mikro elementlerini igeren 0.1 mg/L GAz ile desteklenmis besin ortamina ilave
edilmistir. Dort hafta sonra koklenme oranlari (%79.8-%95) bakimindan uygulamalar
arasinda 6nemli bir farklilik bulunmamustir. Arastiricilar, 3. alt kiiltiirden gelen ve 0.7
mg/L IBA’da koklendirilen mikro siirgiinlerin yiiksek koklenme orani (%95) ve kok
sayisina (6.1 adet) sahip oldugunu, en uzun kok degerinin (3.2 cm) ise 0.2 mg/L IBA
uygulamasindan elde edildigini bildirmislerdir. In vitro bitkilerin dis kosullara
alistirlmasinda golgeleme ile birlikte perlit, kokopit, mineral yiin ve torficiftlik
gibresi:kum (1:2:1, v/v) karnisgimimmn etkilerinin = arastirildigi  ¢alismada en iyi
aklimatizasyon orani (%90), siirgiin uzunlugu (5.7 cm) ve yaprak sayisinin (10.1 adet)

perlit ortamindan alindig1 belirtilmistir.

Demirel vd. (2023), ‘Nero’ aronya c¢esidinde in vitro kosullarda koklendirmeye tabi
tutulmus mikro siirgiinlerde 60 giin sonra kok ve siirgiin gelismesiyle ilgili cogu bulgunun
WPM ortaminda, MS ortamma gore daha yiiksek degerlere sahip oldugunu
bildirmiglerdir. WPM ve MS ortamlarinda ortalama kok sayisi sirasiyla 25.7 adet ve 20.3
adet olurken siirgiin uzunlugu 5.8 cm ve 4.9 cm bulunmustur. Ortalama kok sayisi,
denemede yer alan IBA dozlar (0, 0.5, 1, 1.5, 2 mg/L) arasinda en yiiksek 1 ve 2 mg/L
IBA dozlarinda belirlenmistir. Bu deger belirtilen uygulamalarda sirasiyla 29.3 adet ve
31.7 adet olarak kaydedilmistir. Siirgiin uzunlugu ise 6.7 cm ile en yiiksek 2 mg/L IBA’da

saptanmistir.

Bayhan ve Yucesan (2024), aronyanin mikrogogaltiminda siirglin ¢ogaltim asamasinda
30 g/L sakaroz ve 0.5 mg/L BAP (benzil amino piirin) ya da 10 g/L veya 20 g/L sakaroz
1 mg/LL BAP igeren MS ortaminin en az camlasma riski ile kullanilabilecegini

bildirmislerdir. Camlagsmanin, mikro siirglinlerin koklenme ve in vitro bitkilerin dis
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kosullara alisma asamalarindaki olumsuzluklarina dikkat ¢ekilen ¢alismada mikroskobik
gbzlem sonuglarinin, camlasma seviyesi yiikseldik¢e stoma hiicrelerinin ortalama sayisi,
genisligi ve uzunlugunda 6nemli artislar oldugunu gosterdigi belirtilmistir. Camlasma
olmadiginda in vitro siirgiinlerin yapraklarinda 76.12 stoma/mm? olan stoma sayzsi, diisiik
camlasma oraninda 106.27 mm?, siddetli camlasma durumunda ise 135.43 stoma/mm?
olarak saptanmistir. Siddetli camlasmada yapraklarda stoma genisligi (35.52 pum) ve
uzunlugu (45.13 um) da, camlagsmanin olmadigi duruma gore (sirasiyla 27.92 um ve
42.21 pum) daha yiiksek bulunmustur. Arastiricilar dis kosullara alisma asamasinda

camlasma ile stoma 6zellikleri arasinda net bir iliski oldugunu vurgulamistir.

Nas vd. (2025) ¢alismalarinda ‘Viking’ aronya cesidinde 1/1 ve 1/2 kuvvetindeki MS
ortamina kontrol disinda ilave edilen 0.125, 0.25, 0.5, 1.0 mg/L IBA dozlarinin ya da 0.5
ve 1.0 g/L aktif komiiriin in vitro koklenme iizerine etkilerini arastirmislardir. Tim
uygulamalarda mikro ¢eliklerin tamaminin koklendigi ¢alismada en yiiksek kok sayisi
1/1 ve 1/2 MS ortamina 1 mg/L dozunda ilave edilen IBA uygulamasinda sirasiyla 7.7 ve
10.2 adet/ekplant olarak belirlenmistir. En yiiksek kok uzunlugu degerleri ise her iki MS
ortaminda da 0.5 g/L (7.3-5.8 cm) veya 1.0 g/L (6.2 cm) aktif komiir uygulamalarinda
saptanmustir. In vitro kdklendirmeden sonra torf ve perlit karisimi1 doldurulmus plastik
bardaklara dikilen ve iizeri yine plastik bardakla kapatilan in vitro bitkiler iklim odasina
alinmis, iki haftadan sonra iistteki bardakta kademeli olarak delikler agilmis ve 2 hafta
sonra iistteki bardak kaldirilmigtir. Bitkiler 2 ay laboratuvar kosullarinda tutulmus, 20-25
cm uzunluga ulaginca sera kosullarina taginmis, 2-3 hafta sonra saksilara dikilerek dis
ortama alinmigtir. Aklimatizasyon asamasinda 1/2 MS ortaminda kdklendirilmis in vitro
bitkilerin %98’inin, 1/1 MS ortaminda koklendirilmis olanlarin %92’sinin hayatta kaldig:
bildirilmistir.

2.2 Aronyanin Mikrog¢ogaltiminda Ex Vitro Koklendirme ve Es Zamanh Dis

Kosullara Ahstirma Cahsmalari
Brand ve Cullina (1992), iki aronya tiirii A. arbutifolia ve A. melanocarpa’da mikro

stirglinleri in vitro koklendirmenin yaninda ex vitro kosullarda da 3 kisim sfagnum

yosunu ve 1 kisim perlit ortam iizerinde koklendirmis ve ayn1 zamanda dis kosullara
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alistirmiglardir.  Aragtiricilar in  vitro kosullarda A. arbutifolia’da %87 ve A.
melanocarpa’da %83 olarak bildirdikleri koklenme oranlarini ex vitro kosullarda daha

yiiksek diizeyde sirasiyla %96 ve %95 olarak belirtmislerdir.

Litwinczuk (2002) da iki aronya ¢esidinin (‘Nero’ ve ‘Galicjanka’) mikro siirgiinlerini in
vitro koklendirmenin yaninda 0, 1500 ve 3000 ppm IBA uygulamalarini esas alarak ex
vitro kosullarda, esit oranlarda perlit ve torf karigimi lizerinde koklendirmistir. Koklenme
oranlar1 ‘Nero’ ¢esidinde %68.5 ve ‘Galicjanka’ ¢esidinde %77.0 olarak bildirilmistir.
Cesitlerin  ortalamas1 olarak koklenme oranlari, IBA’nin  bulunmadigi kontrol
uygulamasinda (%70.4), 1500 ppm (%76.9) ve 3000 ppm (68.5) uygulamalarina
istatistiksel anlamda benzer gerceklesmistir. ‘Nero’ ve ‘Galicjanka’ cesitlerinde bitki
boyu 7 hafta sonra 2.5 cm, 18 hafta sonra 5.9 cm olarak bildirilmistir. Oksin uygulamalari
bitkilerin biiylimesini uyarmistir. IBA’nin 0, 1500 ve 3000 ppm dozlari i¢in bitki boyu 7.
haftada sirasiyla 2.2 cm, 2.7 cm ve 2.6 cm, 18. haftada ise 5.5 cm, 6.2 cm ve 6.0 cm olarak
olgiilmiistiir. IBA uygulamalari ile bitki boyu yaklasik %11 artmustir. In vitro ve ex vitro
koklendirme sonrasinda bitki tiretim basarilar karsilastirildiginda, in vitro kdklendirmede
‘Nero’ ¢esidinde %40.6 ve ‘Galicjanka’ ¢esidinde %51.2 olan basar1 orani, ex vitro
koklendirmede yaklasik %25 daha yiiksek gerceklesmistir. Calismasinin sonunda
arastirici, aronyanin mikrogogaltimi i¢in daha kolay ve ucuz olan ex vitro kdklendirmeyi

Onermistir.

Litwinczuk (2013) da aronyada in vitro kosullarda mikro siirgiinlerde koklenme oraninin
%90’1n tlizerinde olmasina ragmen bu yontemle koklendirmenin ve daha sonra in vitro
bitkileri dig kosullara alistirmanin pahali ve gii¢ oldugunu belirtmistir. Ex vitro kosullarda
koklendirmede ise yiiksek koklenme etkinligi yaninda koklenme ile ayni zamanda bitkiler

dis kosullara alistig1 i¢in canlilik oraninin %100’e yakin oldugunu belirtmistir.

Brand (2017), aronya mikro siirgiinlerinin ex vitro kosullarda 10 ile 21 giin arasinda
degisen bir periyotda koklenebildigini, talk formunda 1000 ppm IBA uygulamasinin
koklenme oranini artirdigini ve ex vitro kosullarin bitki tiretimi i¢in daha uygun oldugunu

belirtmistir.
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Borsai vd. (2021), Nero’ aronya ¢esidinde in vitro kosullarda koklenme oranini1 %94.6
ve aklimatizasyon oranini %68.2 olarak bildirirlerken, ex vitro kosullarda torf ve perlit
karis1 lizerinde mikro siirgiinlerin %94 oraninda koklenebildigini ve ayni1 zamanda dis

kosullara da aligabildigini belirtmislerdir.

Aragstiricilar aronyada ex vitro koklendirme ve ayn1 zamanda dis kosullara alistirma
calismalarinda genellikle geleneksel yontemleri kullanmiglardir (Brand ve Cullina 1992,
Litwinczuk 2002, Brand 2017, Borsai vd. 2021). Bu yontemlerde ex vitro kosullarda
mikro celikler kok olusturuncaya kadar kurumamalart igin yiiksek nem kosullarinda
tutulmaktadir. Bu amacgla mikro c¢eliklerin dikili oldugu kaplar plastik ortii altina
alinmakta ya da iklim odasi, mist, fog gibi otomatik sistemler kullanilarak ortam sik
araliklarla veya siirekli nemlendirilmektedir. Kok olusumuyla birlikte ortamin nemi
kademeli olarak diisiiriilmekte ve aklimatizasyon tamamlanmaktadir (Grzelak vd. 2024).
Bilinen geleneksel yontemler ile ex vitro koklendirme ve dis kosullara alistirma ¢ogu
zaman zahmetli ve otomatik sistemler kullanildiginda ise kurulum ve isletme maliyeti
yiiksektir. Buna karsilik bu geleneksel yontemlerden farkli olarak yiizen perlit yatagi
tekniginde, baslangigta ihtiya¢ duyulan yiiksek nem plastik ortii, iklim odasi, mist, fog
gibi sistemlere gerek duyulmadan oda kosullarinda dahi gerceklestirilebilmektedir. Bu
yontemde plastik legenlere konulan su ve ilizerine serilen esit miktardaki perlit ile
hazirlanan “ylizen perlit yatagi’nin altindaki su, mikro ¢eliklerin dikili oldugu seviyede
yiiksek bagil nem kosullar1 olusturmaktadir. Boylece dikimden itibaren mikro ¢elikler
kurumadan canliliklarini stirdiirebilmekte, perlit ortamin gozenekli yapisi sayesinde su ve
oksijenden yoksun kalmadan basariyla koklendirilebilmektedir. Ex vitro koklendirme ve
aklimatizayonda basar1 orani yiiksek ve ayni zamanda diisiik maliyetli bu yontem ile
mikrogogaltimda liretim maliyeti bir hayli diisiiriilebilmektedir (Clapa vd. 2013a, b, 2014,
2015, 2016, Fira vd. 2014, 2015, 2016, Borsai vd. 2017, Nawandish vd. 2024, Coskun
2024).

Coskun (2024), ‘Viking’ ve ‘Nero’ aronya ¢esitlerinde ylizen perlit yataginda ex vitro
koklendirme ve ayn1 zamanda dis kosullara alistirma ¢alismasinda farkli IBA dozlarinin
(0, 25, 50, 100, 200, 500, 1000 ve 1500 mg/L) 4 haftalik siiregte koklenme {izerine

etkilerini arastirmistir. ilk denemede 500 mg/L ve iizerindeki IBA dozlarinin dzellikle
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‘Viking’ ¢esidinde mikro ¢eliklerin canlilik oranint %70’in altina diisiirdiiglinii belirten
arastirict sonraki denemelerinde IBA’nin 0-200 mg/L dozlarin1 kullanmistir. Caligmada
koklenme parametreleri bakimindan IBA dozlar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel
anlamda 6nemsiz bulunmustur. IBA dozlarinin ortalamasi olarak, ‘Viking’ cesidinde
canlilik oran1 %97.7, koklenme orant %99.7, mikro ¢elik basina kok sayisi 6.2 adet, yas
ve kuru agirliklar 23.9 mg ve 2.4 mg, en uzun kokiin uzunlugu 4.8 cm ve kdklenme diizeyi
(1-4) 3.4 olarak belirlenmistir. ‘Nero’ ¢esidinde ise canlilik orani1 %94.6, koklenme orani
%99.3, mikro celik basina kok sayis1 4.3 adet, yas ve kuru agirliklar 25.2 mg ve 2.3 mg,

en uzun kokiin uzunlugu 6.1 cm ve koklenme diizeyi (1-4) 3.4 olarak kaydedilmistir.

2.3 Mikrog¢ogaltimin Dis Kosullara Ahstirma Asamasinda Bitkilerde Yaprak

Anatomisi ve Klorofil Kapsamindaki Degisimler Konusundaki Calismalar

Mikrogogaltimda bitkiciklerde in vitro kosullarin neden oldugu goévde, yaprak ve
koklerdeki anatomik anormallikler fotosentez, terleme, su ve mineral alimi gibi 6énemli
fizyolojik siiregleri etkileyebilmekte, bu nedenle ex vitro kosullara aktarilan in vitro
bitkiciklerde 6zellikle asir1 terleme, yetersiz su alimiyla birleserek ciddi su stresine neden
olmaktadir. Kiitikul ve stomalar, yapraklardan su kaybinin birincil yollaridir. Su alimu,
kok sisteminin verimliligine baghdir ve bu sorunlar géz Oniine alinarak basarili bir
aklimatizasyon i¢in in vitro bitkiciklerin tamamen ototrofik hale gelmesinin tesvik
edilmesi ve su stresinin azaltilmasi onemlidir. In vitro bitkiciklerin dis kosullara
aktarildiginda kurumalari, kiitikul yapisi, diizensiz stoma kontrolii ve dogal gelismis bir
kok sistemlerinin olmamasina baghidir. In vitro bitkiciklerde yapraklarin yiizeyindeki
epikiitikular mumun kristal yapist ve kalitesi, sera veya bahgede yetistirilen
bitkilerinkinden 6nemli 6l¢iide farklilik gostermektedir. Epikiitikular mum tabakasinin
olmamasi1 asir1 terlemeye yol agmakta ve bu durum aklimatizasyon siirecini
engelleyebilmektedir. Histolojik ¢alismalar, in vitro bitkiciklerin yapraklarinin sera veya
bahcede yetistirilen bitkilere gore ¢cok daha az gelismis bir palizat mezofil tabakasina
sahip bulundugunu, stomalarinin siklikla diger bitkilerin stomalarindan daha uzun ve
genis oldugunu gostermistir. Ayrica bu ¢alismalar kiiltiir kabindaki yiiksek bagil nem ve
diisiik 151k seviyelerinin stoma morfolojisini, yapisini ve yogunlugunu etkiledigini ortaya

koymustur (Rohr vd. 2003).
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Fuchigami vd. (1981), Pixy (Prunus insititia) erik anacinin in vitro ve sera kosullarina
alistirilmis bitkilerinden almman yaprak oOrneklerinde epikiitikular mumun gelisimini
taramal1 elektron mikroskop ile incelemislerdir. Arastiricilar serada 2 hafta aklimatize
edilmis bitkilerin yapraklarmin st yiizeyinde, in vitro bitkilerin yapraklarindan daha
fazla mum igerigi belirlemislerdir. Aklimatize olmus bitkilerde yaprak {ist yiizeyinin
mum igerigi, alt yiizeyin mum igeriginden daha fazla bulunmustur. In vitro bitkilerin
yapraklariin alt ylizeyinde mum gozlenmemistir. Stomalar in vitro ve sera bitkilerinin
herikisinde de yapraklarin sadece alt yiizeyinde saptanmistir. Epikiitikular mum
tabakalari aklimatize olmus bitkilerin yapraklarinda stoma bekgi hiicrelerini sararken in
vitro bitkilerde bu gozlenememistir. Arastirmada nem kaybiyla ilgili ¢alismalarin,
yapraklardan su kaybinin sadece alt yiizeyden gerceklestigini gdsterdigini, bu bulguya
gore bitkilerde aklimatizasyon siirecinde meydana gelen su kaybinin yaprak alt yiizeyinin

kiitikul tabakas1 ve stomalarindan kaynaklandigini diisiindiirdiigii ileri siirilmiistiir.

Marin vd. (1988) ¢alismalarinda 'Masto de Montanana’ (Prunus cerasus) kiraz anacinin
mikrogogaltilmis bitkilerinin aklimatizasyonu siirecinde cevresel degisiklere tepki
kapsaminda yapraklarda stoma yapis1 ve fonksiyonunu arastirmiglardir. Serada diistik
nem kosullarinda stomalarin hemen kapandigini oysa in vitro kosullarda bu kapanmanin
oldukca yavas seyrettigini (%75'inin 15 dakikada), bu tepkinin aklimatize olmus
bitkilerde yeni gelismis yapraklarda diizeldigini, in vitro bitkilerde stomalarin bekgi
hiicrelerinin aklimatizasyon sirasinda ozelliklerini degistirerek yeni ¢evre kosullarina
uyum sagladigim bildirmislerdir. In vitro yapraklarda stomalar belirgin olarak daha
biiyiik ve daha yuvarlakken normal, yeni ve aklimatize olmus yapraklarin stomalari elips
seklinde gozlenmistir. Diigiik nem kosullarina bagl bitki kayiplari iizerine stomalarin
fonksiyonundan ziyade aklimatizasyonun baslangicinda in vitro yapraklardaki yiiksek

stoma yogunlugunun neden olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

Noe ve Bonini (1996) calismalarinda ‘Bluetta’ maviyemis ¢esidinin (Vaccinium
corymbosum) mikrogogaltilmis bitkilerinde in vitro ve ex vitro kosullarda yaprak
anatomilerini incelemislerdir. In vitro kosullarda yaprak hiicrelerinin yuvarlak ve kiigiik

oldugunu, palizat ve slinger parankimasinin hiicreler aras1 bosluklar1 biiytik olan 1-2 sira
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hiicre tabakasindan olustugunu, palizat/stinger mezofil kalinlik oraninin 1:1.5 oldugunu
bildirmislerdir. Iklim odasinda yapay 1sik altinda ex vitro bitkilerde yeni olusmus
yapraklarin daha biiylik olmasina ragmen in vitro kosullardakiler ile ayni anatomik
Ozellikler gosterdigini ifade etmislerdir. Arastiricilar iklim odasinda ya da serada in vitro
veya ex vitro olmasina bakilmaksizin yaprak gelisimini 151k yogunlugu (siddeti) ve
spektrumunun etkiledigini 6ne siirmiislerdir. Soguk beyaz 151k yayan lambalar altinda
gelisen yapraklarin, dogal 151k altinda gelisenlere kiyasla daha ince palizat (27-29 um) ve
stinger (40-42 um) mezofiline sahip oldugunu, dogal 1s1k altinda olusan ilk yapraklarin
yaprak (111 um), palizat (34 pm) ve siinger (45 um) mezofil kalinliklarinda 6nemli
artiglar gosterdigini belirtmislerdir. Bitkilerin bahgede yetistirilen bitkilere benzer
yapraklar liretmeye baslamasinin olduk¢a uzun zaman aldigini, palizat hiicrelerinin tipik
olarak dikdortgen sekilli, diizenli ve siirekli bir dagilim gosterdigini, siinger
parankimasinin 3-4 sira hiicre tabakasindan olustugunu ve bos alanlarin sadece stomalarin
civarinda bulundugunu gozlemlemislerdir. Stomalarin, yapraklarin sadece alt yiizeyinde,
in vitroda ise alt ve iist yiizeylerde bulundugu ifade etmislerdir. In vitro yapraklardaki
stoma sayis1 (361 adet/mm?), dogal kosullara maruz yapraklardakilerden (195 adet/mm?)
¢ok daha yiiksek bulunmustur. Dogal kosullarda stoma boyutu artmis olmasina ragmen
yaprak boyutunun ayni oldugu, iklim odasinda ex vitro koklendirilmis mikro ¢eliklerden
elde edilen yapraklarda stomalarin dairesel seklini korudugu, ancak stoma sikliginin
diistiigii (170 adet/mm?) belirlenmistir. Bahgede yetistirilen yapraklarda 6lciilen stoma

yogunlugu 241 mm? ve bekgi hiicreleri elips sekilli olarak bildirilmistir.

Khan vd. (1999), sapli mese (Quercus robur) tiiriinde in vitro kosullarda bitkilerin
yapraklarinda stoma yogunlugunun ve indeksinin, ex vitro kosullara alistirilmis ve serada
gelistirilmis bitkilere gore daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Her iki 6zellik de dis

kosullara aligmayla birlikte diislis gostermistir.

Barry-Etienne vd. (2002), kahvede (Coffea arabica) somatik embriyolardan gelistirilmis
in vitro ve ex vitro bitkilerin Ozelliklerini karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda ex vitro
bitkilerin yapraklarinda stoma sayisinin (167 ve 100 adet/mm?), in vitro bitkilerin stoma
sayisindan (233 adet/mm?) daha diisiik oldugu belirlemislerdir. Ayrica, in vitro bitkilerin

yapraklarinda stomalarin yuvarlak ve daha biiyiik, ex vitro bitkilerin ise elips seklinde
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oldugunu goézlemisglerdir. Stomalarda uzunluk ve genislik degerleri in vitro bitkilerde
sirasiyla 31 pm ve 25 um, ex vitro bitkilerde 30.5 um ve 18.5 um olarak dl¢iilmiistiir. In

vitro bitkilerde siinger ve palizat parankimasinin daha az gelistigi gozlenmistir.

Chen vd. (2006), Bupleurum kaoi (tibbi bir bitki) bitki tiirinlin in vitro mikrogogaltimi
ve ex vitro aklimatizasyonu ile ilgili ¢caligmalarinda en yiiksek epidermal hiicre sayisini
in vitroda kiiltiir kaplarinin 2 kat aliminyum folyo ile sarildigi uygulamada in vitro
bitkilerde 2720 adet/mm? ile yapragin alt yiizeyinde belirlemislerdir. Bu hiicrelerin
genisligi 19.6 um, uzunlugu 40.5 um olarak ifade edilmistir. Ex vitro bitkilerde epidermal
hiicre yogunlugunun azaldig1 (642 adet/mm?), genisligi (35.3 um) ve uzunlugunun (58.7
um) ise arttig1 bildirilmistir. Arastiricilar in vitro bitkilerde stoma ile ilgili bulgulari kiiltiir
kaplarinin 2 kat aliiminyum folyo ile sarildig1 uygulamada yapragin alt yiizeyinde 576
adet/mm? yogunluk, 3.94 um genislik ve 9.05 um uzunluk olarak belirtmislerdir. Ex vitro
bitkilerde bu degerler sirastyla 133 adet/mm? yogunluk, 1.68 um genislik ve 6.81 pm

uzunluk olarak bildirmislerdir.

Faisal ve Anis (2009) ¢alismalarinda Rauvolfia tetraphylla tiirtinde (tropik bir ¢ali tiirii)
in vitro bitkilerin ex vitro kosullara alistirilmasi siirecinde fotosentetik aktivite, pigment
kompozisyonu ve diger bazi fizyolojik dzelliklerindeki degisimleri arastirmuslardir. In
vitro bitkiler iklim odasinda kontrollii kosullarda farkli siirelerde (0, 7, 14, 21, 28 giin)
50 pmol'ms™ (diisiik 151k) veya 300 pmol-m s (yliksek 151k) fotosentetik foton aki
yogunlugunda (PPFD) dis kosullara alistirilmistir. Her iki 151k yogunlugunda da
aklimatizasyon siirecinde klorofil a ve b seviyelerinde artis gozlenmistir. Baslangicta
mikro ¢ogaltilmis bitkiler fotosentetik olarak aktif degilken aklimatizasyon sirasinda yeni
olusan yapraklarda net fotosentetik oranlarin arttifi gdzlenmistir. Bitkilerin hem 50
umol'm2-s7!, hem de 300 umol'm2-s! PPFD’de aklimatizasyonu sirasinda pigment
konsantrasyonunda artis tespit edilmistir. Aklimatizasyon periyodunun 0, 7, 14, 21 ve 28.
giinlerinde klorofil a degeri 50 umol-m2-s ’de yaklagik 0.16, 0.20, 0.26, 0.30 ve 0.40
mg/g yas agirlik olarak verilmistir. Klorofil a, 300 umol'ms"’de ise 7, 14, 21, 28.
giinlerde yaklasik 0.19, 0.32, 0.30 ve 0.41 mg/g yas agirlik olarak belirlenmistir. Bu
degerler klorofil b i¢in 50 umol'-m2-s"’de yaklasik 0.08, 0.09, 0.15, 0.18 ve 0.20 mg/g
yas agirlik, 300 pmol'm=s"de 0.09, 0.16, 0.15 ve 0.17 mg/g yas agirlik olarak
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bildirilmistir. Kontrol ile karsilastirildiginda klorofil a’daki artig oran1 diisiik 1s1kta %15-
56, yiiksek 1sikta %6-57, klorofil b’de ise sirasiyla %11-60 ve %11-53 olarak
belirtilmistir. Pigment igeriklerinde gozlenen farkliliklarin, bitkilerin aklimatizasyonu
sirasinda heterotrofikten ototrofik beslenmeye gecisini ve dis kosullara uyum sagladigini

diistindiirdiigt dile getirilmistir.

Batagin-Piotto vd. (2012), bir palmiye tiiri olan Bactris gasipaes bitkisinde
aklimatizasyon siirecinde yasanan giigliiklerin nedenlerini belirlemek iizere in vitro ve ex
vitro bitkiler ile tohumdan iiretilmis in vivo bitkilerin yapraklarinin anatomik 6zelliklerini
incelemislerdir. In vitro bitkiler aseptik kosullarda, ex vitro bitkiler ise in vitro bitkilerin
torbalara dikildikten sonra iklim odasinda 50 giin ve daha sonra sera kosullarinda %50
yogunlukta dogal 151k altinda 130 giin tutularak 180 giinde dis kosullara alistirilmasiyla
elde edilmistir. Tiim bitki gruplarinda yapragin iist ve de alt yiizeylerinde diiz duvarl ve
her iki hiicre ucu sivri, yan yana ve yaprak damarlarinin ana ekseniyle hizalanmis,
diizensiz ve farkli boyutlu tek siradan olusmus epidermal hiicrelerin varlig1 gosterilmistir.
Tohumdan yetismis in Vivo bitkilerin yapraklari ile karsilagtirildiginda in vitro ve ex vitro
bitkilerde her iki yiizeyde de epikiitikular mumun yoklugu veya daha az biriktigi
gorilmistiir. Kalin bir mum tabakasinin olugsmamasi, kiiltiir kaplarinda nemin siirekli
yiiksek kaldigr cevre kosullari ile iligkilendirilmistir. Stoma yogunlugu oOzellikle
yapraklarin alt yiizeyinde in vitro, ex vitro ve tohumdan elde edilmis in vivo bitkilerde
sirastyla 55.5, 57.8 ve 58 adet/mm?, iist yiizeyde ise sadece 7.5, 8.5 ve 11 adet/mm? olarak
bulunmustur. Bu tiirde stoma yogunlugu bakimindan bitki gruplar1 arasinda énemli bir
farklilik gbzlenmemisken ti¢ bitki grubunda da stoma sayisinin yapragin alt yiizeyinde,
iist ylizeyden 6nemli diizeyde daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Tohumdan elde edilmis
in vivo bitkilerde yapragin alt yilizeyinin, in vitro ve ex vitro bitkilere gére daha genis
stomalara sahip oldugu gozlenmistir. Arastiricilar, Bactris gasipaes tiiriinde in vitro, ex
vitro ve tohumdan yetismis in vivo bitkilerin yapraklarinda incelenen ozelliklerin
genellikle farklilik gostermedigini ve in vitro bitkilerin dis kosullara alistirilmasinda

karsilagilan zorluklar agiklayamayacagi sonucuna ulagsmislardir.

Chirinea vd. (2012), incirin bahgede, sera kosullarinda aklimatizasyon igin 20, 40 ya da

60 giin tutulmus ya da in vitrodan ¢ikartilmis bitkilerinde yaprak anatomisindeki
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degisimleri incelemislerdir. Stoma yogunlugunun en yiiksek bahgedeki bitkilerin
yapraklarinda bulundugu (336 adet/mm?), bu degerin sera kosullarinda 20, 40 ya da 60
giin tutulan bitkilerde sirasiyla 197, 130 ve 107 adet/mm? ve in vitro bitkilerde ise 206
adet/mm? oldugu belirlenmistir. Stoma yogunlugu bakimindan in vitro bitkiler ile
aklimatizasyon ic¢in 20 giin serada tutulmus bitkiler arasinda Onemli bir farklilik
bulunmamaistir. Stoma uzunlugu bahge kosullarindaki bitkilerde (27.5 um) genel olarak
in vitro (22.3 um) ve serada aklimatize edilmis bitkilerden daha ytliksek olmustur. Stoma
genisligi bakimindan benzer bir farklilik kaydedilmemistir. In vitro bitkilerde, serada
aklimatizasyon i¢in 20 ve 40 giin tutulmus bitkilerde yapraklarin epidermis, mezofil ve
yaprak kalinliklar1 genel olarak serada 60 giin tutulmus veya bahge kosullarindaki
bitkilerden daha diisiik bulunmustur. Arastiricilar sonug olarak in vitro bitkilerin yaprak
dokularinin, dis kosullara alistirilmis bitkilere gore ¢ok az farklilasma gosterdigini ve
yiilksek stoma sayisina sahip oldugunu, aklimatizasyon sirasinda stoma sayisinin

azaldigin bildirmislerdir.

Rodrigues vd. (2014) ¢alismalarinda Jatropha curcas L. tiirliniin (tropik ve subtropik
iklimde yetisen herdem yesil bir ¢ali veya kiiciik agag) in vitro ve sera kosullarindaki
bitkilerinin anatomisini arastirmiglardir. In vitro bitkilere (4.1) gdre sera bitkilerinin
yapraklarinda stoma indeksinin (12.5) daha yiiksek oldugunu, mezofil kalinliginin
farklilik go6stermedigini, parankima hiicrelerinin daha biiylik kloroplastlara sahip

oldugunu bildirmislerdir.

Dragolova vd. (2015), Nepeta nuda ssp. nuda tiiriinde (ballibabagiller familyasindan) in
vitro ve serada ex vitro bitkiler ile bahge kosullarindaki in vivo bitkilerin yapraklarinda
anatomik ve pigment analizleri yapmuslardir. Bahgede gelisen bitkilerde stoma yogunlugu
yaprak alt ylizeyinde daha yiiksek bulunmustur. Asimilasyon parankimasinin ¢ift sira
palizat parankimasi ve 3-4 sira siinger parankimasindan olustugu, iist siradaki palizat
hiicrelerinin alt siradakilerden daha uzun ve diizenli, silindirik, siinger parankimasi
hiicrelerinin ise tipik olarak diizensiz bir sekle sahip oldugu ve sadece yapragin alt
yiizeyindeki epidermis hiicrelerine bitisik olanlarin hafifce uzun oldugu bildirilmistir. In
vitro bitkilerin yaprak ayasinin in vivo bitkilere kiyasla yaklasik iki kat daha ince oldugu

ve asimilasyon parankimasi farkli organizasyona sahip yapraklar olusturdugu tespit

21



edilmistir. In vitro bitkilerde yaprak ayasi, bir sira ¢cok kisa palizat hiicrelerinden ve iki
sira sik stinger hiicrelerinden olusmustur. Ex vitro bitkilerin asimilasyon parankimasinin
tipik olarak yapilandigi, iki sira diizenli silindirik palizat hiicrelerinden ve i sira siinger
hiicrelerinden olustugu, bu bitkiler ile in vivo bitkiler arasinda yapraklardaki epidermal
dokularin yapisal organizasyonunda higbir farkliligin bulunmadigi belirlenmistir. Yas
agirlik bagina yapraklarda klorofil a miktar in vivo bitkilerde (1.05 mg/g), in vitro (1.27
mg/g) ve seradaki ex vitro (1.60 mg/g) bitkilerden daha diisiik bulunmustur. Klorofil b
bakimindan da in vivo bitkilerde (0.07 mg/g), in vitro (0.15 mg/g) ve seradaki ex vitro
(0.16 mg/qg) bitkilerden daha diisiik degerler kaydedilmistir.

Baklagiller grubunda tibbi amagh kullanilan Bauhinia racemosa bitki tiiriniin (bir agag
ya da cal1) in vitro ¢cogaltiminda maliyeti diistirmek ve zamandan tasarruf saglamak i¢in
ex vitro koklendirme ve aklimatizasyon protokolii gelistiren Sharma vd. (2017), in vitro
sirglin ve ex vitro bitkilerin yaprak mikromorfolojilerini de incelemislerdir. Alt
kiiltiirlerden alinan in vitro siirgiinlerin ve koklenmeden 6-7 hafta sonra dis kosullara
alismis bitkilerin yapraklarinin stomalar1 karsilastirildiginda, dis kosullara alismis
bitkilerin yapraklarinda stomalarin daha az sayida ve seyrek, bununla birlikte in vitro
siirglinlerde ¢ok yogun, sik ve siirekli agik, ancak islevsel olmadigin1 bulmuslardir.
Calismada, in vitro kiiltiirlerden seraya transfer edildikten sonra bitkiciklerin yaprak
morfolojisi ve anatomisinde Ozellikle epidermal karakterlerin 6nemli degisikliklere

ugradig bildirilmistir.

Hiti-Bandaralage vd. (2020), 'Reed" (aklimatizasyonu kolay) ve 'Velvick'
(aklimatizasyonu zor) avokado ¢esitlerinde in vitro ve dis kosullara alistirilmis bitkilerin
yapraklarinda mikromofolojik 6zelliklerdeki degisimleri arastirmiglardir. Bu amacla
calismada in vitro bitkilerde kiiltiir kabindan ¢ikartma sirasinda, aklimatizasyonun 5.
giiniinde ve 1. ayinda yapraklarda stoma indeksi ve stoma yogunlugu belirlenmis ve
epidermal gozlemler yapilmistir. Parasitik stomalarin her iki avokado ¢esidinde de
yapraklarin alt ylizeyinde bulundugu bildirilmistir. 'Reed' ¢esidinde aklimatizasyonun 5.
giinlinde ve 1. ayinda, gozenek boyutuna ve bekgi hiicrelerinin egrili§ine dayanarak
stomalarin islevsel goriindiigii belirtilmistir. ‘Velvick’ stomalarinda bekgi hiicrelerinde

egikligin, in vitro kosullarda, aklimatizasyonun 5. giin ve 1. ayma kiyasla daha fazla
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oldugu goriilmektedir. Her asamada, daha az sayida ve daha biiyiik epidermal hiicrelere
sahip olan 'Reed' ¢esidine kiyasla 'Velvick' ¢esidinde ¢ok sayida daha kiigiik epidermal
hiicreler gézlenmistir. Calismada yapraklarda daha kiigiik epidermal hiicrelerin varligi ve

yiiksek stoma yogunlugu diisiik aklimatizasyon basarisiyla iligkilendirilmistir.

Wang vd. (2020), ¢ok yillik otsu tibbi bir bitki tiirii olan Pseudostellaria heterophylla
(Miq.) Pax'in in vitro koklendirilmis bitkilerinde stoma kompleksinde (stoma agikligi,
bek¢i hiicreleri ve yardimer hiicreler) anormallikler kaydetmislerdir. In vitro
koklendirilmis bitkilerde stomalar acik, ex vitro koklendirilmig bitkilerin stomalar1 ise
kapali, boyut ve dagilimi1 bir 6rnek olarak gozlenmistir. Stoma yogunlugu in vitro
bitkilerin yapraklarinda (58.4 adet/mm?), ex vitro bitkilerin yapraklarindan (26.9
adet/mm?) daha yiiksek bulunmustur. Ex vitro koklendirilmis bitkilerde stoma
kompleksinin normal ve stoma yogunlugunun daha az olmasinin, bitkilerin dis kosullara

alisma olasiligindaki yiiksekligin gostergesi oldugu belirtilmistir.

Shekhawat vd. (2021) galismalarinda Hint sandal agacinin (Santalum album L.)
mikrogogaltiminda in vitro ve ex vitro kosullarda bitkilerde morfo-anatomik ve fizyolojik
degisimleri incelemislerdir. Yas agirlik bagina toplam klorofil miktar1 in vitro bitkilerde
(0.34 mg/g), sera ortaminda 4 hafta siireyle piskinlestirilmis (0.47 mg/g) ve 12 hafta
siireyle aklimatize edilmis bitkilere (0.58 mg/g) gére daha diisiik tespit edilmistir. in vitro
bitkilerin yapraklarinda az gelismis kiitikul tabakasi, diizensiz doku sistemleri, ince
mezofil dokulari, daha az vaskiiler eleman ve mekanik dokular, gevsek ve ince duvarl
parankimatik dokular gibi yapisal anormallikler gézlenmistir. Yaprak ayasi, fotosentetik
acidan yetersiz palizat dokularindan (tek katli) ve az kath siinger parankimasindan
olusmustur. Serada 4 haftalik piskinlestirme siirecinde bitkilerin yapraklarinda kiitikul
kalinlagmasi, palizat ve slinger parankima hiicrelerinin farklilagsmasi ile klorofilli mezofil
hiicreleri meydana gelmistir. Sera kosullarinda 12 haftalik aklimatizasyon siirecinde
yapraklarin gelistigi, kiitikul birikimin, epidermal hiicrelerdeki gelisimin ve yaprak
ayasindaki yogun kloroplastlara sahip mezofil hiicrelerin artis gosterdigi gézlenmistir.
Mezofil dokuda iki kat palizat parankimasi ve 5-6 kat slinger parankima hiicresi tespit
edilmistir. Serada ex vitro kosullarda piskinlestirme ve aklimatizasyon stireglerinde

dokular onarilmis ve sonunda canlilik oran1 %98 olarak bildirilmistir.
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Okello vd. (2021), Aspilia africana tiiriinde (papatyagiller familyasindan otsu bir bitki)
in vitro bitkilerin 4 haftalik aklimatizasyonundan sonra 1. haftada klorofil icerigini
(32.5%1.7), dis kosullardaki ana bitkilerinkinden (37.8+1.7) ¢cok daha diisiik bulmuslardir.
Diisiik klorofil igeriginin A. africana’da in vitro yapraklarin aklimatizasyonun ilk
haftalarinda azalan fotokimyasal aktivitesinden kaynaklandigini belirtmiglerdir. Ancak 4.
haftaya gelindiginde mikrogogaltilmis bitkilerin klorofil icerigi, ana bitkilere gére daha
hizli artmis ve seviyeleri birbirine yaklagsmistir. Besinci haftadan sekizinci haftaya kadar
mikrogogaltilmis bitkilerin klorofil igerigi 43.3+1.38'den 45.7+1.3’ye, ana bitkilerin ise
43.7+1.5°den 45.6+1.4’e hafif bir artis gdstermistir. In vitro bitkilerin yapraklarinda
palizat hiicrelerinin diizensiz ve zayif bir sekilde gelistigi, mezofil dokusunun, ¢ok genis

bosluklu, zayif bir sekilde farklilagmig parankima hiicrelerinden olustugu bildirilmistir.

Gautam vd. (2024), Moringa concanensis (tibbi amagh kullanilan bir agag) tiiriinde
mikrogogaltimda mikro-morfo-anatomik gelismeler konusundaki ¢alismalarinda bu tiirde
stomalarin yalnizca yapragin alt ylizeyinde anomositik stoma kompleksi seklinde
(yardimci hiicrelerin epidermisin diger hiicrelerinden ayirt edilemedigi, diizensiz hiicre
yapisina sahip stomata tipi) bulundugunu bildirmislerdir. In vitro bitkilerin
yapraklarindaki stoma kompleksinin, in vitro siirglinlerin heterotrofik yapisini yansitan
bicimde agik ve islevsiz, dis kosullara taginmis bitkilerin ise islevsel oldugunu, bu

durumun bitkinin dis kosullarda hayatta kalma yetenegini yansittigini belirtmislerdir.

Tisarum vd. (2025), beyaz zerdegalin (Curcuma zedoaria) in vitro bitkilerini %3 sakaroz
(kontrol), %6 sakaroz, %4 manitol ya da %3 sakaroz+%2.5 manitol ilave ettikleri MS
besin ortaminda 6 hafta kiiltiire alarak in vitro kosullarda izo-osmotik aklimatizasyon
uygulamasi yapmislardir. Daha sonra bu uygulama ile aklimatize olmus in vitro bitkileri,
ilk 2 haftas1 %80 nispi neme sahip serada olmak {izere 6 hafta ex vitro aklimatizasyona
tabi tutmuslardir. Calismada izo-osmotik aklimatizasyonu %3 sakaroz + %2.5 manitol
uygulamasiyla yapilan bitkilerin daha sonra sera kosullarina ¢ok iyi adapte oldugu, toprak
alt1 ve toprak istli morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri ve fotosentetik kabiliyetlerinin en

iist diizeye ¢iktig1 belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez ¢alismasi, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii, Toprak
Bilimi ve Bitki Besleme Boliimii ve Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii laboratuvarlarinda

2024-2025 yillarinda yiirtitiilmiistiir.

3.1 Materyal

Tez calismasinda bitkisel materyal olarak ‘Viking’ ve ‘Nero’ aronya cesitlerinin (A.
mitschurinii A.K. Skvortsov and Maitul.) in vitro kiiltiirlerinden saglanan mikro siirgiinler
kullanilmistir. Diinyada aronyanin en taninmis kiiltiir ¢esitleri arasinda yer alan, orijin
yerleri Finlandiya (‘Viking’) ve Cekya (‘Nero’) olan bu ¢esitler (Ochmian vd. 2012),
Tiirkiye’de yetistiriciligi en fazla yapilan iki aronya cesitidir (Poyraz Engin 2020).
‘Viking’ genel olarak ¢ok sayida (30-40 adet) dip siirgiinii olusturan, dik gelisen, 2.2-2.5
m yiikseklikte ¢ali formunda bitkiler olusturmaktadir. ‘Nero’ ise ‘Viking’ ¢esidine gore
daha yatay gelisen, daha kisa boylu (1.8-2.0 m), daha az dip siirgiiniine sahip ¢ali
formunda bitkilere sahiptir. ‘Viking’ ¢esidinde meyvelerin sekli basik, rengi mor siyah,
‘Nero’ ¢esidinde ise meyveler yuvarlak ve siyah renktedir. Yalova kosullarinda bu
cesitler nisan aymin sonu, mayis ayinin basinda ¢iceklenmekte, degerlendirme sekillerine
gbre meyveler agustos ay1 ortasindan ekim ayinin sonuna kadar hasat edilebilmektedir.
Tam ¢i¢ceklenmeden hasada kadar gegen giin sayis1 yaklagik 140 giin ise de kurutularak
degerlendirilecek triinde hasat geciktirilebilmektedir. Hasat, suda c¢oziinebilir kuru
madde miktar1 %16-18’e ulastiginda yapilabilmektedir (Poyraz Engin 2020). Cogu
kaynakta aronya kiiltiir ¢esitleri bilimsel olarak A. melanocarpa (Michx.) Elliott olarak
adlandirilmakta ise de son yillarda yapilan molekiiler ve biyolojik caligmalarin
bulgularina gore aronya kiiltiir ¢esitleri, hibrit takson A. mitschurinii A.K. Skvortsov and
Maitul. altinda tanimlanmaktadir (Indravathi 2024, Sharma vd. 2025).
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3.2 Yontem

3.2.1 in vitro kiiltiirlerin olusturulmas: ve mikro siirgiinlerin ¢ogaltilmasi

Mikrogogaltimin baslangi¢c asamasinda ‘Viking’ ve ‘Nero’ aronya gesitleri, siirglin ucu
kiiltiirti  prensiplerine goére 04 Mayis 2024 tarihinde kiiltiire alimmistir. Bahge
kosullarindaki 4 yash saksili ana bitkilerin aktif biiyiime doneminde bulunan
stirglinlerinin u¢ kismindan ~2 cm uzunlukta toplanan siirgiin uglar1 6nce akan musluk
suyu altinda 30 dakika yikanmistir. Ardinlan sterilizasyon islemine baglanmis ve siirgiin
uclar1 2 damla Tween 20 ilave edilmis %15’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde yatay
calkalayici lizerinde 15 dakika siireyle ¢alkalanmistir. Sodyum hipoklorit ¢ozeltisi, %15
aktif klor (m/v) igeren ticari sodyum hipoklorit ¢ozeltisinden hazirlanmistir. Aseptik
kosullarda laminar hava akisi saglayan kabinde sodyum hipoklorit ¢ozeltisinden
cikartilan siirgiin uglar1 otoklavlanmis deiyonize su ile 3 kez 5’er dakika siireyle
durulanmustir. Laminar kabinde siirgiin uglar1 yaklasik 1.5-2 cm uzunlukta hazirlanarak
besin ortamina dikilmistir. Alt1 hafta sonra tiiplerde gelisen siirgiinler yine aseptik
kosullarda tiiplerden ¢ikartilarak siirgiin ¢ogaltma asamasi i¢in erlenmeyer kaplarinda 1.

alt kiiltiire alimmustir. Alt kiiltiirler 4-5 hafta arayla tekrarlanmustir.

Kiiltiirler, 25+1°C sicakliktaki, fotosentetik foton aki yogunlugu 75 umol'm2s™' olan 16
saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperiyotun uygulandigi iklim odasinda 4-5 hafta

sireyle inkiibe edilmistir.

Baslangi¢ asamasi igin besin ortami olarak 0.5 mg/L BAP, 0.3 mg/L GAz ve %3 sakaroz
ilave edilmis MS temel besin ortami1 (Sigma-Aldrich, M5519) kullanilmistir (Cizelge 3.1)
(Anonymous 2025). Ortamin pH’s1 5.7’ye ayarlanmis ve %0.8 agar (Sigma-Aldrich,
05039) ile katilastirilmistir. Besin ortami, 2.5 cm ¢ap ve 15 cm uzunluktaki cam tiiplere
10’ar mL dokiildikten sonra otoklavlanmigtir. Alt kiiltiirlerde siirgiin ¢ogaltma
asamasinda ise amonyum nitrat igerigi 1/3 olan MS temel besin ortami esas alinmigtir
(Murashige ve Skoog 1962). Bu ortama yine 0.5 mg/L BAP, 0.3 mg/L GA3 ve %3 sakaroz
ilave edilmis, ortamin pH’s1 5.7’ ye ayarlanmis ve %0.8 agar ile katilagtirilmistir. Bu besin

ortam1 250 mL’lik erlenmeyer kaplara 50’ser mL dokiilmiis ve otoklavlanmistir. Besin
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ortamlari, otoklavda 121°C sicaklikta ve 0.12 MPa (megapaskal) basingta 20 dakika

stirede steril hale getirilmistir.

Cizelge 3.1 Murashige ve Skoog besin ortaminin igerigi (Sigma-Aldrich, M5519)

Mineral Maddeler mg/L
Amonyum nitrat 1650.0
Potasyum nitrat 1900.0
Kalsiyum klortir (susuz) 332.2
Monopotasyum fosfat 170.0
Magnezyum siilfat 180.7
Na-EDTA 37.26
Demir siilfat - 7H>0 27.8
Mangan siilfat - H,O 16.9
Cinko siilfat - 7H20 8.6
Borik asit 6.2
Potasyum iyodiir 0.83
Sodyum molibdat - 2H>O 0.25
Kobalt kloriir - 6H20 0.025
Bakar siilfat - SH.O 0.025
Organik Maddeler mg/L
Glisin 2.0
Myo-inositol 100.0
Nikotinik asit 0.5
Piridoksin - HCI 05
Tiamin - HCI1 0.1

3.2.2 Yiizen perlit yataginda mikro celiklerin ex vitro koklendirilmesi ve es zamanh

dis kosullara alhistirilmasi, bitkilerin seraya tasinmasi, biiyiitiilmesi ve gelistirilmesi

Koklendirme denemeleri kapsaminda mikro siirgiinler 1. deneme igin 2. alt kiiltiiriin
sonunda (17 Agustos 2024), 2. deneme i¢in 3. alt kiiltiiriin sonunda (14 Eyliil 2024)
erlenmeyerlerdeki siirgiin demetlerinden saglanmistir. Siirgiin demetleri laboratuvarda
aseptik olmayan kosullarda alt kiiltiirlerden c¢ikartilmis ve su ile yikanarak agar
kalintilarindan arindirilmigtir. Daha sonra bu demetlerden 2 cm ve daha uzun siirgiinler
kesilerek ayrilmis ve su ile doldurulmus bir beher igerisinde biriktirilmistir. Mikro
celikler, bu mikro siirgiinlerin u¢ kismindan ~2 cm uzunlukta ve 3-4 yaprakli olarak
hazirlanmig, dikim islemine kadar kurumamasi i¢in su dolu beher i¢inde kisa bir siire

muhafaza edilmistir. Ex vitro koklendirme amaciyla mikro celikler bekletilmeden
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yarisina kadar yiizen perlit yatagina dikilmistir (Sekil 3.1 A). Dikimden 6nce mikro
celiklere herhangi bir uygulama yapilmamistir. Yiizen perlit yatagi, 6 L’lik plastik bir
legene (25 cmx25cmx11 cm) 6nce 3 L ¢gesme suyu konulmasi ve ardindan su ylizeyine 3
L tarim perlitinin yavasca serilmesiyle hazirlanmistir (Clapa vd. 2013a, Coskun 2024).
Mikro celikler dikildikten sonra ylizen perlit yataklar1 2, 3, 4, 5 ya da 6 haftalik 5 farkli
inkiibasyon siiresi boyunca 25+1°C sicakliktaki, fotosentetik foton aki yogunlugu 75
pumol'm2-s! olan 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik fotoperiyotun uygulandigi iklim
odasinda inkiibe edilmistir. iklim odasmnda bir nemlendirme islemi yapilmamustir.
Inkiibasyon sirasinda buharlasmaya bagl olarak perlit yataginin hafifce ice ¢oktiigii
durumda legenin bir kdsesinden alt kisma bir huni yardimiyla sadece ¢gesme suyu ilavesi
yapilmigtir. {klim odasinda her koklendirme (inkiibasyon) siiresinin sonunda mikro
celikler yiizen perlit yatagindan cikartilmis, koklenme durumu incelendikten sonra
torfiperlit (2:1, v/v) karisimi ile doldurulmus goéz c¢apt 5 cm olan 45’lik viyollere
dikilmistir (Sekil 3.1 B).

Sekil 3.1 “Viking’ ve ‘Nero’ aronya ¢esitlerinde ex vitro koklendirme i¢in ylizen perlit
yatagia dikilmis mikro celikler (A) ve koklenme sonrasi viyole dikilmis
bitkiler (B)

Viyoller, serada %50 golge tiilii altina taginmis ve 2 hafta sonra golge tiilii kaldirilmastir.
Bitkiler fan-ped sistemine sahip serada, viyoller igerisinde vejetasyon sonuna kadar
tutulmustur. Serada tutulduklar1 periyotda bitkiler diizenli olarak sulanmis ve her hafta
makro ve mikro elementleri igeren MS besin ortamindan 1/5 kuvvetinde hazirlanmis

soliisyon ile bitki bagina 10’ar mL giibrelenmistir.
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Bitkiler sera kosullarinda vejetasyon sonuna kadar biiylime ve gelismesine devam
etmistir. Yiizen perlit yataginda ex vitro koklendirme denemesi ayni tarihte kuruldugu
icin sera kosullarinda 4 hafta sonra yapilan inceleme tarihi inkiibasyon siirelerine gore
farkli olmustur. ikinci inceleme ise vejetasyon sonunda aymi tarihte yapilmistir. Bu
nedenle bitkilerin vejetasyon sonuna kadar serada gelistigi siire farklilik gostermistir.
Yiizen perlit yataginda ex vitro koklendirme ve es zamanli dis kosullara alistirma

denemelerinden 1.’si ile ilgili tarihler ¢izelge 3.2’de sunulmustur.

Cizelge 3.2 Ex vitro koklendirme i¢in mikro ¢eliklerin yiizen perlit yatagina dikim tarihi,
inkiibasyon siirelerine gore bitkilerin seraya taginma tarihi, serada biiyiime ve
gelisme periyodu ve vejetasyon sonunda inceleme tarihi

Mikro .. . Inkiibasyon Bitkilerin Vejetasyon Bitkilerin
. . Yiizen perlit - . - ;
¢eliklerin ataginda siirelerine gore seraya sonunda vejetasyon
yiizen perlit il}llkiibgas ofl bitkilerin tasindiktan 4 serada sonuna kadar
yatagina dikim sii resy seraya hafta sonra bitkilerin serada gelistigi
tarihi urest tasindigi tarih | inceleme tarihi | inceleme tarihi siire
17.08.2024 2 hafta 31.08.2024 28.09.2024 08.12.2024 14 hafta
17.08.2024 3 hafta 07.09.2024 05.10.2024 08.12.2024 13 hafta
17.08.2024 4 hafta 14.09.2024 12.10.2024 08.12.2024 12 hafta
17.08.2024 5 hafta 21.09.2024 19.10.2024 08.12.2024 11 hafta
17.08.2024 6 hafta 28.09.2024 26.10.2024 08.12.2024 10 hafta

3.2.3 Bitkilerde morfolojik incelemeler

‘Viking” ve ‘Nero’ aronya cesitlerinde mikro ¢elikler yilizen perlit yatagindan
cikartildiklarinda, bitkiler sera kosullarina tasindiktan 4 hafta sonra ve serada vejetasyon
sonunda asagida belirtilen morfolojik ozellikler yiizen perlit yatagindaki inkiibasyon
siirelerine (2, 3, 4, 5 ve 6 hafta) gore incelenmistir.

1) Yiizen perlit yatagindan ¢ikartildiginda mikro geliklerde ex vitro koklenme orani (%)
ve koklenen mikro ¢eliklerde kdklenme diizeyi (1-4) (1 = zayif (k6klenme mikro ¢eligin
bir yaninda); 2 = orta (kdklenme iki yaninda); 3 = iyi (kdklenme ii¢ yaninda); 4 = ¢ok iyi
(tiim ¢evresinde) (Coskun 2024),

2) Sera kosullarina tasinmasindan 4 hafta sonra yetistirme ortamindan ayirmadan
bitkilerde canlilik orani (%), bitki boyu (mm) ve yaprak sayisi (adet),

3) Sera kosullarinda vejetasyon sonunda yetistirme ortamindan sokiilen bitkilerde canlilik
orani (%), sokiim noktasindan itibaren bitki boyu (mm) ve gévde ¢ap1 (mm), yas ve kuru

stirglin agirlig1 (g/bitki), yas ve kuru kok agirlig: (g/bitki).
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Olgiimlerde bitki boyu cetvel, gévde cap1 ise kumpas kullanilarak gerceklestirilmistir.
Kuru agirliklar igin bitki ornekleri 65°C’deki etiivde sabit agirliga ulasincaya kadar (5
giin) tutulmustur. Tartimlar hassas terazide (Sartorius GA1200-G) yapilmustir.

3.2.4 Yapraklarda anatomik incelemeler

Yaprak orneklerinin_alinmasi: ‘Viking’ ve ‘Nero’ aronya ¢esitlerinde in vitro yaprak

ornekleri kiiltiirlerden ¢ikartilan mikro siirgiinlerden saglanmistir. EX vitro yaprak
ornekleri inkiibasyon siirelerine gore yilizen perlit yatagindan ¢ikartilan bitkilerden ve sera
kosullarinda 4 hafta gelismis bitkilerden, in vivo yaprak Ornekleri ise bahce
kosullarindaki ana bitkilerden alinmistir. Ornekler siirgiinlerin orta kismindan sabah saat
10:00°da alinmis, ¢esme suyu ile yikanmis, kurulanmis ve bozulmamasi i¢in 50 mL’lik
vidal1 kapakli santrifiij tiipii icinde %70’lik etil alkol i¢erisinde buzdolabinda muhafaza
edilmistir. Bu 6rneklerde anatomik ¢aligmalar kapsaminda parafin (Algan 1981) ve tirnak

cilasi ile kalip ¢ikarma (Brewer 1992) yontemleri uygulanmastir.

Yaprak orneklerinde parafin yonteminin uygulanmasi: Yaprak érneklerinde stomalar

disinda mezofil ve kiitikul kalinliklar1 ile epidermis hiicrelerinin sayisi ve boyutlari
parafin ile doyurulmus ve boyanmis yaprak 6rneklerinde 151tk mikroskopu ile yapilmistir
(Algan 1981). Yaprak orneklerinde parafin metodu asagidaki siralama ile uygulanmustir.
1) Yaprak ornekleri %70'lik alkolden ¢ikartilmis, bir jilet yardimi ile kii¢lik parcalara
ayrilmis ve dehidrasyon islemine tabi tutulmustur. Parcalara ayrilmis yaprak 6rneklerinde

parafin yonteminde dehidrasyon islem sirast;

Dehidrasyon serisi Bekletme siiresi
%80'lik etil alkol 60 dakika
%96'lik etil alkol 60 dakika

%100k etil alkol 30 dakika

2:1 etil alkol:ksilol 60 dakika

1:1 etil alkol:ksilol 60 dakika

1:2 etil alkol:ksilol 60 dakika

Saf ksilol I 10 dakika
Saf ksilol II 10 dakika
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2) Dehidrasyon isleminden sonra saf ksilol igerisindeki 6rnekler vezin kabina konulmus,
tizerine 55-60°C’de eriyen boncuk parafin 6 giin boyunca azar azar eklenerek drnekler
parafine doyurulmustur. Parafine doyurma islemi ile hiicreler arasindaki ksiloliin, parafin
ile yer degistirmesi saglanmistir. Dehidrasyondan sonra yaprak orneklerinin parafine

doyurma iglem sirast;

Giin Islem
1. ve 2. giin Oda sicakliginda parafin ekleme (vezin kabi kapali)
3.ve 4. glin 25- 35°C'de etiivde parafini ekleme (vezin kab1 kapali)
5.ve 6. giin 45- 50°C'de etiivde parafini ekleme (vezin kabi kapali)
7. glin 55- 60°C'de etiivde bekletme (vezin kabi agik)

3) Parafine doyurma isleminden sonra 6rneklerde parafine gomme islemine gegilmistir.
Ornekler yatay sekilde kaliba yerlestirilmis, parafinle blok haline getirilmis, trimlenerek
tahta bloklara yapistirllmigtir. Leica SM2000R marka kizakli mikrotom ile yaprak
orneklerinden 12 um kalinliginda enine kesitler alinmigtir. Bu kesitler albiimin-gliserin
ile lam {lizerine yapistirilmistir. Daha sonra lamlar 60°C'lik etlivde 1-2 giin siireyle
bekletilerek kesitlerin etrafinda ve i¢indeki parafinin erimesi saglanmistir. Ardindan
kesitlerden parafinin tamamen temizlenmesi i¢in lamlar 1-2 giin siireyle saf ksilolde
bekletilmis ve boyama islemine hazirlanmstir.

Alblimin-gliserinin hazirlanmasi: 10 mL gliserin + 10 mL yumurta beyazi + timol kristal

(cok kiigiik bir parga)

4) Kesitlerde boyama islemi seri halinde asagida belirtildigi gibi yapilmistir. Once Fast
green boyasi hazirlanmigtir.

Fast green boyasinin hazirlanmasi: 30 mL methyl cellosolve ile 30 mL karanfil yag: 1:1

oraninda karistirilmis ve 0.5 g fast green boyasi ile doyurulmustur. Bu karigimin iizerine
175 mL %95'lik etil alkol, 175 mL TBA (tert-biitanol) ve 60 mL %1'lik glasiyel asetik
asit eklenerek karistirilmistir.

Kesitlerde boyama islem sirast;

Islem Bekletme siiresi
Saf ksilol 5 dakika
3:1 ksilol:etil alkol 5 dakika
1:1 ksilol:etil alkol 5 dakika
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1:3 ksilol:etil alkol 5 dakika

%1001k etil alkol 2-3 dakika
%96’11k etil alkol 5 dakika
%380’lik etil alkol 5 dakika
%70’1ik etil alkol 5 dakika

Fastgreen boya 5-7 dakika
%70’lik etil alkol 5 saniye
%80’lik etil alkol 5 saniye
%96’1ik etil alkol 5 saniye

%1001k etil alkol 5 saniye
1:3 ksilol:etil alkol 5 saniye
1:1 ksilol:etil alkol 5 saniye

3:1 ksilol:etil alkol 5 saniye

Saf ksilolde bekletme .
Boyanmis kesitlerin iizerine Kanada balzam1 damlatilarak lamel ile kapatilmis, bu islem
sirasinda kesitler iizerinde hava kabarcig1 olusmamasina 6zen gosterilmistir. Hazirlanan
preparatlar, kurutma islemi i¢in 3-4 giin boyunca bekletilmistir. Preparatlar oda
sicakliginda saklanmistir. Kesitlerde goriintiiler i¢in Leica application suite (LAS) v3.4
programi kullanilmigtir. Fotograflar, mikroskopa takili Leica DFC 290 dijital kamera ile
mikrometrik okiiler yardimiyla 10x veya 40x objektiflerle elde edilmistir.

Yaprak orneklerinde tirnak cilasi ile kalip cikarma yonteminin uygulamsi: Yaprak

orneklerinde stoma yogunlugu ve boyutlari, yapragin alt yiizeyine bir kat siiriilen tirnak
cilasinin kuruduktan sonra el ile yavasca ¢ikartilan kalibinda mikroskop altinda
belirlenmistir (Brewer 1992). Tirnak cilasi kalib1 yaprak yiizeyinden kaldirildiktan sonra
lam tizerine damlatilmis saf su igerisine konulmus ve bir lamel ile lizeri kapatilmistir.
Sayim ve olglimler bekletilmeden yapilmistir. Goriintiiler igin Leica application suite
(LAS) v3.4 programi kullanilmistir. Fotograflar, mikroskopa takili Leica DFC 290 dijital

kamera ile mikrometrik okiiler yardimiyla 10x veya 40x objektiflerle elde edilmistir.

Yaprak orneklerinde incelenen anatomik ozellikler: Yaprak orneklerinde incelemeler

mezofil kalmhg: disinda yapraklarin alt yiizeyinde yapilmistir. Incelemelerde mezofil
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kalinhig (um), kiitikul kalinlig1 (um), epidermis hiicre sayis1 (adet/mm?), genisligi (um)

ve uzunlugu (um), stoma yogunlugu (adet/mm?), genisligi (um) ve uzunlugu (um) ile

stoma indeksi (%) belirlenmistir. Stoma indeksi asagidaki formiil ile hesaplanmistir.
mm2’deki stoma sayisi

St indeksi (%) = 100
oma indeksi (%) mm?2’ deki stoma sayis1 + mm?2’ deki epidermis hiicre sayisi X

3.2.5 Yapraklarda klorofil analizleri

‘Viking” ve ‘Nero’ aronya gesitlerinde klorofil analizleri in vitro, ex Vvitro ve in vivo
yaprak drneklerinde yapilmistir. In vitro yaprak drnekleri mikro siirgiinlerden almmustir.
Ex vitro yaprak ornekleri, yiizen perlit yatagindan inkiibasyon siirelerine (2, 3, 4, 5 ve 6
hafta) gore ¢ikartilmis bitkilerden ve ayrica sera kosullarina tagindiktan 4 hafta sonra, in
vivo yaprak ornekleri ise bahge kosullarindaki ana bitkilerden almmustir. Ornekler,
siirglinlerin orta kismindan sabah saat 10:00’da alinmis, ¢cesme suyu ile yikanmis,
kurulanmis ve bozulmamasi i¢in aliiminyum folyo ile sarilarak -20°C'de derin

dondurucuda muhafaza edilmistir.

Yaprak orneklerinde klorofil miktarinin belirlenmesi i¢in %80°lik aseton ekstraksiyon
yontemi kullanilmis ve spektrofotometrik dl¢iimler gerceklestirilmistir. Bu amagla, her
bir yaprak 6rneginden 0.25 g tartilarak 15 mL %80’lik aseton iginde ekstrakte edilmistir.
Daha sonra filtrasyon yontemiyle siiziilerek saf klorofil ¢ozeltisi elde edilmistir. Elde
edilen ekstraktin klorofil igerigini belirlemek {lizere spektrofotometrede 645 nm ve 663
nm dalga boylarinda absorbans ol¢iimleri gergeklestirilmistir. Spektrofotometrede
Olciilen bu degerler kullanilarak hesaplamalar Witham vd. (1971) tarafindan gelistirilen

formiile gore yapilmistir.

12.7 x (A663) — 2.69 x (A645) x tamamlanan son hacim
1000 x yas yaprak agirhig: (g)

Klorofil a (mg/g) =

22.91x (A645) — 4.68 x (A663) x tamamlanan son hacim

Klorofil b =
orofil b (mg/g) 1000 x yas yaprak agirligi (g)

Toplam klorofil (mg/g) = Klorofil a + Klorofil b
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3.2.6 Deneme plam ve verilerin istatistik analizi

Tez calismasinda, ‘Viking’ ve ‘Nero’ aronya ¢esitlerinde yiizen perlit yataginda ex vitro
koklendirme denemeleri “Tesadiif Parselleri Deneme Deseni”ne gore 3 tekerriirlii olarak
kurulmustur. Bes farkli inkiibasyon siiresi (2, 3, 4, 5 ve 6 hafta) i¢in her tekerriirde 30
adet mikro ¢elik kullanilmistir. Ex vitro koklendirme denemeleri iki kez tekrar edilmistir.
Daha sonra sera denemelerinde viyollerde her tekerriirde 15 bitki yer almistir. Anatomik
calismalar ve Klorofil analizleri de her tekerriirde farkli bitkilerden alinmis birer yaprak
olmak tizere 3 tekerriirlii yapilmistir. Anatomik calismalarda her yaprakta ti¢ farkli
bolgeden kesitler alinmis, mikroskop altinda her kesitte ti¢ alan incelenmis, her yaprak

(tekerriir) igin 9 degerin (3 kesit x 3 alan) ortalamasi alinmistir.

Elde edilen degerler varyans analizi ile Minitab Paket Programi1 (MINITAB Inc., Trial
Version) kullanilarak F testine gore kontrol edilmistir. Duncan testi ile belirlenen 6nemli
farkliliklar (P < 0.05), cizelgelerde harfler ile gosterilmistir. Yiizde oranlarin ac1 degeri

karsiliklar1 kullanilmastir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 ‘Viking’ Aronya Cesidinde Yiizen Perlit Yataginda Farkh inkiibasyon
Siirelerinde Ex Vitro Koklendirme ve Es Zamanh Dis Kosullara Alstirma

Asamasindaki Bulgular

‘Viking’ ¢esidinde yiizen perlit yataginda inkiibasyon siirelerinin, mikro ¢eliklerde ex
vitro koklenme orani ve koklenen mikro ¢eliklerde koklenme diizeyi iizerine etkileri
cizelge 4.1°de sunulmustur. Buna gore ylizen perlit yataginda koklenme orani, yiizen
perlit yataginda inkiibasyon siiresi ilerledik¢ce kademeli olarak artmis ve en yiiksek
koklenme oranlar1 (%94.0-%97.2) 4, 5 ve 6 haftalik inkiibasyon siirelerinde
belirlenmistir. Bu inkiibasyon siireleri, ayni istatistik grupta yer almistir. En diisiik
koklenme orani ise %78.8 ile 2 haftalik inkiibasyon siiresinde saptanmistir (Cizelge 4.1,
Sekil 4.1, 4.2). Koklenen mikro ¢eliklerde koklenme diizeyi (1-4) ise 6 haftalik
inkiibasyon siiresinde 3.4+0.1 ile en yiiksek degerde kaydedilmistir. Bunu 4 ve 5 haftalik
inkiibasyon siireleri (sirasiyla 3.0+0.1 ve 3.1£0.1) izlemistir. iki haftalik inkiibasyon
sliresi bu bakimdan da en diisiik degeri (2.0+0.1) vermistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1, 4.2).

‘Viking’ aronya ¢esidinde yiizen perlit yataginda farkli inkiibasyon siirelerinde ex vitro
koklendirilmis ve es zamanl dis kosullara alistirilmis bitkilerin yaprak anatomisi ile ilgili
ozellikleri incelendiginde bu asamada sadece mezofil ve kiitikul kalinliklar1 bakimindan
inkiibasyon stireleri arasindaki farklilik istatistiksel anlamda ©nemli bulunmustur
(Cizelge 4.1, Sekil 4.3). Koklenme oran1 ve diizeyinde oldugu gibi en yiiksek mezofil ve
kiitikul kalinlik degerleri de 4, 5 ve 6 haftalik inkiibasyon siirelerinde kaydedilmistir. Bu
stirelerde mezofil kalinligr 101.3£7.5 pm - 114.2+3.4 pm, kiitikul kalinlig1 2.0+0.3 -
2.740.1 pm arasinda belirlenmistir. Bu bakimdan 2 ve 3 haftalik inkiibasyon siirelerinde
bitkiler daha diisiik kalinlik degerlerine sahip olmustur (Cizelge 4.1, Sekil 4.3, 4.4). Farkl
inkiibasyon siirelerinde koklendirilmis mikro ¢eliklerde kaydedilmis olan yaprak mezofil
ve kiitikul kalinlik degerlerinin tamaminin, in vitrodan alinmig mikro siirgiinlerin
yapraklarina ait degerlerden daha yiiksek oldugu gorilmiistiir (Cizelge 4.1, Sekil 4.3,
4.4).
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Cizelge 4.1 ‘Viking’ aronya cesidinde yiizen perlit yataginda farkli inkiibasyon
stirelerinde ex vitro kdklendirilmis mikro ¢eliklerin bu agsamada koklenme,
yaprak anatomisi ve klorofil 6zellikleri (ortalama+standart hata)

Ozellik

Inkiibasyon Siiresi

2 hafta

3 hafta

4 hafta

5 hafta

6 hafta

Ortalama

in vitro
kiiltiirlerden|
hnan mikro

slirgiin
yapraklari

Koklenme
orani
(%)

78.8+4.5 cP

87.2+2.0 bc

94.0+2.3 a

97.2+14a

94.5+2.5 ab

0.001™"

Koklenme
diizeyi
(1-4)2

2.0£0.1d

2.2+0.1c

3.0£0.1 b

3.1£0.1 b

3.4+0.1a

0.000™"

Yaprak
mezofil
kalinhig1
(nm)

84.849.5 b

852462 b

101.3+7.5 ab

104.0+2.6 ab

114.2+34 a

0.035"

69.2+8.5

Kiitikul
kalinhig1

(pm)

1.1£40.2 c

1.5+0.3 bc

2.0+0.3 ab

2.540.1 a

2.740.1 a

0.002"™

0.6+0.1

Epidermis
hiicre sayis1
(adet/mm?)

195.7+12.0

170.3+21.8

147.1£23.0

131.6+15.4

118.2+6.6

152.6+9.8

00550d

243.2+4.4

Epidermis
hiicre
genisligi
(um)

13.7+1.0

15.8+0.2

15.6+1.6

16.9+0.5

14.8+0.3

15.4+0.4

02000d

10.7+0.4

Epidermis
hiicre
uzunlugu
(um)

21.5+1.7

28.5£5.3

30.8+5.6

30.3+0.6

31.7+1.3

28.6+1.7

03230d

16.7+£0.9

Stoma
yogunlugu
(adet/mm?)

141.5£19.7

117.2+11.7

119.4+10.1

123.8+£12.3

121.6£17.3

124.7+6.0

0.778ﬁ.d.

249.9£15.9

Stoma
genisligi
(pm)

27.5+1.4

28.7+0.6

26.8+0.5

27.6+0.9

24.4+1.0

27.0+0.5

00820d

26.1+1.7

Stoma
uzunlugu

(um)

33.8+0.8

36.4+0.8

34.8+0.8

36.6+1.2

33.3+0.2

35.0+£0.5

0.0635.d.

30.2+2.3

Stoma indeksi
(%)

41.744.6

41.0+4.6

45.3+4.5

48.6+5.2

50.3+4.5

45.442.0

0.5805.d.

50.6£1.2

Klorofil a
(mg/g)

0.21+0.07

0.27+0.05

0.21£0.01

0.14+0.02

0.15+0.01

0.20+0.02

02030d

0.24:+0.04

Klorofil b
(mg/g)

0.16+0.03

0.19+0.03

0.13+0.01

0.13+0.02

0.10+0.01

0.14+0.01

01030d

0.13+£0.02

Toplam
klorofil

(mg/g)

0.37+0.10

0.46+0.08

0.35+0.02

0.27+0.03

0.25+0.01

0.34+0.03

01460d

0.38+0.06

2Koklenme diizeyi, 1 = zayif, 2 = orta, 3 = iyi, 4 = ¢ok iyi.
b Duncan testine (P<0.05) gore her satirdaki aymi harflerin verildigi uygulamalar arasinda istatistiksel
anlamda 6nemli bir farklilik bulunmamaktadir.
4. F-testine gore farkliliklar istatistiksel anlamda dnemli degil, *: P < 0.05, ™: P < 0.01 ve ™™ P < 0.001
diizeyinde 6nemli.
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'VIKING' CESIDINDE EX VITRO KOKLENME
ORANI VE EX VITRO KOKLENME DUZEYI
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Sekil 4.1 ‘Viking’ aronya gesidinde yiizen perlit yataginda farkli inkiibasyon siirelerinde
mikro ¢eliklerde ex vitro koklenme orani ve koklenme diizeyi

Ozellikle kiitikul kalinhgi, ex vitro koklendirilmis mikro geliklerde, in vitro mikro
stirglinlere kiyasla inkiibasyon siirelerine gore 1.8-4.5 kat daha fazla olmustur. Bu
farklilik mezofil kalinliginda 1.2 ile 1.6 kat arasindadir. Yaprak anatomisi ile ilgili diger
ozellikler bakimindan inkiibasyon siireleri arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda
onemli bulunmamustir. Inkiibasyon siirelerinin ortalamasi olarak epidermis hiicre sayisi
152.6+9.8 adet/mm?, epidermis hiicre genisligi 15.4+0.4 pm ve uzunlugu 28.6+1.7
pum’dir. Ortalama stoma yogunlugu 124.7+6.0 adet/mm?, stoma genisligi 27.0£0.5 pum,
uzunlugu 35.0+£0.5 um ve stoma indeksi %45.4+2.0’dir (Cizelge 4.1, Sekil 4.3, 4.4, 4.5).
Ex vitro koklendirilmis mikro celiklerde mm?’deki epidermis hiicre sayis1 ve stoma
yogunlugu, aklimatizasyonun bir gostergesi olarak in vitro mikro siirgiinlerin bu
degerlerinden sirasiyla 1.6 ve 2.0 kat daha azdir. Bu farklilik epidermis hiicre ve stoma

boyutlari ile stoma indeksinde ¢ok belirgin degildir (Cizelge 4.1).

Calismada ex vitro koklendirilmis mikro ¢eliklerin yaprak klorofil a ve b ile toplam
Klorofil miktarlari iizerine yiizen perlit yatagindaki inkiibasyon siirelerinin istatistiksel
anlamda benzer etki yaptig1 belirlenmistir. Inkiibasyon siirelerinin ortalamas: olarak
klorofil a 0.20+0.02 mg/g, klorofil b 0.14+0.01 mg/g, toplam klorofil 0.34+0.03 mg/g
olarak kaydedilmistir. Bu degerlerle, in vitro mikro siirgiinlerin yapraklarinda 6l¢iilmiis

degerlerin birbirine yakin oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.1).
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Yiizen Perlit Yatagindan Ex Vitro

Koklendirilmis Mikro Celikler Serada 4 Hafta Gelistirilmis Bitkiler

2 Haftahk inkiibasyon Siiresi

(1)

0y 3

st vt gL 2t woor 6

Sekil 4.2 “Viking’ aronya ¢esidinde yiizen perlit yataginda farkli inkiibasyon siirelerinde
ex vitro koklendirilmis mikro geliklerin ve sera kosullarinda 4 hafta gelismis
bitkilerin goriiniimii
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'"VIKING' CESIDINDE YAPRAK MEZOFIiL KALINLIGI
VE KUTIKUL KALINLIGI
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Sekil 4.3 “Viking’ aronya ¢esidinde yiizen perlit yataginda farkli inkiibasyon siirelerinde
ex vitro koklendirilmis mikro celiklerin ve sera kosullarinda 4 hafta
gelistirilmis bitkilerin, in vitro mikro siirgiin ve in vivo ana bitki yapraklari ile
birlikte baz1 yaprak anatomik 6zelliklerindeki degisim
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in Vitro Mikro Siirgiin Yaprag in Vivo Ana Bitki Yaprag

)

2 Haftalik inkiibasyon Siiresi 3 Haftalik inkiibasyon Siiresi
Yiizen perlit yatag: Sera Yiizen perlit yatag: Sera

4 Haftalik Inkiibasyon Siiresi 5 Haftalik inkiibasyon Siiresi

Yiizen perlit yatag: Sera Yiizen perlit yatag: Sera

6 Haftahk inkiibasyon Siiresi
Yiizen perlit yatag: Sera

Sekil 4.4 ‘Viking’ aronya ¢esidinde yiizen perlit yataginda farkli inkiibasyon stirelerinde
ex vitro koklendirilmis mikro c¢eliklerin ve sera kosullarinda 4 hafta
gelistirilmis bitkilerin, in vitro mikro siirgiin ve in vivo ana bitki yapraklarinin
enine kesitlerinde dokularin goriiniimii (40x). UK-iist kiitikiil, AK-alt kiitikul,
UE-iist epidermis, AE-alt epidermis, MZ-mezofil, PP-palizat parankimasi, SP-
stinger parankimasi
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in Vitro Mikro Siirgiin Yaprag in Vivo Ana Bitki Yaprag

2 Haftalik inkiibasyon Siiresi 3 Haftalik inkiibasyon Siiresi
Yiizen perlit yatag: Sera Yiizen perlit yatag: Sera

4 Haftalik Inkiibasyon Siiresi 5 Haftalik Inkiibasyon Siiresi
Yiizen perlit yatag: Sera Yiizen perlit yatag: Sera

6 Haftahk Inkiibasyon Siiresi
Yiizen perlit yatag: Sera

Sekil 4.5 ‘Viking’ aronya ¢esidinde yiizen perlit yataginda farkli inkiibasyon stirelerinde
ex vitro koklendirilmis mikro c¢eliklerin ve sera kosullarinda 4 hafta
gelistirilmis bitkilerin, in vitro mikro siirgiin ve in vivo ana bitki yapraklarinda
stomalarin gortintimii (40X)
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4.2 ‘Viking’ Aronya Cesidinde Bitkilerin Serada Biiyiime ve Gelismesi
Asamasindaki Bulgular

4.2.1 ‘Viking’ aronya cesidinde ex vitro koklendirmeden sonra sera kosullarinda 4

hafta gelistirilmis bitkilere ait bulgular

Yiizen perlit yataginda farkli inkiibasyon siirelerinde ex vitro koklendirilmis ve seraya
tasinmug bitkilerde 4 hafta sonra canlilik oranlar1 inkiibasyon siirelerine gore %95.3 ile
%100 arasinda degismis ve bu degerler arasinda istatistiksel anlamda 6nemli bir farklilik
bulunmamistir. Inkiibasyon siirelerinin ortalamasi olarak bitkilerin %98.6’smin hayatta
kaldig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.2). Ancak serada 4 haftalik gelisme periyodunun sonunda
bitki boyunun 30.9£1.2 mm ile 36.9+0.1 mm arasinda kaydedildigi 2, 3 ve 4 hafta
inkiibasyon siirelerinde gelisme, Ozellikle 6 haftaya (17.2+1.7 mm) gore istatistiksel
anlamda 6nemli bir farklilikla ¢ok daha fazla bulunmustur. Bu bulguyla ayni1 dogrultuda
yaprak sayis1 bakimindan da en diisiik deger 6.1+0.2 adet/bitki ile 6 haftalik inkiibasyon
stiresinde kaydedilmistir. Bunun baslica nedeni, 6 haftalik inkiibasyon siiresi sonunda
seraya tasinan bitkilerin 4 haftalik gelisme periyodunun vejetasyon sonuna daha yakin
olmasidir (Cizelge 3.2). Yaprak sayisi bakimindan diger inkiibasyon siireleri arasindaki

farklilik ise 6nemsizdir (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).

Serada 4 haftalik gelisme periyodunun sonunda yaprak anatomisi incelenen bitkilerde
mezofil kalinlig1 yoniinden inkiibasyon stireleri arasindaki farklilik 6nemli bulunmamas,
ortalama deger 109.94+2.2 um olarak kaydedilmistir. Bu deger, bahge kosullarindaki ana
bitkinin (in vivo) yaprak mezofil kalinlig1 degerinin (201.5+17.1 um) yaklasik yarisi
kadardir. Kiitikul kalinlig1 ise 4, 5 ve 6 haftalik inkiibasyon siirelerinde 2.7+0.1 um ve
3.1£0.1 um ile 2 ve 3 haftalik inkiibasyon siirelerinden onemli diizeyde daha ytliksek
bulunmustur. Bu 6zelligin in vivo bitkilerin yapraklarinda 1um daha yiiksek oldugu
belirlenmigtir. Diger parametreler bakimindan inkiibasyon siireleri arasindaki farkliliklar
onemli bulunmamistir. Bu agamada inkiibasyon siirelerinin ortalamasi olarak epidermis
hiicre sayis1 132.2+6.4 adet/mm?, epidermis hiicre genisligi ve uzunlugu sirasiyla

16.0+£0.6 um ve 30.6£1.1 um olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.3, 4.4).
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Cizelge 4.2 ‘Viking’ aronya g¢esidinde farkli inkiibasyon siirelerinde ex vitro
koklendirilmis bitkilerin seraya tasindiktan 4 hafta sonra morfolojik,
yaprak anatomisi ve klorofil 6zellikleri (ortalama+standart hata)

Inkiibasyon Siiresi Bahcedeki
) ana bitkiden
Ozellik Ortalama P (in vivo)
2 hafta 3 hafta 4 hafta 5 hafta 6 hafta aliman
yapraklar

Canll(‘(lj};)oram 100.0£0.0 | 100.0£0.0 | 100.0£0.0 | 953+2.3 | 97.742.3 | 986+09 |0.07164 :
Bit(ki bC)WU 33.8+0.9 ab? 36.9+0.1 a [30.9+1.2ab| 29.044.6 b | 17.2+1.7 ¢ ] 0.001"" ;
mm

Yapraksayist| 721+0.1b | 8.3+0.1a | 85+0.4a | 8.0£0.1a | 6.1+0.2¢c . 0.000" .
(adet/bitki)

Mezofil
kahnh@ | 107.8+7.5 | 104.4+4.1 | 1054243 | 114.7+3.7 | 117.4+1.3 | 109.93+2.2 |0.25554- | 201.5%17.1
(m)
Kiitikul
kahnh@ | 2.5£0.1b | 24%0.1b |27+0.1ab | 3.1x0.1a | 3.1£0.1a - 0.005™ | 4.10.3
(um)

Epidermis
hiicre sayisi | 129.4£9.9 | 128.3+19.7 | 122.7+8.8 | 148.2425.5 | 132.746.6 | 132.246.4 |0.827%¢-| 80.7+4.8
(adet/mm?)

Epidermis
hiere | 150010 | 174419 | 164414 | 149418 | 155407 | 16.0+0.6 |0.783%¢ 18.6+1.0
genisligi
(um)
Epidermis
hicre 1 313,98 | 30.122.5 | 209429 | 30.9+4.1 | 30.9+1.1 | 30.6+1.1 |0.996%| 45.242.4
uzunlugu
(um)
Stoma

yogunlugu | 103.9£11.1 | 110.6+5.8 | 115.048.0 | 110.6£2.2 | 103.9+8.0 | 108.8+3.1 |0.806% | 112.8%13.3

(adet/mm?)

Stoma

genigligi | 22.4+1.8 | 242+1.1 | 24400 | 23.8402 | 25.1+1.0 | 24.0£0.5 |0.45754:| 24.5+0.9
(um)

Stoma

uzunlugu | 32.0+09 | 32305 | 30.9+1.8 | 32303 | 33.9:04 | 32.3+04 |0.364%¢| 37.7+0.6
(pm)

Stom?o/'or;deks' 445423 | 468+4.1 | 484426 | 43.6£41 | 439431 | 454+13 [0.8130¢| 57.0+1.5
Klorofila -, 5 2 25+0.01 2 140.02 6. 0.13+0.02
(malg) 0.26£0.03 | 0.29+0.05 | 0.25+0.01 | 0.37+0.05 | 0.38+0.02 | 0.31+0.02 |0.166%¢| 0.13+0.0
Klorofil b 1 5140.05 | 0.2040.01 | 0214003 | 0.23£0.03 | 0.2840.03 | 0.23£0.01 |0.44754 0.11+0.01
(malg) 210. 20=0. 21=0. 2320. 280. 230.01 |0. 1120.
Toplam
Klorofil | 0.47+0.08 | 0.49£0.05 | 0.43£0.02 | 0.60+£0.07 | 0.66+0.03 | 0.54+0.03 |0.136%¢| 0.23%0.02
(mg/g)

2Koklenme diizeyi, 1 = zayif, 2 = orta, 3 = iyi, 4 = ¢ok iyi.
b Duncan testine (P<0.05) gore her satirdaki aymi harflerin verildigi uygulamalar arasinda istatistiksel
anlamda 6nemli bir farklilik bulunmamaktadir.
4. F-testine gore farkliliklar istatistiksel anlamda dnemli degil, *: P < 0.05, ™: P < 0.01 ve ™™ P < 0.001

diizeyinde 6nemli.
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In vivo bitkilerin yapraklarindaki epidermis hiicre sayis1 (80.7+4.8 adet/mm?), seradaki
bitkilerin ortalama degerinin gerisinde, epidermis hiicre genisligi ve uzunlugu ise
tizerindedir. Seradaki bitkilerde yapraklarda stoma yogunlugu ortalama 108.8+3.1
adet/mm?, stoma genisligi ve uzunlugu sirasiyla 24.0£0.5 pm ve 32.3+0.4 pm, stoma
indeksi ise %45.4+1.3 olarak saptanmustir. In vivo bitkilerin yapraklarindaki stoma
yogunlugu (112.8+13.3 adet/mm?), seradaki bitkilerin ortalama degerine (108.8+3.1
adet/mm?) yakindir. In vivo bitkilerin yapraklarinda tespit edilmis stoma genisligi ve
uzunlugu degerleri de seradaki bitkilere benzerdir (Cizelge 4.2, Sekil 4.3, 4.4, 4.5).
Ancak in vivo bitkilerin stoma indeksi daha yiiksektir (%57.0+1.5) (Cizelge 4.2).

Serada 4 haftalik gelisme periyodunun sonunda klorofil miktar1 bakimindan da
inkiibasyon siireleri arasindaki farklilik énemli bulunmanustir. Inkiibasyon siirelerinin
ortalamasi olarak klorofil a, b ve toplam klorofil miktar1 sirasiyla 0.314+0.02 mg/g,
0.23+£0.01 mg/g ve 0.54+0.03 mg/g olarak kaydedilmistir. Bu degerler in vivo bitkilere
ait degerlerden yaklasik 2 kat daha yiiksektir (Cizelge 4.2).

4.2.2 ‘Viking’ aronya cesidinde serada bitkilerin vejetasyon sonundaki bulgular

Ex vitro kdklendirme agamasinda yiizen perlit yataginda mikro ¢eliklere uygulanmis olan
farkli inkiibasyon siirelerinin, serada vejetasyonun sonunda bitkilerde canlilik orani ve
gelisme Ozellikleri tizerine etkileri ¢izelge 4.3°de sunulmustur. Bitkilerin serada gelisme
periyodu boyunca kuruyan bitki olmadigi i¢in bu asamada da canlilik orani ortalama
%098.6 olarak kaydedilmistir. Bu bakimdan inkiibasyon siireleri arasindaki farkliliklar
onemli bulunmamistir. Diger 6zellikler bakimindan ise inkiibasyon stireleri arasindaki
farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemli olmus, en iyi sonuglar yiizen perlit yataginda en
kisa siire tutularak 2 haftalik inkiibasyon siiresinin sonunda seraya tasinmis olan
bitkilerden elde edilmistir. Bu bitkiler diger inkiibasyon siirelerine gore vejetasyon
sonuna kadar serada 14 hafta olarak daha uzun bir siire gelisme imkani1 bulmustur. En
diisiik degerler ise yiizen perlit yataginda en uzun siire tutularak 6 haftalik inkiibasyon
stiresinin sonunda seraya taginmis olan ve bu nedenle serada vejatasyon sonuna kadar

sadece 10 hafta gelisebilen bitkilerde belirlenmistir (Cizelge 3.2, 4.3, Sekil 4.6).
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Cizelge 4.3 “Viking’ aronya ¢esidinde farkli inkiibasyon siirelerinde ex vitro
koklendirilmis bitkilerin serada vejetasyon sonundaki bazi morfolojik
ozellikleri (ortalama+standart hata)

.. Inkiibasyon Siiresi
Ozellik Ortalama P
2 hafta 3 hafta 4 hafta 5 hafta 6 hafta
Canll(ltl)}{)oram 100.040.0 | 100.0£0.0 | 100.0£0.0 | 95.3+2.3 97.742.3 | 98.6£0.9 | (o715
0

Bit(ki bt;yu 108.9+4.6 22| 69.843.5b | 60.9+2.0b | 42.123.0¢c | 31.3x1.6d ) 0.000™**
mm

Gﬁ(vdec)apl 4.0+0.0a | 33#0.1b | 3.2+0.1b | 2.7%0.1c | 2.3+0.0d . 0.000"**
mm

Yas siirgiin agirhg1| (. 58+0.03 a | 0.35+0.01 b | 0.31£0.01 b | 0.18+0.02 ¢ | 0.12+0.01 d ) 0.000"*

(g/bitki)

Kuru siirgiin ok
agirhin 0.27+0.02 a | 0.1620.01 b | 0.14£0.01 b | 0.07+0.01 ¢ | 0.05+0.00 ¢ ) 0.000
(g/bitki)

Yas(ki/itl:_tzllgl)rllgl 2.02£0.03a | 1.61+0.11 b | 1.35+0.08 ¢ | 0.86+0.08 d | 0.55+0.04 e i 0.000*
g/bitki

Kurltl;glfﬂz%lrhél 0.41+0.02a | 0.31£0.01 b | 0.26+0.01 ¢ | 0.16+0.02d | 0.11+0.01 e B 0.000™*
g/bitki

2Duncan testine (P<0.05) gore her satirda ayni harflerin verildigi uygulamalar arasinda istatistiksel anlamda
o6nemli bir farklilik bulunmamaktadir.

4. F-testine gore farkliliklar istatistiksel anlamda onemli degil, ™

*kk |

P <0.001 diizeyinde 6nemli.

Sekil 4.6 “Viking’ aronya ¢esidinde yiizen perlit yataginda farkli inkiibasyon siirelerinde
ex vitro koklendirilmis bitkilerin serada vejetasyon sonundaki goriintimleri
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Ex vitro koklendirme asamasinda inkiibasyon siiresi 2 hafta olan bitkilerde vejetasyon
sonunda kaydedilen bitki boyu degeri (108.9+4.6 mm), inkiibasyon siireleri 3 hafta
(69.8+3.5 mm) ve 4 hafta (60.9+£2.0 mm) olan bitkilerden sirasiyla 1.6 ve 1.8 kat daha
fazladir. Bu bitkilerin sera kosullarinda vejetasyon sonuna kadar gelisme siireleri sirasiyla
13 ve 12 haftadir (Cizelge 3.2). Bitki boyu bakimindan 6nemli diizeyde en diisiik degerler
inkiibasyon siireleri 5 hafta (42.1£3.0 mm) ve 6 hafta (31.3+£1.6 mm) olan bitkilerde
saptanmustir (Cizelge 4.3, Sekil 4.6). Govde ¢ap1 bakimindan da istatistiksel anlamda
onemli bir farklilik ile en yiiksek deger, inkiibasyon siiresi 2 hafta olan bitkilerde 4.0+0.1
mm olarak belirlenmistir. Inkiibasyon siireleri 3 hafta (3.3+0.1 mm) ve 4 hafta (3.2+0.1
mm) olan bitkiler bu bakimdan benzer sonuglara sahip olmustur. Govde ¢ap1 bakimindan
da 6nemli diizeyde en diisiik degerler inkiibasyon siireleri 5 hafta (2.7+0.1 mm) ve 6 hafta
(2.3+£0.1 mm) olan bitkilerde kaydedilmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.6). Bitki boyu ve govde
cap1 degerlerinin bir yansimasi olarak vejetasyon sonunda bitki basina kaydedilen en
yiiksek yas siirgiin agirligi (0.58+0.03 g) ve kuru siirglin agirlig: (0.27+0.02 g) degerleri
yine istatistiksel anlamda 6nemli bir farklilikla inkiibasyon siiresi 2 hafta olan bitkilerde
belirlenmistir. Bu bakimdan en diisiik degerler inkiibasyon siiresi 5 hafta ve 6 hafta olan
bitkilerde saptanmistir (Cizelge 4.3). Diger inkiibasyon siirelerine gore inkiibasyon siiresi
2 hafta olan bitkilerde yas siirglin agirhigi 1.7-4.8 kat, kuru siirgiin agirligi 1.7-5.4 kat
daha yiiksektir (Sekil 4.3). Inkiibasyon siiresi 2 hafta olan bitkiler, bitki bagma 2.02+0.03
g yas kok agirhigr ve 0.41+0.02 g kuru kok agirligr ile bu bakimdan da diger inkiibasyon
stirelerinden 1.2-3.7 kat daha yiiksek degerlere sahip olmustur (Cizelge 4.3).

4.3 ‘Nero’> Aronya Cesidinde Yiizen Perlit Yataginda Farkh Inkiibasyon
Siirelerinde Ex Vitro Koklendirme ve Es Zamanh Dis Kosullara Ahstirma

Asamasindaki Bulgular

‘Nero’ ¢esidinde yiizen perlit yataginda inkiibasyon siirelerinin, mikro ¢eliklerde ex vitro

koklenme oran1 ve koklenme diizeyi iizerine etkileri ¢izelge 4.4’de sunulmustur.
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Cizelge 4.4 ‘Nero’ aronya gesidinde yiizen perlit yataginda farkli inkiibasyon siirelerinde
ex vitro koklendirilmis mikro c¢eliklerin bu asamada koklenme, yaprak
anatomisi ve klorofil 6zellikleri (ortalama+standart hata)

Ozellik

Inkiibasyon Siiresi

2 hafta

3 hafta

4 hafta

5 hafta

6 hafta

Ortalama

\‘l:ﬁltiirlerden

in vitro

linan mikro
siirgiin
yapraklari

Koklenme
orani
(%)

81.4+6.2 bP

89.0+£2.4 ab

952422 a

957423 a

96.0+1.4 a

0.027"

Koklenme
diizeyi
(1-4)2

1.9+0.1d

2.3+0.1c

3.0£0.1 b

3.2+0.1 b

3.3+0.1a

0.000™"

Yaprak

mezofil

kalinhig1
(nm)

76.7£6.0 C

89.0+4.1¢c

102.9+1.3 b

108.5+4.7 b

121.6+2.2 a

0.001™"

61.7+4.1

Kiitikul
kalinhig1

(pm)

1.1#0.3 c

1.8+0.4 bc

2.1+0.3 ab

2.4+0.1 ab

2.740.1 a

0.013"

0.7+0.1

Epidermis
hiicre sayis1
(adet/mm?)

200.1+16.5 &

160.3+6.7 ab

141.54£249 b

122.7£11.6 b

118.3+6.7b

0.018"

221.1+14.5

Epidermis
hiicre
genisligi
(um)

14.8£1.5

16.1+0.3

17.2+1.6

16.1+1.2

18.3+1.0

15.6+0.7

03900d

10.9+0.5

Epidermis
hiicre
uzunlugu
(um)

20.142.5b

26.5+2.2 ab

354+4.0 a

29.5£3.5ab

354+29a

0.027"

16.5+0.5

Stoma
yogunlugu
(adet/mm?)

176.9+£21.1

150.4+2.2

154.8+15.5

128.3+11.7

137.1+13.5

165.5+11.7

0.2226":1'

245.5+38.3

Stoma
genisligi
(pm)

25.0+1.1

26.5+0.1

26.3+0.5

26.1+0.7

25.5+1.4

25.8+0.3

07340d

25.6+0.6

Stoma
uzunlugu

(um)

29.6+0.9

33.6+0.7

33.3+04

33.1£1.3

34.1+1.4

31.8+0.7

0.068ﬁ.d.

27.4+1.3

Stoma indeksi
(%)

46.8+3.3

48.4+0.8

52.7+6.6

51.1£1.9

53.5+¢1.8

50.8+1.4

0.6425.d.

50.6£1.2

Klorofil a
(mg/g)

0.20+0.04

0.22+0.02

0.16+0.03

0.19+0.05

0.21+0.01

0.20+0.01

0.687%

0.21+0.01

Klorofil b
(mg/g)

0.16+0.04

0.12+0.01

0.09+0.01

0.12+0.02

0.13+0.01

0.12+0.01

01670d

0.11+0.01

Toplam
klorofil

(mg/g)

0.34+0.04

0.31+0.02

0.25+0.04

0.31+0.07

0.34+0.02

0.31+0.02

05280d

0.32+0.02

2Koklenme diizeyi, 1 = zayif, 2 = orta, 3 = iyi, 4 = ¢ok iyi.
b Duncan testine (P<0.05) gore her satirdaki aymi harflerin verildigi uygulamalar arasinda istatistiksel
anlamda 6nemli bir farklilik bulunmamaktadir.
4. F-testine gore farkliliklar istatistiksel anlamda dnemli degil, *: P < 0.05, ™: P < 0.01 ve ™™ P < 0.001
diizeyinde 6nemli.
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Ex vitro koklenme oraninin inkiibasyon siirelerine gore %81.4 ile %96.0 arasinda
belirlendigi caligmada inkiibasyon siireleri arasindaki farklilik istatistiksel anlamda
onemli bulunmustur. Istatistiksel olarak en yiiksek koklenme oranlari (%89.0-%96.0) 3,
4, 5 ve 6 haftalik inkiibasyon siirelerinde belirlenmistir. En diisiik koklenme orani ise
%81.4 ile 2 haftalik inkiibasyon siiresinde kaydedilmistir. Bununla birlikte koklenme
orani bakimindan 2 ve 3 haftalik inkiibasyon siireleri ayni istatistik grupta yer almistir.
Koklenme diizeyi (1-4) ise inkiibasyon siiresi 6 hafta olan mikro ¢eliklerde 3.3+0.1 ile
onemli bir farklilikla en yiiksek bulunmustur. Inkiibasyon siiresi 2 hafta olan mikro
celikler ise 1.9+0.1 ile en diisiik degere sahip olmustur. Inkiibasyon siiresinin ilerlemesi
ile birlikte koklenme diizeyi artis gostermis, 3 hafta (2.3+0.1), 4 hafta (3.0+0.1) ve 5 hafta
(3.2+0.1) inkiibasyon siirelerinde 2 ve 6 haftalik inkiibasyon siirelerinin degerleri arasinda

belirlenmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.7, 4.8).

'NERO' CESIDINDE EX VITRO KOKLENME ORANI VE
KOKLENME DUZEY1

=
=100 4 5
< £
580 35
3 60 H
o 22
540 N
2 20 3
H=] L
0 0

2 hafta 3 hafta 4 hafta 5 hafta 6 hafta

=== Kiklenme oram (%)

Kiklenme diizeyi (1- 4)

Sekil 4.7 ‘Nero’ aronya gesidinde yiizen perlit yataginda farkli inkiibasyon siirelerinde
mikro ¢eliklerde ex vitro koklenme orani ve koklenme diizeyi

‘Nero’ aronya ¢esidinde ex vitro koklendirilmis ve es zamanl dis kosullara alistirilmis
mikro celiklerin yaprak anatomisi ile ilgili 6zellikleri incelendiginde mezofil ve kiitikul
kalinliklari, epidermis hiicre sayist ve uzunlugu bakimindan inkiibasyon siireleri

arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda dnemli bulunmustur (Cizelge 4.4, Sekil 4.9).
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Yiizen Perlit Yatagindan Ex Vitro

Koklendirilmis Mikro Celikler Serada 4 Hafta Gelistirilmis Bitkiler

2 Haftahk inkiibasyon Siiresi

P

Siiresi

Sekil 4.8 ‘Nero’ aronya ¢esidinde yiizen perlit yataginda farkli inkiibasyon siirelerinde ex
vitro koklendirilmis mikro ¢eliklerin ve sera kosullarinda 4 hafta gelismis
bitkilerin gériintimii
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'NERO' CESIDINDE YAPRAK MEZOFIiL KALINLIGI VE
KUTIiKUL KALINLIGI

7 200 5
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invitro 2hafta 3hafta 4hafta Shafta 6 hafta  lInvive

=== Yaprak mezofil kalinhg (um) (Yiizen perlit yatagi) === Yaprak mezofil kalinh$ (um) (Serada 4 hafta sonra)
s Kliitikul kalmhg (pm) (Yiizen perlit yatagr) Kiitikul kalinhig: (pm) (Serada 4 hafta sonra)

‘NERO' CESIDINDE EPIDERMIS HUCRE OZELLIKLERI

250 45
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-
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£ E
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B
=
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In vitro 2 hafta 3 hafta 4 hafta 5 hafta 6 hafta In vive
=== Eppidermis hiicre sy (ademm?) (Yizen pedit vatais) === Epidermis kicre sayn (ade/mn) (Sermda 4 hafia somm)
—— Epidermis buers uzmluzu (jm) (Vizen perlit yatazi) Epidermis hitere namlugu (1os) (Serada 4 hafta sonra)
'NERO'CESIDINDE STOMA OZELLIiKLERI
35 250 @
=]
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in vitro 2 hafta 3 hafta 4 hafta S hafta 6 hafta in vivo
=== Stoma yogunlugu (adet/mm?2) (Yiizen perlit yataginda) === Stoma yogunlugu (adet/mm2) (Serada 4 hafta sonra)
== Stoma uzunlugu (um) (Yiizen perlit yataginda) Stoma uzunlugu (pm) (Serada 4 hafta sonra)

Sekil 4.9 ‘Nero’ aronya ¢esidinde yiizen perlit yataginda farkl inkiibasyon siirelerinde ex
vitro koklendirilmis mikro ¢eliklerin ve sera kosullarinda 4 hafta gelistirilmis
bitkilerin, in vitro mikro siirglin ve in vivo ana bitki yapraklari ile birlikte baz1
yaprak anatomik 6zelliklerindeki degisim
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Yaprak mezofil kalinlig1 bakimindan en yiiksek deger 121.6+2.2 um ile inkiibasyon
siiresi 6 hafta olan mikro celiklerde belirlenmistir. inkiibasyon siiresi kisaldik¢a bu
degerde de diisiis meydana gelmistir. En diisiik mezofil kalinlik degerleri 2 hafta
(76.7£6.0 um) ve 3 hafta (89.0+4.1 um) siireyle ylizen perlit yataginda ex vitro
koklendirilmis mikro celiklerin yapraklarinda kaydedilmistir. Kiitikul kalinlig
bakimindan da en diisiik degerler inkiibasyon siiresi 2 hafta (1.1£0.3 pm) ve 3 hafta
(1.8+£0.4 um) olan mikro ¢eliklerde saptanmistir. Bu bakimdan en yiiksek degerler 4, 5
ve 6 haftalik inkiibasyon siirelerinde kaydedilmistir. Bu haftalarda kiitikul kalinlig
2.14£0.3 um ile 2.7+0.1 pm arasinda degismistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.9, 4.10).

Ex vitro koklendirilmis mikro c¢eliklerin yapraklarinda epidermis hiicre sayisi ise
istatistiksel anlamda 6nemli bir farklilikla en yiiksek 2 haftalik (200.1£16.5 adet/mm?) ve
3 haftalik (160.3+6.7 adet/mm?) inkiibasyon siirelerinde tespit edilmistir. Daha uzun
inkiibasyon siirelerinde epidermis hiicre sayisi giderek azalmis, ancak tiim degerler ayni
istatistik grup igerisinde yer almistir. Epidermis hiicre genisligi bakimindan inkiibasyon
siireleri arasindaki farklilik 6nemli bulunmamustir. Inkiibasyon siirelerinin ortalamasi
olarak epidermis hiicre genigligi 15.6+0.7 pum’dir. Epidermis hiicrelerinin uzunluk
degerler1 arasindaki farklilik ise istatistiksel anlamda 6nemli olmustur. En diisiik
epidermis hiicre uzunlugu, inkiibasyon siiresi 2 hafta (20.1£2.5 pm) ve 3 hafta (26.5+£2.2
um) olan mikro geliklerde belirlenmistir. Istatistiksel anlamda benzer olarak 3. haftadan
itibaren uzunluk degerlerinde artis kaydedilmis ve 35.4+2.9 um’ye kadar ulagmstir. In
vitro kiiltiirlerden alinan mikro siirgiinlerde epidermis hiicre sayis1 221.1+14.5 adet/mm?,
epidermis hiicre genisligi 10.9+£0.5 um ve uzunlugu 16.5+£0.5 um’dir. Bu degerler in vitro
siirglinlerde yaprak epidermis hiicrelerinin, ex vitro koklendirilmis ve ayni zamanda
inkiibasyon siirelerine gore farkli seviyelerde dis kosullara alismis mikro celiklerin
yapraklarina gore daha kii¢iik ve bu nedenle birim alandaki sayisinin daha yiiksek
olduguna isaret etmektedir (Cizelge 4.4, Sekil 4.9, 4.10). Yiizen perlit yataginda farkl
inkiibasyon siirelerinde ex vitro koklendirilmis mikro ¢eliklerin yapraklarinda stoma
ozellikleri bakimindan inkiibasyon siireleri arasinda istatistiksel anlamda bir farklilik
bulunmamistir. Inkiibasyon siirelerinin ortalamasi olarak stoma yogunlugu 165.5+11.7
adet/mm?, stoma genisligi 25.8+0.3 um, uzunlugu 31.8+0.7 pm ve indeksi %50.8+1.4
olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.9, 4.11).
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in Vitro Mikro Siirgiin Yaprag in Vivo Ana Bitki Yaprag

2 Haftahk inkiibasyon Siiresi 3 Haftalik inkiibasyon Siiresi
Yiizen perlit yatag: Sera Yiizen perlit yatag:

4

4 Haftalik inkiibasyon Siiresi
Yiizen perlit yatagi Sera

6 Haftahk inkiibasyon Siiresi
Yiizen perlit yatag: Sera

Sekil 4.10 ‘Nero’ aronya ¢esidinde yiizen perlit yataginda farkli inkiibasyon siirelerinde
ex vitro koklendirilmis mikro celiklerin ve sera kosullarinda 4 hafta
gelistirilmis bitkilerin, in vitro mikro siirgiin ve in vivo ana bitki yapraklarinin
enine kesitlerinde dokularm goriiniimii (40x). UK-iist kiitikiil, AK-alt kiitikul,
UE-iist epidermis, AE-alt epidermis, MZ-mezofil, PP-palizat parankimasi, SP-
slinger parankimasi
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in Vitro Mikro Siirgiin Yaprag in Vivo Ana Bitki Yaprag

i .

2 Haftalik inkiibasyon Siiresi 3 Haftalik inkiibasyon Siiresi
Sera Yiizen perlit yatag: Sera

Yiizen perlit yatag:

4 Haftalik Inkiibasyon Siiresi 5 Haftalik inkiibasyon Siiresi
Yiizen perlit yatag: Sera Yiizen perlit yatag: Sera

6 Haftahk inkiibasyon Siiresi
Yiizen perlit yatag: Sera

Sekil 4.11 ‘Nero’ aronya ¢esidinde yiizen perlit yataginda farkli inkiibasyon siirelerinde
ex vitro koklendirilmis mikro c¢eliklerin ve sera kosullarinda 4 hafta
gelistirilmis bitkilerin, in vitro mikro siirgilin ve in vivo ana bitki yapraklarinda
stomalarin gortintimii (40X)

Dis kosullara aligmanin bir sonucu olarak ex vitro koklendirilmis mikro ¢eliklerin
yapraklarinda ortalama stoma yogunlugu (ortalama 165.5+11.7 adet/mm?), in vitro mikro
siirgiinlerin yapraklarinin stoma yogunluk degerinden (245.5+38.3 adet/ mm?) 1.5 kat
daha azdir (Sekil 4.9, 4.11). Bununla birlikte stoma genisligi ile stoma indeksi degerleri
birbirine yakindir (Cizelge 4.4).
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Klorofil degerleri bakimindan ex vitro koklendirmis bitkilerde inkiibasyon siireleri
arasindaki farklhilik istatistiksel anlamda ©nemli degildir. Inkiibasyon siirelerinin
ortalamasi olarak klorofil a 0.20+0.01 mg/g, klorofil b 0.12+0.01 mg/g ve toplam klorofil
0.31+0.02 mg/g’dir. Bu degerler, in vitro mikro siirgiinlerin yapraklarina ait degerler ile
yakindir (Cizelge 4.4).

4.4 ‘Nero’ Aronya Cesidinde Bitkilerin Serada Biiyiime ve Gelismesi Asamasindaki

Bulgular:

4.4.1 ‘Nero’ aronya cesidinde ex vitro koklendirmeden sonra sera kosullarinda 4

hafta gelistirilmis bitkilere ait bulgular

‘Nero’ aronya cesidinde ex vitro koklendirme asamasinda uygulanan inkiibasyon
siirelerinin seraya tasindiktan 4 hafta sonra bitkilerin canlilik oranlari iizerine etkisi
istatistiksel anlamda 6nemli bulunmamis ve ortalama canlilik orant %96.7 olarak
kaydedilmistir. Bununla birlikte bitki boyu ve yaprak sayist bakimindan inkiibasyon
stireleri arasindaki farklilik dnemli olmus ve ex vitro kdklenme asamasindaki inkiibasyon
stiresi 2, 3, 4, 5 hafta olan bitkilerde bu 6zellikler genellikle 6 haftalik inkiibasyon
siresinden daha yiiksek belirlenmistir. Bitki boyu inkiibasyon siiresi 6 hafta olan
bitkilerde 15.3+1.6 mm olarak Olgiiliirken, digerlerinde bu deger 31.0+1.8 mm ile
34.9+1.9 mm arasinda belirlenmistir (Cizelge 4.5). Bitki basina yaprak sayis1 bakimidan
onemli diizeyde bir farklilikla en yiiksek deger ex vitro koklendirme asamasinda
inkiibasyon siiresi 4 hafta olan bitkilerde 8.840.1 adet/bitki olarak saptanmistir. Bunu,
8.2+0.1 adet/bitki yaprak sayisi ile 3 ve 5 hafta uygulamalar1 izlemistir. En diisiik yaprak
sayist inkiibasyon siiresi 6 hafta olan bitkilerde (5.9+0.1 adet/bitki) belirlenmistir (Cizelge
4.5). “Viking’ ¢esidinde oldugu gibi ‘Nero’ ¢esidinde de 6 haftalik inkiibasyon siiresi
sonunda seraya taginan bitkilerin 4 haftalik gelisme periyodunun vejetasyon sonuna daha
yakin olmasi (Cizelge 3.2) nedeniyle bitki boyu ve yaprak sayisi, diger inkiibasyon

stirelerinin degerlerinin gerisinde kalmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.8).
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Cizelge 4.5 ‘Nero’ aronya ¢esidinde farkli inkiibasyon siirelerinde ex vitro koklendirilmis
bitkilerin seraya tagindiktan 4 hafta sonra morfolojik, yaprak anatomisi ve
klorofil 6zellikleri (ortalama+standart hata)

Ozellik

Inkiibasyon Siiresi

2 hafta

3 hafta

4 hafta

5 hafta

6 hafta

Ortalama

Bahgedeki
ana bitkiden
(in vivo)
alinan
yapraklar

Canhlik oram
(%)

97.3+£2.7

100.0+0.0

95.3+2.3

97.7£2.3

93.3+3.8

96.7+2.2

0.483%4-

Bitki boyu
(mm)

31.0+1.8 a?

349+19a

32.5+0.5a

33.2+13a

15.3+1.6 b

0.000"*

Yaprak sayisi
(adet/bitki)

7.6+0.1 ¢

8.2+0.1 b

8.8+0.1 a

8.2+0.1 b

5.9+0.1d

0.000"*

Mezofil
kalinhig

(um)

109.2+5.9

103.3£5.3

112.5+4.1

113.9+9.8

113.8+4.8

110.6£2.6

0.7388-d-

198.3+5.6

Kiitikul
kalinhig1

(um)

2.44+0.0

2.6+0.2

2.940.2

3.0+0.2

3.1+0.2

2.8+0.1

0.093%4¢-

4.4+04

Epidermis
hiicre sayis1
(adet/mm?)

133.7433.3

139.3+23.0

136.0+12.0

128.3£5.8

110.6£5.8

129.6+7.8

0.839%4-

97.3+2.2

Epidermis
hiicre
genisligi
(wm)

16.2+3.2

14.8+0.89

15.4+1.4

18.3+2.6

19.1+0.9

16.8+0.9

0.5444.

19.3+2.2

Epidermis
hiicre
uzunlugu
(um)

31.2+4.8

28.5+2.0

27.7+.0.7

32.2+1.9

33.5+0.6

30.6£1.1

0.463%¢-

41.6+£2.8

Stoma
yogunlugu
(adet/mm?)

112.8+10.1

97.3+5.8

112.8+10.1

117.2+8.0

128.3+15.5

113.7+4.7

0.39284-

150.4+9.6

Stoma
genisligi
(pm)

25.5+0.4

25.6+0.8

25.9+0.8

25.2+0.9

25.7+0.2

25.6+0.3

0.953%4-

25.0+06

Stoma
uzunlugu
(wm)

33.7+0.8

34.0+£0.5

33.5+0.7

33.6+0.8

32.4+0.6

33.4+0.3

0.570%4-

35.3£1.6

Stoma indeksi
(%0)

47.144.1

41.844.1

454443

47.7+£2.4

53.4+4.0

47.1£1.8

0.371%4-

60.6+2.0

Klorofil a
(mg/g)

0.14+0.03 ¢

0.25+0.01 b

0.32+0.04 b

0.41+0.01 a

0.43+0.03 a

0.000™"

0.13+0.01

Klorofil b
(mg/g)

0.09+0.01 d

0.17+0.01 cd

0.20+0.02 bc

0.33+£0.06 a

0.29+0.01 ab

0.002™

0.10+0.01

Toplam
klorofil

(mg/g)

0.23+0.03 ¢

0.43+£0.02 b

0.52+0.06 b

0.64+0.04 a

0.72+0.04 a

0.000™"

0.23+0.02

2Koklenme diizeyi, 1 = zayif, 2 = orta, 3 = iyi, 4 = ¢ok iyi.
b Duncan testine (P<0.05) gore her satirdaki aymi harflerin verildigi uygulamalar arasinda istatistiksel
anlamda 6nemli bir farklilik bulunmamaktadir.
4. F-testine gore farkliliklar istatistiksel anlamda dnemli degil, *: P < 0.05, ™: P < 0.01 ve ™™ P < 0.001
diizeyinde 6nemli.
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‘Nero’ aronya ¢esidinde serada 4 haftalik gelisme periyodunun sonunda bitkilerin yaprak
anatomisi Ozellikleri iizerine ex vitro koklendirme asamasinda uygulanan inkiibasyon
siirelerinin etkileri istatistiksel anlamda énemsiz bulunmustur (Cizelge 4.5). Inkiibasyon
siirelerinin ortalamasi olarak bu asamada bitkilerde yaprak mezofil kalinlig1 110.6+2.6
um, kiitikul kalinlig1 ise 2.84+0.1 pm’dir. Bahge kosullarindaki ana bitkiden (in vivo)
alinan yapraklarda bu degerler sirasiyla 198.3£5.6 um ve 4.4+0.4 um olarak 1.8 ve 1.6
kat daha fazladir (Cizelge 4.5, Sekil 4.9, 4.10). Serada 4. haftanin sonunda bitkilerin
yapraklarinda belirlenen ortalama epidermis hiicre sayis1 (129.6+7.8 adet/mm?), in vivo
bitkilerin yapraklarinda saptanan degerden (97.3+2.2 adet/mm?) daha yiiksektir. Bunun
nedeni ortalama epidermis hiicre genisligi (16.8£0.9 um) ve uzunlugu (30.6+1.1 pm)
degerlerinin in vivo bitkilerin yapraklarinda belirlenmis olan degerlerden daha diisiik
olmasidir. In vivo bitkilerde bu degerler sirasiyla 19.3+2.2 um ve 41.6+2.8 um’dur
(Cizelge 4.5, Sekil 4.9, 4.10). Seradaki bitkilerde 4 hafta sonra yapraklarda stoma
yogunlugu inkiibasyon siirelerinin ortalamasi olarak 113.7+4.7 adet/mm?, stoma genisligi
ve uzunlugu sirasiyla 25.6+0.3 um ve 33.4+0.3 um, stoma indeksi ise %47.1+1.8 olarak
belirlenmistir. Bu asamada stoma boyutlar1 yoniinden seradaki bitkilerin ve in vivo
bitkilerin yapraklarinda kaydedilen degerler birbirine yakindir. Bununla birlikte in vivo
bitkilerin stoma yogunlugu (150.4+9.6 adet/mm?) ve stoma indeksi degerleri
(%60.6+2.0), seradaki bitkilerin bu degerlerinden (113.7+4.7 adet/mm? ve %47.1) daha
yiiksektir (Cizelge 4.5, Sekil 4.9, 4.11).

‘Nero’ aronya ¢esidinde serada 4 haftalik gelisme periyodunun sonunda klorofil kapsami
tizerine ex vitro koklendirme asamasinda uygulanan inkiibasyon siirelerinin etkileri
istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur. Klorofil a, b ve toplam klorofil bakimindan en
yiiksek degerler inkiibasyon siiresi 5 ve 6 hafta olan bitkilerde, en diisiik degerler ise
genellikle 2 hafta olan bitkilerde kaydedilmistir. En yiiksek klorofil a miktart 0.41+0.01
ve 0.43+0.03 mg/g, klorofil b miktar1 0.33+£0.06 ve 0.29+0.01 mg/g ve toplam klorofil
miktar1 0.6440.04 ve 0.72+0.04 mg/g’dir. En diisiik klorofil a miktart 0.14+0.03 mg/g,
Klorofil b miktar1 0.09+0.01 ve 0.17+£0.01 mg/g, toplam klorofil miktar1 0.23+0.03
mg/g’dir. In vivo bitkilerin yapraklarinda belirlenen klorofil a (0.13+0.01 mg/g), klorofil
b (0.10+£0.01 mg/g) ve toplam klorofil (0.23+0.02 mg/g) miktarlari, seradaki bitkilerden
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genellikle diisiiktiir. Bu degerler inkiibasyon siiresi 2 hafta olan seradaki bitkilerin diisiik
Klorofil miktarina yakindir (Cizelge 4.5).

4.4.2 ‘Nero’ aronya cesidinde serada bitkilerin vejetasyon sonundaki bulgular:

Ex vitro koklendirme asamasinda ‘Nero’ ¢esidinin mikro c¢eliklerine yiizen perlit
yataginda uygulanan farkli inkiibasyon siirelerinin serada vejetasyonun sonunda
bitkilerin canlilik oram1 ve bitki gelisme ozellikleri iizerine etkileri cizelge 4.6’da

sunulmustur.

Cizelge 4.6 ‘Nero’ aronya ¢esidinde farkl inkiibasyon siirelerinde ex vitro koklendirilmis
bitkilerin serada vejetasyon sonundaki bazi morfolojik ozellikleri
(ortalama+standart hata)

. Inkiibasyon Siiresi
Ozellik Ortalama P
2 hafta 3 hafta 4 hafta 5 hafta 6 hafta
C““"('%"m“‘ 973227 | 100.0£0.0 | 95323 | 97723 | 933238 | 96.742.2 | 0.0715¢
B't(fr'"tr’]‘)’y“ 106.9+4.7 a%| 80.242.4b | 57.5:2.8¢ | 43.8+1.1d | 32.0:1.5¢e - 0.000™"
G"(Vr‘ri]‘in*;ap‘ 39+0.1a | 3.3£02b | 3.1+0.1bc | 2.8:0.1¢c | 2.1£02d - 0.000"
Yass‘(‘g;gb“i;‘k?)‘s’"hg‘ 0.530.04 a | 0.41£0.02b | 0.29£0.01 ¢ | 0.20£0.01d | 0.12:001e | - | 0.000™
Kuru siirgiin -
agirhg 0.25+0.01a | 0.18+0.01 b | 0.13+0.01 ¢ | 0.09+0.01 d | 0.06+0.01 e - 0.000
(g/bitki)
Ya?(';‘/’l')‘it“‘lg‘)r"g‘ 1.8920.04 a | 1.55£0.07b | 1.15£0.04¢ | 0.87£0.07d | 0.38£0.06e | - | 0.0007
K“r“«;‘t’)'i‘t;‘%‘“‘g‘ 0.38£0.01 a | 0.31£0.01 b | 023£0.01 ¢ | 0.16£0.01 d | 0.07:001¢ | - | 00007

2Duncan testine (P<0.05) gore her satirda ayni harflerin verildigi uygulamalar arasinda istatistiksel anlamda
6nemli bir farklilik bulunmamaktadir.
4. F-testine gore farkliliklar istatistiksel anlamda énemli degil,

*xk

: P <0.001 diizeyinde 6nemli.

Serada vejetasyon sonunda bitkilerde canlilik orani1 bakimindan ex vitro koklendirme
asamasindaki inkiibasyon siireleri arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamda 6nemli
bulunmamis ve ortalama %96.7 olarak belirlenmistir. Bitki biiylime ve gelismesi ile ilgili
diger ozelliklerde ise inkiibasyon siireleri arasindaki farkliliklar istatistiksel bakimdan
onemli bulunmustur. Bu 6zellikler bakimindan serada vejetasyon sonuna kadar 14 hafta
gelisme imkani bulmus olan 2 haftalik inkiibasyon siiresindeki bitkiler en yiiksek
degerlere sahip olurken, serada 10 hafta gelisebilen 6 haftalik inkiibasyon stiresindeki

bitkilerde en diisiik degerler kaydedilmistir (Cizelge 3.2 ve 4.6, Sekil 4.12).
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. 2 HAFTA 3 HAFTA 4 HAFTA SHAFTA CH_U"I"t

Sekil 4.12 ‘Nero’ aronya ¢esidinde yiizen perlit yataginda farkli inkiibasyon siirelerinde
ex vitro koklendirilmis bitkilerin serada vejetasyon sonundaki goriintimleri

Caligmada bitki boyu bakimindan en yiiksek deger 106.9+4.7 mm ile 2 haftalik
inkiibasyon stiresinde belirlenirken bunu 80.2+2.4 mm ile 3 haftalik inkiibasyon siiresi
izlemigtir. En digik deger ise 32.0£1.5 mm ile 6 haftalik inkiibasyon siiresinde
saptanmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.12). Govde ¢ap1 bakimindan da istatistiksel anlamda
onemli bir farklilik ile en yiiksek deger, inkiibasyon siiresi 2 hafta olan bitkilerde 3.9+0.1
mm olarak kaydedilmistir. Inkiibasyon siireleri 3 hafta (3.3£0.2 mm) ve 4 hafta (3.10.1
mm) olan bitkilerde istatistiksel anlamda benzer sonuglar alinmistir. En diisiik gévde ¢ap1
degeri inkiibasyon siiresi 6 hafta olan bitkilerde 2.14+0.2 mm olarak ol¢iilmiistiir (Cizelge
4.6, Sekil 4.12). Bitki basina en yiiksek yas siirgiin (0.53+0.04 g) ve kuru siirgiin
(0.25+0.01 g) agirlik degerleri ise inkiibasyon siiresi 2 hafta olan bitkilerde
kaydedilmistir. En diisiik degerler ise 0.12+0.01 g yas ve 0.06+0.01 g kuru siirgiin
agirliklar ile inkiibasyon siiresi 6 hafta olan bitkilerde saptanmistir (Cizelge 4.6). Yas ve
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kuru kok agirhigr degerlerinde de benzer durum ortaya ¢ikmis ve inkiibasyon siiresi 2
hafta olan bitkiler, 1.89+0.04 g/bitki yas kok ve 0.38+0.01 g/bitki kuru kok agirliklart ile
en yiiksek degerlere sahip olmustur. En diisiik degerlerin belirlendigi 6 haftalik
inkiibasyon siiresinde bitki basina yas ve kuru kok agirliklar sirasiyla 0.38+0.06 g ve
0.07+0.01 g’dir. Diger inkiibasyon siirelerinde bu degerler inkiibasyon siiresinin artmasi
ile birlikte bu iki deger arasinda diizenli olarak azalis sergilemistir (Cizelge 4.6). Bu
durum, inkiibasyon siiresi 2, 3, 4, 5 ve 6 hafta olan bitkilerin sera kosullarinda vejetasyon
sonuna kadar gelisme siirelerinin sirasiyla 14, 13, 12, 11 ve 10 hafta olarak giderek

azalmasinin bir sonucudur (Cizelge 3.2).
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5. TARTISMA VE SONUC

Antioksidan ve polifenoller basta olmak iizere birgok biyoaktif bilesen yoniiyle zengin
bir meyve tiirii olan aronya, hastaliklarin tedavisinde yardimei etkileri nedeniyle tibbi
bitkiler grubuna dahil edilmis degerli bir meyve tiiriidiir (Borowska ve Brzoska 2016,
Szopa vd. 2017, Jurikova vd. 2017, Jurendic ve Scetar 2021, Negreanu-Pirjol vd. 2023).
Bu meyve tiirtinde kiiltiir ¢esitleri, apomiktik tohumla genetik agilim olmadan ve
kolaylikla ¢ogaltilabilmekte ise de bitkilerde verimsiz gecen genglik donemi uzadigi ve
tirtin verme donemi geciktigi i¢in bitki tiretiminde tohumla gogaltim yerine diger vejetatif
cogaltim yontemleri Onerilmektedir (Brand 2010, Leonard vd. 2013, Sun vd. 2018,
Mahoney vd. 2019). Vejetatif yontemlerden birisi olan mikrogogaltim giiniimiizde
aronyada fidan tiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir (Litwinczuk 2013, Brand 2017,
Imrak vd. 2021, Coskun 2024). Aronyanin mikrogogaltimimda mikro siirgiinler in vitro
kosullarda basariyla koklendirilebilmekte ise de (Litwinczuk 2002, Kwak vd. 2015,
Petrova vd. 2019, Imrak vd. 2021, Jakab vd. 2022, Demirel vd. 2023, Nas vd. 2025) daha
sonra in vitro bitkiciklerin aklimatizasyonu zorlu bir siireci gerektirmektedir. Oysa
koklenme ile birlikte bitkilerin dis kosullara alismasini da saglayan ex vitro koklendirme,
kisa zamanda saglikli ve piskin bitkilerin {iretimini miimkiin hale getirebildigi i¢in
aronyanin mikrogogaltiminda onerilen bir yontem olarak one ¢ikmaktadir (Brand ve

Cullina 1992, Litwinczuk 2002, Brand 2017, Borsai vd. 2021, Coskun 2024).

Geleneksel ex vitro koklendirme yontemlerinde, mikro celiklerde heniiz kokiiniin
olusmadig1 baslangic asamasinda biinyedeki nemin korunmasi igin seffaf plastik
kaplardan ve ortiillerden, nem kontrollii iklim odalarindan, mist, fog gibi otomatik
sistemlere sahip seralardan yararlanilmaktadir. Kok olusumuyla birlikte ortamin nemi
kademeli olarak diisiiriilmekte ve bitkiler dis kosullara alistirilmaktadir (Grzelak vd.
2024). Bu yontemin uygulanmasinda karsilasilan bazi zorluklar basari oranini
diistirebilmekte ve maliyeti cogu kez yiikseltebilmektedir. Buna kars1 Clapa vd. (2013a)
tarafindan basit, ucuz ve basari oran1 ytliksek bir ex vitro koklendirme ve ayni zamanda
dis kosullara alistirma yontemi olarak yiizen perlit yatagi teknigi gelistirilmistir. Bu
teknigin, aronyanin da iginde bulundugu bazi meyve tiirlerinin mikrogogaltiminda

basarili oldugu gosterilmistir (Clapa vd. 2013a, b, 2014, 2015, 2016, Fira vd. 2014, 2015,
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2016, Borsai vd. 2017, Nawandish vd. 2024, Coskun 2024). Bu ¢alismalarda mikro
celikler yiizen perlit yataginda genellikle 4 haftalik periyotda koklendirilmis, X vitro
koklenme ve ayni1 zamanda dis kosullara alisma basarisi inkiibasyon siiresi sonunda ve
ayrica bazi caligmalarda serada birkac aylik gelisme periyodu sonunda incelenmistir.
Degerlendirmelerde genellikle mikro ¢eliklerde canlilik ve koklenme oranlari ile kok ve
siirglin gelisimi esas alinmistir. Bu tez c¢aligmasinda ise ‘Viking’ ve ‘Nero’ aronya
cesitlerinde mikro ¢eliklerin ex vitro koklendirilmesi ve es zamanli olarak dis kosullara
alistirilmasinda yiizen perlit yataginda 4 haftanin yaninda daha kisa ve daha uzun
inkiibasyon siireleri denenmistir. Zira Brand (2017), aronya mikro geliklerinin geleneksel
yontemle aseptik olmayan kosullarda 4 haftadan daha kisa bir siire olarak 10-21 giin
icerisinde koklenebildigini bildirmistir. Brand’in (2017) bulgusu ile uyumlu olarak
calismamizda da yiizen perlit yataginda mikro ¢eliklerde ex vitro koklenme inkiibasyonun
2. ve 3. haftalarinda tespit edilmistir. Ancak bu inkiibasyon siirelerinde koklenme oranlari
‘Viking’ ¢esidinde sirastyla %78.8 ve %87.2, ‘Nero’ ¢esidinde ise sirasiyla %81.4 ve
%89.0 olarak kaydedilmistir. Bu oranlar, her iki gesitte de 4, 5 ve 6 haftalik inkiibasyon
stirelerinde tespit edilmis olan koklenme oranlarindan istatistiksel anlamda Onemli
diizeyde daha diisiik bulunmustur. Kéklenme orani bakimindan ayni istatistik grupta yer
alan 4., 5. ve 6. haftalarda bu deger ‘Viking’ ¢esidinde %94.0 ile %97.2 ve ‘Nero’
cesidinde %95.2 ile %96 arasinda degismistir (Cizelge 4.1, 4.4, Sekil 4.1, 4.7). Bu
degerler, Coskun’un (2024) ayni1 aronya gesitlerinde uyguladigi 4 haftalik inkiibasyon
stiresi ile elde ettigi %99.7 ve %99.3’liik bulgular1 ile uyumludur. Aslinda aronya
genotiplerinin ex vitro kosullarda bitki yetistirme ortamlar1 iizerinde geleneksel
yontemler ile koklenme oranlari da bir hayli yiiksektir (Litwinczuk 2013). Brand ve
Cullina (1992) oksin uygulamasi yapilmadan ex vitro kosullarda koklenme bagarisini A.
arbutifolia’da %96 ve A. melanocarpa’da %95, Borsai vd. (2021) de ‘Nero’ g¢esidinde
%94 olarak bildirmektedirler. Caligmamizda koklenmis mikro c¢eliklerde koklenme
diizeyinin (1-4) ise inkiibasyon siiresinin ilerlemesi ile birlikte arttigi goriilmiistiir
(Cizelge 4.1, 4.4, Sekil 4.1, 4.7). Bu artig, ‘Viking’ ¢esidinde 2.0+0.1’den (2 hafta),
3.4+0.1°¢ (6 hafta), ‘Nero’ ¢esidinde ise 1.9+0.1’den (2 hafta), 3.3+0.1 (6 hafta) diizeyine
kademeli olarak gergeklesmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.7, 4.8). Bu bulgu, aronyanin yiizen
perlit yataginda ex vitro koklendirilmesinde inkiibasyon siiresinin koklenme performansi

tizerindeki kritik etkisini gostermektedir. Bunun yani sira 2.0 (orta) diizeyindeki
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koklenmenin, serada bitkilerde vejetasyon sonunda yapilan incelemelerde kok gelisimi
i¢in yeterli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3, 4.6, Sekil 4.6 ve 4.12). Koklenme diizeyi
yiizen perlit yataginda 4 haftalik inkiibasyon siiresinde her iki ¢esitte de 3.0+0.1 olarak
kaydedilmistir. Coskun (2024), ayni siirede bu degeri her iki ¢esitte 3.4 olarak
bildirmistir. Bulgularimiz, arastiricinin  kdklenme diizeyi sonuglari ile paralellik

gostermektedir.

Aronyada in vitro kosullarda koklendirilmis bitkiciklerde aklimatizasyon asamasinin,
ortam neminin kademeli olarak azaltilmasiyla 2 hafta ile 2 ay arasinda degisen siirelerde
ve genellikle de 4 haftada gergeklestirildigi bildirilmektedir (Kwak vd. 2015, Sivanesan
vd. 2016, Brand 2017, Isac ve Plopa 2022, Nas vd. 2025). Bu ¢alismalarda bitkiciklerin
canlilik oranlarina gére aklimatizasyon basarisi %50.7 ile %100 arasinda belirtilmektedir
(Brand ve Cullina 1992, Litwinczuk 2013, Kwak vd. 2015, Shuang vd. 2018, Petrova vd.
2019, Borsai vd. 2021, Isac ve Plopa 2022, Rusea vd. 2022, Nas vd. 2025). Aronyada
mikro ¢eliklerin 4 haftalik ex vitro koklendirilmesi ve ayn zamanda dis kosullara
alistirilmasinda basar1 oranlari geleneksel yontemlerde %94-100 (Brand ve Cullina 1992,
Litwinczuk 2013, Borsai vd. 2021), yiizen perlit yataginda ise %99.7 ve %99.3 (Coskun
2024) arasinda bildirilmektedir. Calismamizda ‘Viking’ ve ‘Nero’ cesitlerinde mikro
celiklere yiizen perlit yataginda uygulanan farkli inkiibasyon siirelerinin sonunda ex vitro
koklendirilmis bitkilerin tamaminin canli kaldigi gézlenmistir. Gozlemlerimiz, bu gesitler
i¢in 4 haftalik koklendirme siirecinin sonunda Coskun (2024) tarafindan bildirilmis olan
ortalama %97.7 ve %94.6’lik canlilik oranlari ile uyumludur. Calismamizda bitkilerin
ylizen perlit yatagindan sera kosullarina tasmmmasindan 4 hafta sonra yapilan
incelemelerde ise inkiibasyon siireleri arasinda istatistiksel bir farklilik olmadan canlilik
oranlar1 ‘Viking’ ¢esidinde ortalama %98.6 ve ‘Nero’ ¢esidinde ortalama %96.7 olarak
kaydedilmistir (Cizelge 4.2, 4.5). Vejetasyon sonunda serada yapilan gézlemlerde de
ortalama canlilik oranlarinin ayni kaldig1 ve bu bakimdan inkiibasyon siireleri arasindaki
farkliliklarin 6nemli bulunmadigr goriilmiistiir. Bu agamada bitkilerin diger morfolojik
Ozellikleri bakimindan inkiibasyon siireleri arasindaki farkliliklar 6nemli olmustur.
Vejetasyon sonunda her iki ¢esitte de tiim Ozelliklerde en yiiksek degerler serada
vejetasyon sonuna kadar 14 hafta gelisme imkani bulmasindan dolay1 (Cizelge 3.2),

yiizen perlit yataginda 2 hafta inkiibe edilen bitkilerde kaydedilmistir (Cizelge 4.3, 4.6,
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Sekil 4.6, 4.12). Inkﬁbasyon stirelerine gore (2, 3, 4, 5 ve 6 hafta) serada 14, 13, 12, 11
ve 10 hafta gelisen ‘Viking’ ve ‘Nero’ aronya bitkilerinde bitki boyu degerleri sirasiyla
11 cm, 7-8 cm, 6.1-5.7 cm, 4.4-4.2 cm ve 3.1-3.2 cm’dir. Calismamizda serada 14, 13 ve
12 haftalik gelisme sonrasinda (2, 3 ve 4 haftalik inkiibasyon siireleri) saptanan bitki boyu
degerleri, Litwinczuk’un (2002) ‘Nero’ ve ‘Galicjanka’ aronya ¢esitlerinde 18 hafta sonra
belirledikleri 5.9 cm’lik bitki boyu degerinden daha yiiksektir.

Bitkilerin mikrogogaltimda in vitro kosullardaki morfolojik, fizyolojik ve anatomik
anormallikler aklimatizasyon asamasinda biiylikk kayiplara neden olabilmektedir.
Bitkilerin, ¢evrenin diisiik nispi nemine ve yiiksek 1siklanma durumuna uyum sagladigi
ve fotosentez verimliligini artirdigi dis kosullara alisma siirecindeki anatomik ve
fizyolojik degisimlerin belirlenmesi 6nemlidir (Rohr vd. 2003, Hazarika 2006,
Pospisilova vd. 2007, Indravathi 2024, Grzelak vd 2024). Bu baglamda yaprak
dokusunun yapisal 6zellikleri bitkilerin aklimatizasyon yetenegini degerlendirmek i¢in
temel anatomik gostergelerdendir (Jagiello-Kubiec vd. 2021). Mikro c¢ogaltilmig bitki
tirlerinde anatomik Ozelliklerinin incelenmesi, aklimatizasyon asamasinda hayatta
kalacak bitkileri bir dereceye kadar tahmin etme olanag saglamaktadir (Apostolo ve
Llorente 2000). Mikrogogaltimda bitkilerde ototrofik biiylimeyi saglayan fotosentetik
parametrelerden olan Kklorofil a ve b miktarindaki degisimlerin incelenmesi de onemli
faktorler arasindadir (Pospisilova vd. 2007). Klorofil birikimi, 151k enerjisinin emilimini
ve bitkinin biiyiime performansini dogrudan etkilemektedir (Jagiello-Kubiec vd. 2021).
Calismamizda, ‘Viking’ ve ‘Nero’ aronya cesitlerinde ylizen perlit yataginda farkh
inkiibasyon siirelerinde ex vitro koklendirilmis mikro ¢eliklerin bu asamada (Cizelge 4.1,
4.4) ve ayrica sera kosullarinda 4 haftalik gelisme periyodunun sonunda (Cizelge 4.2, 4.5)

yaprak anatomisi ve klorofil kapsamlarindaki degisimler belirlenmistir.

Yaprak mezofil kalinhgindaki degisimler: Mezofil, yapragin alt ve iist epidermisi

arasinda yer alan, parankimatik hiicrelerden olusmus, kloroplast kapsami ile fotosentezde
aktif rol alan, palizat parankimasi ve siinger parankimasindan olusan yaprak dokusudur.
Mezofil kalinliginin artmasi yapragin fiziksel olarak dayanikliligini artirmakta, kuraklik
ve diger stres durumlarinda bitkinin bu kosullara uyumuna katkida bulunmaktadir

(Akman ve Giiney 2011, Yavas vd. 2024, Liu vd. 2024). Calismamizda ‘Viking’ ve
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‘Nero’ aronya ¢esitlerinde mikro geliklerin ex vitro kosullarda yiizen perlit yataginda
farkl1 siirelerde inkiibe edilerek koklendirilmesi ve bu bitkilerin sera kosullarinda 4
haftalik gelisme periyodunun sonunda yaprak mezofil kalinliklar1 belirlenmistir (Sekil
4.3, 4.4, 4.9, 4.10). Mikro ¢eliklerde bu dokuda kalinligin, yilizen perlit yatagindaki
inkiibasyon siiresinin ilerlemesi ile birlikte 6nemli diizeyde arttig1 ve 6zellikle 4, 5 ve 6
haftalik inkiibasyon siirelerinde, 2 ve 3 haftalara gore daha yiliksek oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.1, 4.4). Tim inkiibasyon siirelerinde koklenmis mikro ¢eliklerin yaprak
mezofil kalinlik degerleri, in vitro kiiltiirlerden alinan mikro siirgiinlerin degerinden daha
yiiksek tespit edilmistir (Cizelge 4.1, 4.4, Sekil 4.3, 4.4, 4.9, 4.10). Barry-Etienne vd.
(2002), kahvede (C. arabica) in vitro bitkilerde siinger ve palizat parankimasinin ex vitro
bitkilere gore daha az gelistigini belirlemislerdir. Dragolova vd. (2015) ise Nepeta nuda
ssp. nuda tiirtinde in vitro bitkilerin yaprak ayasinin, bahgedeki bitkilere kiyasla yaklasik
iki kat daha ince oldugunu ve asimilasyon parankimasi farkli organizasyona sahip
yapraklar olusturdugunu tespit etmislerdir. Shekhawat vd. (2021) de Hint sandal agacinin
(S. album L.) mikrogogaltiminda 4 haftalik piskinlesme siirecinde bitkilerin yapraklarinda
palizat ve silinger parankima hiicrelerinin farklilasmasi ile klorofilli mezofil hiicreleri
meydana geldigini bildirmislerdir. Mezofil kalinligr ile ilgili bulgularimiz, bu
arastiricilarin bulgulart ile uyumludur. Bu c¢alismanin ve diger bir¢cok caligmanin
bulgulari, aklimatizasyonun bir gostergesi olarak in vitrodan ayrildiktan sonra gegen
siireye gore bitkilerde mezofil dokusunda kalinlagmanin ve dis kosullardaki bitkilere
benzer farklilasmalarin meydana geldigi yoniindedir. Bununla birlikte bu bulgularin
aksine Rodrigues vd. (2014), J. curcas L. tiirinde in vitro ve sera kosullarinda gelisen
bitkilerde mezofil kalinligimnin farklilik géstermedigini belirtmislerdir. Calismamizda ex
vitro koklendirmenin ardindan yiizen perlit yatagindan sera kosullarina tagindiktan 4 hafta
sonra bitkilerde yapilan 6l¢iimlerde her iki aronya ¢esidinde de mezofil hiicre kalinlig
tizerine koklendirme asamasindaki inkiibasyon siirelerinin etkisinin olmadigi
gorilmiistiir. Aslinda yiizen perlit yataginda 4, 5 ve 6 haftalik inkiibasyon stirelerinin
sonunda koklendirilmis mikro ¢eliklerde belirlenmis olan mezofil kalinlik degerleri ile
seradaki bitkilerin degerleri olduk¢a yakindir. Her ne kadar serada 4 hafta gelisen
bitkilerde mezofil kalinlik degerleri ylikselmis ise de hala bahg¢e kosullarindaki ana
bitkinin (in vivo) yaprak mezofil kalinlig1 degerinin yaklasik yarisi kadardir (Cizelge 4.2,
4.5, Sekil 4.3, 4.4, 4.9, 4.10). Bulgularimiz, Chirinea vd.’nin (2012), incirde in vitro
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bitkilerde ve serada aklimatizasyon igin 20 ve 40 giin tutulmus bitkilerde yapraklarin
mezofil ve yaprak kalinliklarinin genel olarak bahge kosullarindaki bitkilerden daha
diisiik bulundugu yoniindeki bulgusu ile uyumludur. Noe ve Bonini (1996), ‘Bluetta’
maviyemis ¢esidinde (V. corymbosum) iklim odasinda ya da serada in vitro veya ex vitro
olmasma bakilmaksizin bitkilerin yaprak gelisimini 151k yogunlugunun (siddeti) ve
spektrumunun etkiledigini belirtmektedirler. Arastiricilar, soguk beyaz 151k yayan
lambalar altinda gelisen yapraklarin, dogal 151k altinda gelisenlere kiyasla daha ince
palizat ve siinger mezofiline sahip oldugunu, dogal 151k altinda olusan yapraklarin yaprak,
palizat ve siinger mezofil kalinliklarinda ise Onemli artiglar meydana geldigini
belirtmislerdir. Bitkilerin palizat hiicrelerinin tipik olarak dikdortgen sekilli, diizenli ve
siirekli bir dagilim gosterdigini, siinger parankimasinin 3-4 sira hiicre tabakasindan
olustugunu ve bos alanlarin sadece stomalarin civarinda bulundugunu gézlemlemislerdir.
Bu bulgular ile uyumlu olarak ¢alismamizda da aronya gesitlerinde in vitro kiiltiirlerden
alinan mikro siirgiin yapraklarinin mezofil dokusunda palizat ve siinger parankimalarinin
yuvarlak ve kiiciik bir sira hiicre tabakasindan olustugu ve hiicreler arast bosluklarin
biiylik oldugu gozlenmistir. Yiizen perlit yataginda farkli inkiibasyon siirelerinde ex vitro
koklenmis mikro celiklerde ise mezofil dokusu degisime ugramis, palizat hiicreleri

uzamaya ve yuvarlak sekilden silindir sekle donlismeye baslamistir (Sekil 4.4, 4.10).

Kiitikul kalinhigindaki degisimler: Bitki ile ¢evresi arasindaki arayiiz olan kiitikul,

susuzluk, ultraviyole 1sinlar, siddetli iklim olaylar1 gibi bir¢ok abiyotik stres unsuru
yaninda hastalik ve zararli etmenlere kars1 da bitkiyi koruyucu ¢ok sayida 6nemli role
sahip mumsu bir tabakadir (Dominguez vd. 2017). in vitro kosullardaki yapraklar, tiipiin
igerisindeki yiliksek nem kapsami ve diisiik 151k yogunlugu nedeniyle zayif ve yetersiz bir
kiitikiil tabakasina sahiptir. In vitro kosullarda yaprak yiizey dokusu zarimsi yapidayken
in vivo yapraklarin ylizeyinde mumun varlig ile kalin bir kiitikul tabakas1 bulunmakta ve
yapragin yiizeyi sert bir yap1 kazanmaktadir (Rozali vd. 2014). In vitro bitkiciklerde
yapraklarin ylizeyindeki epikiitikular mumun kristal yapisi ve kalitesi, sera veya bah¢ede
yetistirilen bitkilerinkinden 6nemli dlgiide farklilik gostermektedir. Epikiitikular mum
tabakasimnin olmamasi asir1 terlemeye yol agmakta ve bu ise bitkilerde aklimatizasyon
stirecini engelleyebilmektedir (Rohr vd. 2003). Calismamizda her iki aronya ¢esidinde de

yapraklarda kiitikul kalinliginin ex vitro koklendirilmis ve es zamanli olarak dis kosullara
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alistirllmis  bitkilerin yapraklarinda, in vitro kiltiirlerden alinan mikro siirgiin
yapraklarina gore ¢cok daha fazla oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1, 4.4, Sekil 4.3, 4.4,
4.9, 4.10). Bu bulgumuzu destekler nitelikte Apostolo ve Llorente (2000) de jojobanin in
vitro kosullardaki yapraklarinin mumsuz ¢ok ince bir kiitikul tabakasi ile birlikte bir
epidermise sahip oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda koklendirme asamasinda yiizen
perlit yataginda 2 haftalik inkiibasyon siiresinde gesitlere gore bu farklilik 1.6-1.8 kat
iken, 6 haftalik inkiibasyon siiresinde 3.9-4.0 kattir (Cizelge 4.1, 4.4). Bulgularimiz, Pixy
(P. insititia) erik anacinin 2 hafta aklimatize edilmis bitkilerinin epikiitikular mum
iceriginin in vitro bitkilerden daha fazla oldugunu bildiren Fuchigami vd.’nin (1981) ve
Hint sandal agacinin (S. album L.) in vitro bitkilerinin yapraklarinda az gelismis kiitikul
tabakasina isaret eden Shekhawat vd. nin (2021) bulgulari ile uyumludur. Batagin-Piotto
vd. (2012) bu durumu, kiiltiir kaplarinda nemin siirekli yiiksek kaldig1 ¢evre kosullar ile
iliskilendirmislerdir. Calismamizda ex vitro koklendirme asamasinda 2 ve 3 haftadan
sonra inkiibasyon siiresindeki ilerleme ile birlikte bitkiler yiizen perlit yataginda daha
fazla kalarak aklimatize olurken kiitikul kalinlik degerleri de 6nemli diizeyde artmistir
(Cizelge 4.1, 4.4, Sekil 4.3, 4.4, 49, 4.10). Ex vitro koklendirmenin ardindan sera
kosullarinda 4 haftalik gelisme periyodunun sonunda ‘Viking’ ¢esidinde 4, 5 ve 6 haftalik
inkiibasyon stirelerinde koklendirilmis bitkilerde kiitikul kalinligi, 2 ve 3 haftalara gore
yine Onemli diizeyde daha yiiksek saptanmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.3, 4.4). Sera
kosullarindaki bitkilerde kiitikul kalinlik degerleri, koklenme asamasindaki tiim
inkiibasyon siirelerine gore artis gostermis ise de en fazla yiikselis 2 ve 3 haftalik
inkiibasyon stirelerinde belirlenmistir (Cizelge 4.2). ‘Viking’ cesidinde en fazla kiitikul
kalinligina sahip olan seradaki bitkiler (5 ve 6 haftalar), in vivo bitkiler ile
karsilagtirildiginda kiitikul kalinligr yine de 1.3 kat daha diisiiktiir. ‘Nero’ ¢esidinde
koklenme asamasindaki farkli inkiibasyon siirelerinin seradaki bitkilerin kiitikul kalinlig1
tizerine onemli bir etkisi olmamistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.9, 4.10). Ex vitro kdklenme
asamasinda 2 ve 3 haftalik inkiibasyon siirelerinin digerlerine gore daha diisiik olan bitki
kiitikul kalinlik degerleri, serada 4 haftalik gelisme periyodunun sonunda 2.5 ile 1.5 kat
artis gostermistir (Cizelge 4.5). Her iki aronya ¢esidinde de serada 4 hafta gelistirilen
bitkilerin yapraklarinda kiitikul tabakasinin kalinlastig1 yoniindeki bulgumuz, Shekhawat
vd.’nin (2021) Hint sandal agacinin (S. album L.) serada 4 haftalik piskinlesme siirecini

tamamlamig bitkilerinde kiitikul kalinlagmasinin meydana geldigini belirten bulgusu ile
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uyumludur. Calismamizda ‘Nero’ c¢esidinde de seradaki bitkilerin ortalama kiitikul
kalinlig, in vivo bitkilerin kiitikul kalinligindan 1.6 kat daha diisiiktiir (Cizelge 4.5). Her
iki aronya ¢esidinde de benzer olan bu bulgumuz, Batagin-Piotto vd.’nin (2012), B.
gasipaes bitkisinde tohumdan yetismis bitkilerin yapraklarinda, in vitro ve ex vitro
bitkilerden daha fazla epikiitikular mumun bulundugunu bildirdikleri bulgular ile

uyumludur.

Epidermis hiicrelerin 6zellikleri: Epidermis farklilasmasi ve devamliligi bitkinin hayatta
kalmasi i¢in mutlak olup bitki gelisimi, siirgiin bliylimesi ve bitki savunmasindaki belirli
temel siirecler i¢in hayati neme sahiptir (Javelle vd. 2010). Calismamizda aronya mikro
celiklerinin yilizen perlit yataginda farkli inkiibasyon siirelerinde ex vitro
koklendirilmesinin ardindan yapilan incelemelerde epirdermis hiicre sayis1 ve
boyutlarmin ‘Viking’ ¢esidinde tiim inkiibasyon siirelerinde istatistiksel anlamda benzer
oldugu gorilmiistiir (Cizelge 4.1, Sekil 4.3, 4.4). ‘Nero’ ¢esidinde ise bu o6zelliklerin
inkiibasyon siirelerine gore farklilik gosterdigi ve oOzellikle 2 haftalik inkiibasyon
stiresinde epidermis hiicre sayisinin bir hayli yiiksek oldugu belirlenmistir. Epidermis
hiicre sayisinin inkiibasyon siiresinin ilerlemesi ile birlikte dnemle diizeyde azaldig
gorilmistiir (Cizelge 4.4, Sekil 4.9, 4.10). Genel olarak epidermis hiicre sayisi, in vitro
kosullardaki yapraklara gore yiizen perlit yataginda koklenme asamasinda ex vitro
kosullara uyum saglamis bitkilerde daha diisiiktiir. Yiizen perlit yataginda ozellikle 4, 5
ve 6 hafta inkiibe edilmis bitkilerde bu degerin, dis kosullara daha iyi bir uyumun
gostergesi olarak diisiik bulunmasi dikkat ¢ekicidir (Cizelge 4.1, 4.4, Sekil 4.3, 4.4, 4.9,
4.10). Epidermis hiicrelerinin boyut ve sekilleri de in vitro yapraklara gore ex vitro
kosullara uyum saglayan bitkilerde degisime ugramakta, 6zellikle uzunluklar1 artarak
dikdortgen sekle dogru hiicreler farklilasmaktadir. Yiizen perlit yataginda 3, 4, 5 ve 6
hafta inkiibe edilmis mikro geliklerde bu farklilasma agik bir sekilde goriilmektedir
(Cizelge 4.1, 4.4, Sekil 4.3, 4.4, 4.9, 4.10). Chen vd. (2006) de B. kaoi tiiriinde ex vitro
bitkilerde in vitro bitkilere gore epidermal hiicre yogunlugunun azaldigini, genisliginin
ve uzunlugunun ise arttigini bildirmislerdir. Sharma vd. (2017), B. racemosa bitki tiiriinde
in vitro kiiltiirlerden seraya transfer edildikten sonra in vitro bitkiciklerin yaprak
morfolojisi ve anatomisinde, Ozellikle epidermal karakterlerin 6nemli degisikliklere

ugradigr bildirilmiglerdir. Hiti-Bandaralage vd. (2020) ise avokado ¢esitlerinde in vitro
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bitkileri kiiltiir kabindan ¢ikartma sirasinda, aklimatizasyonun 5. giiniinde ve 1. ayinda
yapraklarda birim alanda daha fazla ve daha kiigiik epidermal hiicrelerin varligini diigiik
aklimatizasyon basarisiyla iligkilendirmislerdir. Bulgularimiz, bu arastiricilarin bulgulari
ile paralellik gostermektedir. Calismamizda epidermis hiicre sayis1 ve hiicrelerin
boyutlart sera kosullarinda 4 hafta gelismis bitkilerde, koklenme asamasindaki
inkiibasyon siirelerine bagli olmadan tiim haftalarda benzer bulunmustur (Cizelge 4.2,
4.5, Sekil 4.3, 4.4, 4.9, 4.10). Ozellikle ex vitro koklenme asamasindaki 4, 5 ve 6 haftalik
inkiibasyon siirelerinde belirlenen epidermis hiicre verileri, serada 4 hafta gelistirme
asamasinda da benzer bir seyir izlemistir. Bu durum, ylizen perlit yataginda bu haftalarda
mikro celiklerde ex vitro koklendirme ile es zamanli olarak dis kosullara alistirmanin
saglikli olarak gerceklestigini gostermektedir. Bununla birlikte in vivo bitkiler ile
karsilastirildiginda aklimatize olmus bitkilerde epidermis hiicre sayis1 yaklagik 1.5 kat
daha fazla, hiicre uzunlugu ise ayni oranda daha disiiktiir (Cizelge 4.2 ve 4.5). Bu
bulgumuzun aksine Dragolova vd. (2015), N. nuda ssp. nuda tiiriinde in vitro ve serada
ex vitro bitkiler ile bahg¢e kosullarindaki bitkilerin yapraklarini anatomik olarak
inceledikleri ¢alismalarinda ex vitro bitkiler ile bah¢e kosullarindaki bitkiler arasinda
yapraklardaki epidermal dokularin yapisal organizasyonunda higbir farkliligin

bulunmadigi belirlemislerdir.

Stoma yogunlugu ve 6zellikleri: Stomalar, bitkilerde gaz degisiminin merkezinde yer alan

yaprak yiizeyindeki kii¢iik gozeneklerdir. Stoma say1si, boyutu ve agikligy, bitki terlemesi
ve fotosentezin temel belirleyicileridir ve bu 6zellikler bitki biiyiimesini ve verimliligini
dogrudan etkileyebilmektedir (Pathoumthong vd. 2023). In vitro bitkiler, kiiltiir kabindaki
yiiksek nem, diisiik 151k yogunlugu ve hetero veya miksotrofik beslenme nedeniyle ¢cok
hassastir (Hazarika 2006). In vitro kosullarda yapraklardaki stomalar sik ve yiiksek
yogunluktadir, stirekli aciktir ve islevsel degildir, aklimatizasyon siirecinde ise stomalarin
sayis1 azalmakta, acilip kapanmakta ve islevsel hale gelmektedir (Rohr vd. 2003, Chirinea
vd. 2012, Sharma vd. 2017, Hiti-Bandaralage vd. 2020, Wang vd. 2020). Calismamizda
da in vitro yapraklarda stoma yogunlugu, ex vitro koklenmis mikro geliklerin ve sera
kosullarinda 4 hafta gelismis bitkilerin yapraklarindaki stoma yogunlugundan en az 1.5
kat daha fazladir (Cizelge 4.1, 4.2, 4.4, 4.5, Sekil 4.3, 4.5, 4.9, 4.11). Belirtildigi tizere

aronya cesitlerinde dis kosullara alismis bitkilerin yapraklarinda, in vitro yapraklara gore
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stoma sayisinda belirgin bir azalma meydana gelmistir. Bu diisiis, in vitro kosullara gore
ex vitro kosullardaki daha diislik nispi nem ve daha yiiksek 151k yogunlugunun bitkilerin
yapraklarinda stoma yapisinda kademeli degisiklikler meydana getirmesinden
kaynaklanmaktadir (Rohr vd. 2003). Elde ettigimiz sonuglar, Noe ve Bonini (1996), Khan
vd. (1999), Barry-Etienne vd. (2002), Chen vd. (2006), Chirinea vd. (2012), Sharma vd.
(2017) ve Wang vd.’nin (2020) bulgulariyla uyumludur. Bu arastiricilar da stoma
yogunlugunu in vitro bitkilerin yapraklarinda, ex vitro bitkilerin yapraklarindan daha
yiiksek bulmusglardir. Bununla birlikte bizim ve bir¢ok arastiricinin bulgularinin aksine
Batagin-Piotto vd. (2012), bir palmiye tiirii olan B. gasipaes’de in vitro, ex vitro ve
tohumdan elde edilmis bitkilerin yapraklarinda stoma yogunlugunu sirastyla 55.5, 57.8
ve 58 adet/mm? olarak birbirine yakin olarak belirlemislerdir. Arastiricilar, stoma ile ilgili
verileri de kapsayan anatomik 6zelliklerin in vitro bitkilerin dis kosullara alistirilmasinda
karsilasilan zorluklar1 agiklayamayacagi sonucuna ulagmiglardir. Calismamizda yiizen
perlit yataginda farkli inkiibasyon siireleri ‘Viking’ ve ‘Nero’ ¢esitlerinde bitkilerin stoma
boyutlar1 {izerine Onemli bir etkide bulunmamistir. Aronya cesitlerinde in vitro
yapraklarda stoma genisligi ve uzunlugunun birbirine yakin olmas ile stomalarda daha
yuvarlak bir yap1 gozlenirken, dis kosullara aligsmis bitkilerde 6zellikle uzunlugun artmasi
sonucunda stomalar yuvarlaktan eliptik sekle dogru bir degisim sergilemistir (Sekil 4.5,
4.11). Bulgularimiz, in vitro yapraklarda stomalar1 daha yuvarlak, dis kosullara uyum
saglamis bitkilerde ise elips seklinde gozlemleyen Marin vd. (1988), Noe ve Bonini
(1996) ve Barry-Etienne vd.’nin (2002) bulgulariyla benzerlik gostermektedir.
Calismamizda stoma indeksi, in vitro yapraklarda, yiizen perlit yataginda ex vitro
koklendirilmis ve es zamanli dis kosullara alistirilmig bitkilerin ve sera kosullarinda 4
hafta gelistirilmis bitkilerin yapraklarinda genel olarak benzer degerlerde kaydedilmistir
(Cizelge 4.1,4.2, 4.4, 4.5). Khan vd. (1999) ise sapli mese (Q. robur) tiiriinde geleneksel
yontemle aklimatizasyon teknigini kullandiklar1 ¢aligmalarinda stoma indeksinin in vitro,
ex vitro kosullara alismis ve serada gelismis bitkilerde birbirinden farkli oldugunu ve en
diistik degerin serada gelistirilmis bitkilerde belirlendigini bildirmistir. Aksine Rodrigues
vd. (2014) ise J. curcas tiiriinde in vitro bitkilere (4.1) gore sera bitkilerinin yapraklarinda
stoma indeksinin (12.5) daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Cinar vd. (2016), su stresi

altinda yerfistig1 bitkilerinde stoma yogunlugu ve epidermal hiicre sayisindaki artis gibi
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stoma indeksi degerlerinin de arttigini bildirmislerdir. Stoma indeksi ile ilgili

bulgularimiz arastiricilarin bulgulari ile 6rtiismemektedir.

Klorofil miktari: Isigin toplanmasinda énemli rol oynayan bir pigment olan klorofil,

kloroplast biyogenesizi ve fotosentez i¢in hayati 6neme sahiptir (Zhang vd 2018).
Calismamizda aronya cesitlerinin ylizen perlit yataginda ex vitro kdklendirmis mikro
celiklerinde yaprak klorofil a ve b ile toplam klorofil miktarlar1 bakimindan 2, 3, 4, 5 ve
6 haftalik inkiibasyon siirelerinin etkisi 6nemli olmamistir. Ayrica bu asamada belirlenen
degerler in vitro yapraklarda ol¢iilmiis degerlere yakin bulunmustur (Cizelge 4.1, 4.4).
Bu bulgumuzun aksine Faisal ve Anis (2009) ve Okello vd. (2021), in vitro bitkilerin
kontrollii kosullarda ex vitro kosullara aligtirilmasi siirecinde klorofil iceriginde artis
gbzlemislerdir. Bununla birlikte ¢alismamizda serada 4 haftalik gelisme periyodunun
sonunda bitkilerde klorofil miktari, ex vitro koklendirme asamasina gore artis
gostermistir. ‘Viking’ ¢esidinde tiim inkiibasyon siirelerinde bu artig birbirine yakinken,
‘Nero’ ¢esidinde ozellikle 4, 5 ve 6 haftalik inkiibasyon siirelerinde digerlerine gore
onemli miktarda daha yiiksek olmustur (Cizelge 4.2, 4.5). Bulgularimiz, serada gelisen
bitkilerde Klorofil miktarinin yiikksek oldugunu bildiren Dragolova vd. (2015) ve
Shekhawat vd.’nin (2021) bulgulari ile uyumludur. Daha yiiksek klorofil igeren bitkiler,
daha yiiksek fotosentetik kabiliyet ve karbonhidrat rezervi sebebiyle aklimatizasyon
sirasinda daha yiiksek canlilik oranlar1 ve daha iyi biiylime ve gelisme gosterebilmektedir
(Christensen vd. 2008). Calismamizda her iki aronya ¢esidinde de sera kosullarinda
gelisen bitkilerde genel olarak Klorofil miktarlari, in vivo bitkilere ait degerlerden daha
yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.2, 4.5). Bu bulgumuzu destekler sekilde Dragolova vd.
(2015) de N. nuda ssp. nuda tiirtinde bahge kosullarindaki bitkilerin yapraklarindaki

klorofil a ve b miktarini, seradaki bitkilerden daha diisiik belirlemislerdir.

Sonug olarak, bu ¢alismada vejetasyon basinda siirgiin ucu kiiltiirii yontemi ile in vitro
kosulda kiiltiire alinan ‘Viking’ ve ‘Nero’ g¢esitlerinde 2. ve 3. alt kiiltiirlerden saglanan
mikro siirgiinlerden hazirlanan mikro c¢elikler ex vitro kosullarda farkli inkiibasyon
siirelerinde yiizen perlit yataginda koklendirilmis ve es zamanli olarak dis kosullara
alistinilmistir. Daha sonra vejetasyon sonuna kadar sera kosullarinda belirli bir asamaya

kadar gelistirilebilmistir. Caligmada yiizen perlit yataginda ex vitro koklenme ve es
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zamanli olarak dis kosullara alisma tizerine etkilerinin aragtirildigi 2, 3, 4, 5 ve 6 haftalik
inkiibasyon stireleri arasindan ozellikle 4, 5 ve 6 haftalik inkiibasyon siirelerinde daha
yiiksek basar1 saglanmistir. Degerlendirmeler, ex vitro koklendirmede uygulanan
inkiibasyon siirelerinin sonunda ve sera kosullarinda 4 haftalik gelisme periyodunun
ardindan morfolojik, anatomik ve fizyolojik gozlem, Ol¢iim ve analiz sonuglarina
dayandirilmistir. Bulgularimiz, mikrogogaltilmis bitkilerin aklimatizasyon gézlemlerinin
sadece ex vitro koklendirme siireglerinin sonunda canlilik oranlarina gére degil, bitkilerin
sera kosullarinda en az 4 hafta gelistirildikten sonra yapilmasinin daha giivenilir oldugunu
gostermistir. Yaprak mezofil ve kiitikul kalinliklari, epidermis hiicre ve stoma 6zellikleri,
klorofil kapsami analiz sonuglarimiza gore yiizen perlit yatagindaki inkiibasyon siiresinin
artmast ile birlikte bitkilerde hiicre ve doku degisimleri olumlu yonde gelismistir. EX vitro
koklendirme asamasinda 2 ve 3 haftalik inkiibasyon siirelerinde koklendirilmis bitkiler, 6
haftalik olanlara gore seraya daha erken ¢ikartilabilmis ve vejetasyon sonuna kadar serada
daha uzun siire gelisebilmistir. Bununla birlikte vejetasyon tamamlandigi i¢in bu siire en
fazla 3.5 ay ile sinirh kalmistir (Cizelge 3.2). Bitki boyu, gévde capu, siirgiin ve kok yas
ve kuru agirliklari, 2 ve 3 haftalik inkiibasyon siirelerinin uygulandig: bitkilerde 4, 5 ve 6
haftalara gore daha yiiksek degerlerde kaydedilmis ise de degerler biiyiime ve gelisme
stiresinin kisitli olmasindan dolay1 yine de bir hayli diisiik kalmistir. Ex vitro koklenme
oranlari, 2 ve 3 haftalik inkiibasyon siirelerinde diger inkiibasyon siirelerine gore %11-15
daha diistik bulunmus, ex vitro kdklendirme ve serada 4 haftalik gelisme periyodundan
sonra yapilan anatomik incelemelerde olumsuzluklar kaydedilmistir. Bulgularimiz,
aronya mikro ¢eliklerinin ex vitro koklendirme ve es zamanli dis kosullara alistirilmasi

icin 2 ve 3 haftalik inkiibasyon siirelerinin yetersiz kaldigini1 gostermistir.
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