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OZET: Kestane (Castanea spp.) liretiminde karsilasilan biyotik ve abiyotik stresler, dzellikle
kestane gal aris1 (Dryocosmus kuriphilus) ve kestane kanseri gibi sorunlar, dayanikli ¢esitlerin
hizl1 ¢ogaltimimni zorunlu kilmaktadir. Bu ¢aligmada tescilli ve gal arisina dayanikli ‘Akyiiz’
cesidinin in vitro kosullarda farkli besi ortamlarma verdigi beslenme yanitlari
degerlendirilmistir. Eksplant materyali radisil asisi ile cogaltilmis ana bitkilerden elde edilen
nodal segmentlerden hazirlanmis, kiiltiirler MS, WPM, GD ve DKW bazal ortamlarinda
yetistirilmistir. Yaprak ve govde aksi dokular1 ayrilarak makro (N, P, Ca, Mg) ve mikro
element (Fe, Mn, Zn, Cu) icerikleri analiz edilmistir. Veriler, yaprakta MS’in en yiiksek N’i
(%3.25), GD’nin en yiiksek P’yi (2824 mg/kg) sagladigini; govdede ise WPM’nin Ca (1886.9
mg/kg), Mg (2577.9 mg/kg), P (5718 mg/kg) ve tim mikro elementlerde en yiiksek birikimi
gostererek ortamlar arasinda agik sekilde {istlin oldugunu ortaya koymaktadir. Sonuclar, yaprak
dokusunda MS ortaminin daha yiiksek N ve Mn birikimine yol agtigini, DKW ortaminda
Fe’nin o6ne ciktigim1 ve Zn—Cu antagonizmasimin belirginlestigini gostermistir. Govde
dokusunda ise WPM ortam1 6zellikle Ca, Mg ve P ile birlikte Mn, Zn, Cu ve Fe birikimini
artirmig; diisiik toplam tuz konsantrasyonu ve dengeli iyonik yapisiyla besin taginimini
kolaylastirdig1 anlagilmistir. PCA analizi de WPM ortaminin Ca—Mg—P vektorleriyle, MS
ortammin ise N-Mn ile iliskilendigini dogrulamistir. Bu bulgular, besi ortami
kompozisyonunun eksplant dokularinda mineral dagilimini belirgin bigimde y&nlendirdigini
gostermektedir. WPM ortami 6zellikle govde dokusunda dengeli beslenmeyi desteklemesiyle
one ¢ikarken, MS ortami yaprakta azot metabolizmasini tesvik etmistir. Calisma, kestane
mikrogogaltiminda ortam se¢iminin besin elementleri agisindan kritik oldugunu ortaya
koymakta ve dokuya 0zgii mineral dagiliminin degerlendirilmesinin ileride yapilacak
optimizasyon ¢aligmalarina 1s1k tutabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Castanea spp., besin birikimi, in vitro, PCA, doku kiiltiiri
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Culture media effects on mineral nutrition of chestnut explants in
micropropagation

ABSTRACT: In the context of chestnut (Castanea spp.) production, the challenges posed by
biotic and abiotic stresses, most notably those resulting from chestnut gall wasp (Dryocosmus
kuriphilus) and chestnut blight, underscore the imperative for the expeditious propagation of
cultivars that exhibit resistance to these stresses. In this study, the nutritional responses of the
registered and gall-wasp-resistant cultivar 'Akyiiz' were evaluated under in vitro conditions
using different culture media. The explants were prepared from nodal segments obtained from
stock plants propagated via radisil grafting, and cultures were established on MS, WPM, GD,
and DKW basal media. Tissues from the leaf and stem-axis were analysed separately for
macro- (N, P, Ca, Mg) and micro-element (Fe, Mn, Zn, Cu) contents. The data demonstrate
that MS provides the highest leaf nitrogen (3.25%), GD yields the highest leaf phosphorus
(2824 mg/kg), while WPM clearly outperforms all media in stems by producing the highest Ca
(1886.9 mg/kg), Mg (2577.9 mg/kg), P (5718 mg/kg), and all micro-element accumulations.
The results demonstrated that MS medium resulted in increased N and Mn accumulation in leaf
tissues, while Fe was predominant in DKW medium, accompanied by a pronounced Zn—Cu
antagonism. In stem tissues, WPM medium enhanced the accumulation of Ca, Mg, P, Mn, Zn,
Cu, and, Fe indicating that its low total salt concentration and balanced ionic composition
facilitated nutrient translocation. PCA analysis confirmed that WPM medium was associated
with Ca—Mg-P vectors, whereas MS medium correlated with N—Mn. The findings demonstrate
that the composition of the culture medium exerts a significant influence on the mineral
distribution within explant tissues. It was demonstrated that WPM medium supported balanced
nutrition, particularly in stem tissues, while MS medium promoted nitrogen metabolism in
leaves. The study as a whole indicates that medium selection is critical for ensuring nutrient
balance in chestnut rapid micropropagation, and that tissue-specific assessment of mineral
distribution can provide valuable insights for future studies to optimise the process.

Keywords: Castanea spp., nutrient accumulation, in vitro, PCA, tissue culture

GIRIS

Kestane (Castanea spp.) hem ekonomik hem de kiiltiirel agidan 6nemli bir tiirdiir. Ancak
kestane yetistiriciligi, 6zellikle kestane gal aris1 (Dryocosmus kuriphilus) ve kestane kanseri
(Cryphonectria parasitica) gibi biyotik stresler nedeniyle ciddi sekilde siirlandirilmaktadir
(Dini et al., 2012; Cetin et al., 2014; Sartor et al., 2015; Akyiiz, 2025). Son yillarda yapilan
caligmalar, gal arisina dayanikli ve kanser hastaligina karsi daha toleransli genotiplerin
gelistirilmesine odaklanmis ve bu kapsamda ‘Akyiiz’ ¢esidi tescil edilmistir (TTSM, 2022). Bu
cesit, hem gal arisina dayanikliligi hem de kanser hastalifina kars1 gosterdigi tolerans ile 6ne
cikmaktadir (Cil et al., 2022).

Meyve agaclarinda anaglarin (6zellikle vejetatif olanlarin) kullanimi, aga¢ biiylimesinin
kontrolii, gen¢lik doneminin kisaltilmasi, meyve kalitesinin ve veriminin iyilestirilmesi ve
zararlilara ve hastaliklara kars1 direncin artirilmasi gibi ¢esitli avantajlar sunmaktadir (Kosar,
2023; Ekinci & Ak, 2025). Kestanede klasik vejetatif ¢ogaltma yontemleri genotip bagimli
olup basar1 oranlar1 diisiik kalmaktadir (Vieitez et al., 1989). Bu baglamda elit ve dayanikli
genotiplerin klonal ¢ogaltimi i¢in mikrogogaltim stratejileri biiylik Onem tasimaktadir
(Aravanopoulos et al., 2014). Bununla birlikte, kestanenin in vitro iiretiminde en Onemli
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kisitlayic1 faktorlerden biri besi ortamlarinin mineral bilesimi olup, uygun besi ortaminin
belirlenmemesi fizyolojik bozukluklara, yapraklarda kloroz ve nekroz gibi semptomlara hatta
eksplantlarin kaybina neden olabilmektedir (Nas & Read, 2001; Teixeira da Silva et al., 2020).

Mullins (1987), nodal eksplantlarda BA destekli aksiller siirgiin indiiksiyonu ve ex vitro IBA
uygulamasiyla koklenme basarisi elde ederek ilk etkili protokolleri tanimlamistir. Vieitez et al.
(1989) yetiskin materyalde bazal nod segmentlerini ve uygun kok indiiksiyon-aklimatizasyon
rejimlerini belirlemis; Troch et al. (2010) gecici daldirma biyoreaktdrlerinin ¢ogaltma hizini
artirabilecegini gostermistir. Aravanopoulos et al. (2014) elit genotiplerde MS tuz diizeyi ve
BAP konsantrasyonlarinin ¢ogalma basarisini, Pavese et al. (2022) ise polifenol oksidasyonu
ve kontaminasyon yonetimi lizerinden protokol verimliligini iyilestirmistir. Genel olarak bu
caligmalar, kestanede mikrogogaltimin geng ve yetiskin genotiplerde miimkiin oldugunu, ancak
genotip kaynakli farkliliklar, fenolik oksidasyon gibi durumlarin kritik konular oldugunu
ortaya koymaktadir. Bu bilgiler 1s181inda, ‘Akyiiz’ gibi dayanikli ¢esitlerde mikrogogaltim i¢in
uygun besi ortam1 ve mineral beslenme stratejilerinin belirlenmesi hem ¢ogaltma verimliligi
hem de saglikli bitki elde edilmesi agisindan kritik bir adim olusturmaktadir.

Makro ve mikro besin elementlerinin miktari, azot formlar1 (NH4"/NOs~ oran1), Ca/Mg dengesi
ve toplam tuz konsantrasyonu, eksplant gelisimi ve fizyolojik yanitlar1 dogrudan
etkilemektedir (George et al., 2008). Odunsu tiirlerde en ¢ok kullanilan besi ortamlar1 arasinda
Murashige & Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962), Woody Plant Medium (WPM) (Lloyd
and McCown, 1980), Driver & Kuniyuki (DKW) (Driver & Kuniyuki, 1984) ve Gresshoff &
Doy (GD) (Gresshoff & Doy, 1972) yer almaktadir. Bu ortamlarin basar1 diizeyleri tiirler
arasinda degisiklik gostermekte olup, kestanede c¢ogunlukla siirgiin g¢ogaltimi, kallus
indiiksiyonu ve koklenme parametreleri belirlenmistir (Vieitez et al., 2009). Ancak 6zellikle
besi ortamlarinin mineral beslenme profilleri tizerindeki etkileri sinirli sayida incelenmistir.

Bu ¢aligsmada, kestane ‘Akyliiz’ ¢cesidinde kullanilan GD, DKW, WPM ve MS ortamlari, yaprak
ve govdedeki makro ve mikro besin igerikleri agisindan karsilastirilmistir. Caligmadan elde
edilen bulgularin, kestane mikrogogaltiminda besi ortami se¢imine katki saglayabilecegi ve
gelecekte yapilacak protokol gelistirme ¢aligmalarina temel olusturabilecegi diisiintilmektedir.

MATERYAL VE YONTEM
Bitki materyali ve kiiltiir kosullar:

Bu calismada ‘Akyiiz’ ¢esidi kullanilmistir. ‘Akyiiz’ ¢esidi, ‘King Arthur’ (C. mollissima x C.
seguine) ve ‘Lockwood’ (C. crenata x C. sativa x C. dentata) melezleme ¢aligmasindan elde
edilmistir (Macit et al., 2018). ‘Akyiiz’, Asya kestane gal arisina dayanikliligi ile bilinmektedir
(Cil et al., 2022). ‘Akyiiz> cesidinin eksplantlar1 ilk olarak TUBITAK projesi (1220251)
kapsaminda kiiltiire alinmustir.

On kiiltiir sonucunda bitkilerden yaklasik 1,5 cm uzunlugunda, her biri bir adet tomurcuk ve
iist kisminda yarim yaprak icerecek sekilde eksplantlar hazirlanmistir. Eksplantlar, 25 x 150
mm boyutlarinda kiiltiir tiiplerine yerlestirilmistir. Denemede dort ayr1 besi ortam1 [Murashige
& Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962), Woody Plant Medium (WPM) (Lloyd and
McCown, 1980), Driver & Kuniyuki (DKW) (Driver and Kuniyuki, 1984) ve Gresshoff & Doy
(GD) (Gresshoff and Doy, 1972)] kullanilmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. Besi Ortamlarinin Basal Kompozisyonlari

MS WPM DKW GD
Makroelementler (mg/L)
NH4NO:s 1650 400 - -

KNOs 1900 900 - 900
CaCl: 2H20 440 96 240 166
MgSO4-7H20 370 180 370 370

KH2PO4 170 85 170 85

Ca(NO3)2'4H20 - - 556 -

K>SO4 - - 990 -

NaH2PO4-H20 - - 150 -

NH.4Cl - - 300 -
Mikroelementler (mg/L)

HsBOs 6.20 1.55 6.20 3.10
MnSO4-H20 22.30 8.45 89.00 16.90
ZnS047TH20 8.60 4.30 8.60 4.30

KI 0.83 0.41 0.83 0.41
Na:MoOa4-2H-0 0.25 0.12 0.25 0.12
CuSO4-5H20 0.02 0.01 0.02 0.01
CoClz:6H-0 0.02 0.01 0.02 0.01
FeSO4-7H-0 27.80 5.60 28.00 14.00
Na:EDTA 37.30 7.45 37.30 18.65

Ortam; 2 mg/L Zeatin, ve karbon kaynagi olarak 30 g/L sakkaroz eklenmistir. Ortamin pH’s1
5.5-5.7 araliginda 1 mol-L' NaOH veya 1 mol-L~' HCI kullanilarak ayarlanmis, 7 g/L Bacto
agar eklenmesinin ardindan otoklavlanmustir. Tim kiiltiirler 25+2 °C sicaklikta, 16 saat
aydinlik / 8 saat karanlik fotoperiyotta ve yaklagik 40 pmol-m=-s™ 151k siddetinde tutulmustur.
Deneme siiresince bitkiler 4 haftalik araliklarla sararan yapraklar1 elemine edilerek toplam dort
kez altkiiltiire alinmistir. Her bir uygulama icin 36 tekerriir kullanilmistir.

Besin elementi analizi

Besi ortami farkliliklarimin bitkilerin mineral beslenme profilleri lizerindeki etkisini belirlemek
amaciyla yaprak ve govde dokular1 ayri ayr1 degerlendirilmistir. Ornekler, altinci altkiiltiir
déneminin sonunda toplanmis, saf su ile yikanarak 65 °C’de etiivde sabit agirliga gelinceye
kadar kurutulmustur. Kurutulan materyaller 6gitiilerek homojen hale getirilmistir. Bitki
orneklerinin toplam azot (N) igerigi Kjeldahl yontemi ile belirlenmistir (Bremner, 1965). Besin
elementlerinin konsantrasyonlarini belirlemek amaciyla, 0.5 gram kuru bitki 6rnekleri
tartilarak 550 °C'de 4-8 saat kiil firininda yakilmistir. Yakma iglemi sonrasinda elde edilen kiil,
hidroklorik asit (HCI) ile ¢6ziilmiis ve analizlere hazir hale getirilmistir (Jones et al., 1991). Bu
cozeltiler kullanilarak, fosfor (P) igerigi vanadat-molibdat sar1 renk yontemine dayali olarak
spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir (Olsen & Sommers, 1982). Ayni ¢ozeltiler lizerinde kalsiyum
(Ca), magnezyum (Mg), demir (Fe), mangan (Mn), ¢inko (Zn) ve bakir (Cu) konsantrasyonlar1
ise atomik absorpsiyon spektrofotometresi kullanilarak belirlenmistir (Jones et al., 1991). Tiim
bu analizler ii¢ tekrar ile gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglar mg/kg kuru agirlik esasina
gore hesaplanarak raporlanmigtir.
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Istatistiksel analiz

Elde edilen veriler Minitab istatistik yazilimi kullanilarak analiz edilmis ve ortamlar (besi
ortamlar1) arasindaki farklar LSD testi (P<0.05) ile belirlenmistir. Makro ve mikro besin
elementlerine ait veri seti ise ¢ok degiskenli Oriintiilerin gorsellestirilmesi amactyla PAST 4.03
yaziliminda (Hammer et al, 2001) Temel Bilesen Analizi (PCA) ydntemiyle
degerlendirilmistir.

BULGULAR
Yaprak ve govde dokularinda makro besin elementlerinin icerikleri

Tablo 2’de verilen sonuglara gore yaprak dokusunda makro element igerikleri ortamlar
arasinda onemli farkliliklar gostermistir (p < 0.05). MS ortaminda azot degeri %3.25 ile en
yliksek bulunmus, bu deger istatistiksel olarak diger ortamlardan farkli bir grup olusturmustur.
Fosfor icerigi ise GD’de 2824.2 mg/kg ile 6ne ¢ikmus, bu ortam LSD testinde diger ortamlardan
ayr1 bir istatistiksel grup i¢inde yer almigtir. Kalsiyum (1170.4 mg/kg) ve magnezyum (1288.7
mg/kg) igerikleri GD’de, benzer sekilde WPM’de ise nispeten yiiksek bulunmus, bu iki ortam
Ca ve Mg agisindan birbirine yakin gruplarda siniflanmistir.

Tablo 2. ‘Akyiiz’ Kestane Cesidi Yaprak Dokusunda Belirlenen Makro Element Icerikleri

Ortam N (%) P (mg/kg) K (mg/kg) Ca(mgkg) Mg (mgkg)
MS 325a 1540 b 2100 a 11704 a 1288.7 a
GD 299b 28242 a 2200 a 11704 a 1288.7 a

WPM 3.05 ab 1740.7 b 2150 a 11424 a 11039 a

DKW 297b 5533¢ 2000 b 820.6 b 798.1b

LSD %S5 diizeyine gore farkl harfler istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.

Tablo 3’te govde dokusundaki makro element igerikleri gosterilmektedir. Govdelerde makro
element birikiminin yapraklara kiyasla belirgin sekilde daha yliksek oldugu goriilmiistiir.
Ozellikle WPM ortaminda kalsiyum (1886.9 mg/kg), magnezyum (2577.9 mg/kg) ve fosfor
(5718.1 mg/kg) igerikleri diger tiim ortamlardan anlamli derecede yliksek bulunmus (p < 0.05)
ve LSD testinde tek basina ayri bir grup olusturmustur. Buna karsin MS ortaminda P degeri
1146.5 mg/kg ile daha diisiik seviyede kalmistir.

Tablo 3. ‘Akyiiz’ Kestane Cesidi Govde Dokusunda Belirlenen Makro Element Icerikleri

Ortam P (mg/kg) K (mg/kg) Ca (mg/kg) Mg (mg/kg)
MS 1146.5b 2300 b 1551.3b 1849.2 b
GD 1037.5b 2100 b 841.0c 964.2 ¢

WPM 5718.1a 2400 a 1886.9 a 25779 a

DKW 1795.1b 2200 b 1213.1b 1437.6 b

LSD %S5 diizeyine gore farkli harfler istatistiksel farkliliklar: gostermektedir.
Yaprak ve govde dokularinda mikro besin elementlerinin icerikleri

Tablo 4 yapraklardaki mikro element igeriklerini sunmaktadir. Mn igerigi en yiiksek MS
ortaminda (74 mg/kg) Sl¢iilmiis, LSD gruplarinda bu ortam istatistiksel olarak digerlerinden
ayrilmistir. Fe igerigi DKW’de (184 mg/kg) en yiiksek degere ulagmis, bu da demirin ortam
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bazli aliminda farkliliklar1 ortaya koymustur. Zn icerigi WPM’de 44 mg/kg ile 6ne ¢ikarken,
Cuigerigi GD’de 7 mg/kg ile diger ortamlara gore daha yiiksek bulunmustur. Bu veriler, yaprak
dokusunda elementlerin ortamdan ortama degisken bir sekilde dagildigini gostermektedir.

Tablo 4. ‘Akyiiz’ Kestane Cesidi Yaprak Dokusunda Belirlenen Mikro Element Icerikleri

Ortam Fe (mg/kg) Cu (mg/kg) Mn (mg/kg) Zn (mg/kg)
MS 77 ¢ 3b 74 a 28Db
GD 117b 7a 64 ab 33b

WPM 148 b 5b 65 ab 44 a

DKW 184 a 3b 52b 2l ¢

LSD %S5 diizeyine gore farkli harfler istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.

Tablo 5 govde dokusuna ait mikro element iceriklerini gostermektedir. Govdede ozellikle
WPM ortami tiim elementlerde yiiksek degerler kaydetmistir: Mn (487 mg/kg), Zn (126
mg/kg), Cu (17 mg/kg) ve Fe (425 mg/kg). Bu degerler istatistiksel olarak anlamli olup (p <
0.05), LSD testlerinde WPM’nin tek basina ayri bir grup olusturdugu gorilmiistiir. MS, Mn
acisindan (453 mg/kg) yiiksek bir degere sahip olmus, ancak Zn, Cu ve Fe bakimindan
WPM’nin gerisinde kalmistir. Bu sonuglar, govde dokusunun 6zellikle WPM ortaminda mikro
element birikimi agisindan avantajli oldugunu ortaya koymaktadir.

Tablo 5. ‘Akyiiz’ Kestane Cesidi Govde Dokusunda Belirlenen Mikro Element Icerikleri

Ortam Fe (mg/kg) Cu (mg/kg) Mn (mg/kg) Zn (mg/kg)
MS 371b 10b 453 a 55b
GD 109 ¢ 6b 239b 36¢

WPM 425 a 17a 487 a 126 a

DKW 125 ¢ 8b 302 b 58b

LSD %S5 diizeyine gore farkl harfler istatistiksel farkliliklar: gostermektedir.
Temel Bilesen Analizi (PCA)

Yaprak oOrneklerine ait PCA biplotu, ilk iki bilesenin toplam varyansin biyiik kismini
acikladigini ve ortamlar arasinda belirgin ayrismalar oldugunu gostermistir (Sekil 1). MS
ortami, N ve Mn vektorleri yoniinde konumlanarak bu elementlerin yapraklarda baskin
oldugunu ortaya koymustur. GD ortami fosfor (P) ekseninde ayrigsmis, bu da P birikiminin
ozellikle GD yapraklarinda yiiksek oldugunu gostermektedir. WPM ortami Ca (ve kismen Mg)
vektorleri yoniinde yer almig, bu durum kalsiyum ve magnezyumun WPM’de daha etkin bir
sekilde biriktigini isaret etmektedir. DKW ortami ise Fe vektoriine yakin konumlanmis, bu da
demir alimmin DKW’de 6ne ¢iktigini gostermektedir. Ayrica Ca—Mg—P arasinda pozitif
korelasyon, N-Mn arasinda ise benzer varyasyon goézlenmistir. Bu bulgular, besi ortami
bilesiminin yaprak dokusundaki besin element dagilimini yonlendirdigini acik¢a ortaya
koymaktadir.
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bu ortamda da desteklendigini gostermektedir. MS, Mn ve N vektorleri yoniinde konumlanarak
yaprakta oldugu gibi azot ve manganla iliskisini siirdiirmiistiir. DKW ise Fe eksenine en yakin
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Her iki dokuya ait PCA sonuglarinin birlikte degerlendirilmesi, ortam x doku etkilesimlerini
ortaya koymustur. Yaprakta MS (N-Mn), GD (P), DKW (Fe) ve WPM (Ca—Mg) 6ne ¢ikarken,
govde dokusunda WPM nin etkisi daha belirgin hale gelmis ve Mg—P birikiminde baskin rol
oynamistir. MS, hem yaprakta hem de gévdede N—Mn ekseninde 6ne ¢ikmig, DKW ise her iki
dokuda da Fe yonelimini korumustur. GD ise yaprakta fosfor birikimi ile iliskili iken gévdede
daha ¢cok magnezyumla baglantili bulunmustur. Bu karsilastirma, WPM ortaminin &zellikle
govde dokusunda mineral elementlerin birikimini gii¢lii bigimde artirdigini, MS’nin azot ve
mangan iligkisini her iki dokuda da korudugunu ve DKW’nin demir alimindaki roliinii
dogruladigini gostermektedir.

PCA, WPM’nin Ca—Mg—P ekseninde; MS’nin N ve Mn ekseninde, DKW nin Fe ekseninde;
GD’nin ise P ekseninde ayristigini1 gorsel olarak dogrulamistir. Yaprakta azot igeriginin MS
ortaminda daha yiiksek bulunmasi, MS’in yiiksek toplam tuz konsantrasyonu ve ¢ift azot
kaynagi (NHaNO; + KNO:s) ile uyumludur. NH+""un belirli diizeylerde bulunmasi, amino asit
ve klorofil sentezi lizerinden siirgiin dokusunda N birikimini destekleyebilir; ayn1 zamanda
NO:s™ ile dengeli azot temini biiyiime hizini artirabilir.

TARTISMA

Doku kiltiirii literatiiri, NOs™ ile NH4"’un birlikte verilmesinin tek basina kullanilan formlara
gore cogu tiirde bliylime ve organogenez i¢in daha elverisli oldugunu gostermektedir (Ramage
& Williams, 2002; Kothari et al, 2004). Song et al. (2021), kestane melezlerinde
mikrocogaltimi iyilestirmek amaciyla WPM ortamini azot formu ve miktarini1 degistirerek
modifiye etmistir. Ozellikle uygun diizeylerde NHa4* varligi, amino asit ve klorofil sentezi
iizerinden slirglin dokusunda N birikimini destekleyebilmekte; NOs™ ile dengeli bir azot temini
saglanmasi ise fotosentetik performansi ve biiylime hizini artirabilmektedir (Romheld, 2012;
Hachiya & Sakakibara, 2017). Ca ve Mg icerikleri bakimindan yaprak dokusunda gézlenen
farklar sinirli olmusg, LSD gruplar1 ortamlar arasinda belirgin bir ayrisma gostermemistir. Bu
durum, yaprakta katyon tasiniminin ksilem akisina ve yaprak yasma bagh redistribiisyon
stireclerine bagli olarak daha dengeli seyredebildigini diislindiirmektedir. Literatiirde de Ca ve
Mg’nin bitkilerde esas olarak ksilem iizerinden tasindigi, floem mobilitesinin sinirli olmasi
nedeniyle Ozellikle yasli yapraklarda yeniden dagilimim kisith kaldigr bildirilmektedir
(Marschner, 1995; White & Broadley, 2003). Bu nedenle, ortamlar arasinda biiyiik farklilik
gbézlenmemesi, yaprak dokusunda bu iki elementin fizyolojik tasinim mekanizmalarinin
baskinligi ile a¢iklanabilir. Benzer sekilde, bitkilerde Ca ve Mg genellikle daha stabil dagilim
gostermekte, yalnizca ekstrem eksiklik kosullarinda belirgin semptomlar ortaya ¢ikmaktadir
(Rios et al., 2012).

Literatiirde Ca ve Mg’nin bitki dokularinda 6zellikle hiicre duvar1 pektatlarina baglandigi ve
doku sertligi ile iliskili oldugu, bu nedenle de gévde dokusunun 6énemli bir depo/havuz gorevi
gorebilecegi belirtilmistir (Marschner, 1995; White & Broadley, 2003). Bu dogrultuda WPM
orneklerinin Ca—Mg—P degerlerinin yiiksek bulunmasi neticesinde bu ortamin 6zellikle katyon
ve fosfat taginimini tesvik ettigini gostermistir.

Demir (Fe) iceriginin DKW ortaminda yiiksek bulunmasi, bu ortamin Mn katkisinin ytiksek ve
Ca/Mg profilinin daha etkin tutulabildigine isaret etmektedir. Besi ortamlarinda demirin
biyoyararliligi ve bitki dokularindaki tutulma kapasitesi onemlidir (Al-Mayahi, 2021).
‘Marsol’ kestane ¢esidinde MS ortami uygulamasinda bitkiciklerde saglikli yaprak olusumun
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sinirh kaldigr ve diisiik klorofil degerleri aldig1 belirtilmistir (Hatipoglu, 2025). Bu sonuca
paralel olarak ‘Akyiiz’ ¢esidinde de yapraklarda MS ortaminda diisiik, WPM ve DKW
ortamlarinda yiiksek oranda Fe alimi belirlenmistir. Mn, ¢esitli enzim aktiviteleri i¢in kritik
oldugundan bu elementin siirgiin gelisimiyle paralellik gdstermesi beklenmektedir (Marschner,
1995). Cinko’nun WPM’de, Cu’nun ise GD’de 6ne ¢ikmasi; ortamlarin toplam siilfat ve katyon
dengeleri ile Zn/Cu antagonizmast (Zn—Fe, Cu—Fe rekabetleri) ilizerinden agiklanabilir
(Broadley et al., 2012).

WPM’in diisiik tuzlulugunun ve iyonik dengesinin ksilem tasinimini kolaylastirdi§ina ve
gbovdenin “iletim ve gecici depolama” dokusu olarak mikro element birikimini artirdigina isaret
etmektedir. MS besi ortaminda elde edilen govde dokular1 Mn agisindan yiiksek goriinse de
Zn—Cu—Fe’de WPM-s’nin gerisinde kalmistir. Bu farklilik, toplam iyon yiikii ve NH4"/NOs~
dengesinin mikro element alimi iizerindeki dolayli etkileriyle aciklanabilir. Yaprak—govde
ayrimi belirgin olup, 6zellikle gévdede hem mineral (Ca—Mg—P) hem de bir¢ok mikro
elementin yapraga kiyasla daha yiiksek birikim gosterdigi saptanmistir. Korelasyon analizinde
Ca—Mg—P arasinda giiclii pozitif iligkiler bulunmus, bu elementlerin birlikte taginmasi ve hiicre
duvari yapisi/enerji metabolizmasindaki ortak taleplerle uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Fe—Mn birlikteligi de pozitif korelasyon gostermis ve bu durum, oksidorediiktaz enzimleri ile
kloroplast ve mitokondri fonksiyonlarindaki ortak rollerle Ortlismiistiir. Ortam tuz yiikiiniin
yiiksekligi bazi elementlerin alimini sinirladigi ve yapisal bozukluklara yol agtig1 belirtilirken
(De Block, 1990), bu calismada MS ortaminda yaprakta N ve Mn’un 6ne ¢ikmasi, DKW
ortaminda Fe’nin yliksek bulunmas1 ve WPM ortamindan alinan gévde dokularinda Ca—Mg—P
degerlerinin baskin ¢ikmasi benzer sekilde ortam bilesiminin dogrudan mineral beslenmeyi
yonlendirdigini gostermektedir.

Stevia rebaudiana iizerine yapilan ¢alismada, farkli kiiltlir ortamlari ve ¢esitlerin yapraklardaki
besin element icerikleri degerlendirilmis, 6zellikle makro elementler (N, P, K, Ca, Mg) ve
mikro elementler (Fe, Mn, Zn) bakimindan ortam kompozisyonunun beslenme durumunu
dogrudan etkiledigi belirlenmistir. Ayrica uygun ortam se¢iminin mikrogogaltim basarisinda
onemli rol oynadig1 belirtilmistir (Vilarifio et al., 2021). Besi ortamlarindaki CaCl, diizeyi,
Hint leylag1 (4zadirachta indica A. Juss) kiiltiirlerinde STN diizeyini etkileyen faktorlerden
biridir (Arora et al., 2010). Mubina et al. (2018), Cicer arietinum L. slirglin rejenerasyon
ortaminda MS bazli1 CaCl, ve KNO3 seviyelerini iki katina ¢ikararak yaprak nekrozunu ortadan
kaldirmustir.

Eucalyptus dunnii bitkisinin in vitro mikrogogaltiminda yapilan besin eksikligi ¢aligmalari,
ozellikle N, Mg, Fe ve Zn yetersizliklerinin siirglin gelisimi ve yaprak morfolojisi iizerinde
dogrudan olumsuz etkiler yarattigini ortaya koymustur (Oberschelp & Gongalves, 2018).
Benzer sekilde bu calismada Akytiiz’ kestanesinde kullanilan farkli bazal ortamlarin, yaprak
ve govde dokularinda belirgin besin element profilleri olusturdugu gézlenmistir. MS ortaminda
N ve Mn birikimi, GD’de P artisi, DKW’de Fe alim1 ve WPM’de Ca—Mg—P zenginlesmesi bu
bulgular ile uyumlu olarak, ortam bilesiminin mineral beslenmeyi yonlendirdigini
gostermektedir.

Eugenia dysenterica DC. lizerine yapilan g¢alismada biiyiime parametreleri ile besin
konsantrasyonlar1 birlikte degerlendirilmis ve PCA analizi kullanilarak ¢evresel ve besinsel
faktorlere bagli varyasyon ayristirilmistir (Bessa et al., 2016). Calismada 6zellikle Ca, Mg ve
P elementlerinin biiylime performansini belirleyici faktorler oldugu vurgulanmistir. Benzer
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sekilde bu arastirmada ‘Akyliz’ kestanesinde PCA sonuglari, gévde dokusunda WPM
ortaminin Ca—Mg—P ekseninde ayristigini, yaprak dokusunda ise MS’nin N-Mn, DKW nin Fe
ve GD’nin P y6niinde 6ne ¢iktigini gostermistir. Thirugnanasampandan et al. (2009), Smilax
zeylanica Vent. siirgiin rejenerasyon ortaminda MgSO4'lin uygun seviyeye getirilmesinin
eksplantlarin daha saglikli yapraklara sahip olmasini sagladigini belirledi.

Picea abies tiirii i¢in yapilan ¢alismada, farkli genotiplerde biiyiime parametreleri, besin alim1
ve olgunlagsma kapasiteleri birlikte izlenmis ve mineral beslenmenin embriyo gelisimiyle
dogrudan baglantili oldugu belirlenmistir. (Find et al., 1998). Benzer sekilde bu arastirmada
kestane ‘Akyiiz’ ¢esidinde kullanilan farkli bazal ortamlarin yaprak ve gévde dokularinda
makro ve mikro besin birikimlerini yonlendirdigi ve PCA ile ortam X doku iliskilerinin
ayristirtlabildigi ortaya konulmustur. Ote yandan, medya bilesiminin tiirler arasi farkliliklar ve
genotipe bagl adaptasyonlarla yakindan iliskili oldugunu belirtilmektedir (Sota et al., 2024).
Boylece bu calisma, kestane gibi odunsu tiirlerde in vitro c¢ogaltim sirasinda mineral
beslenmenin dokuya 6zgii yonelimlerini ortaya koyarak hem bireysel genotiplerin hem de
farkli bazal ortamlarin besin dinamikleri iizerindeki etkilerini daha net bicimde gostermektedir.

SONUC

Bu calismada, ‘Akyiiz’ kestane ¢esidinin mikrogogaltiminda kullanilan dort farkli bazal besi
ortaminin (MS, WPM, GD ve DKW) yaprak ve gévde dokularindaki makro ve mikro besin
element birikimlerine etkileri degerlendirilmistir. ‘Akyiiz’ kestane ¢esidinin yaprak ve govde
dokularinda belirlenen besin element icerikleri ortamlar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik gostermistir (LSD %5). Yaprak makro elementlerinde WPM ortami N (3.05%) ve K
(2150 mg/kg) bakimindan yiiksek degerler vermis, ancak en yiiksek P igerigi GD ortaminda
(2824.2 mg/kg) belirlenmis olup MS (1540 mg/kg) ve WPM (1740.7 mg/kg) ortamlarindan
istatistiksel olarak farkli bulunmustur. Ca ve Mg bakimindan MS ve GD ortamlar1 benzer bir
diizeyde (Ca =1170 mg/kg; Mg =1288 mg/kg) olup WPM ile fark gdstermemis, buna kargin
DKW ortam1 her iki elementte de belirgin diisiik degerler vermistir (Ca 820.6 mg/kg; Mg 798.1
mg/kg). Gévde dokusunda ise WPM ortam1 P (5718.1 mg/kg), K (2400 mg/kg), Ca (1886.9
mg/kg) ve Mg (2577.9 mg/kg) bakimindan diger ortamlardan anlamli derecede yliksek
bulunmus, MS, GD ve DKW ortamlar1 bu elementlerde daha diisiik gruplarda yer almistir.
Mikro elementlerde yaprak dokusunda Fe icerigi DKW ortaminda en yiiksek (184 mg/kg), Zn
icerigi WPM’de en yliksek (44 mg/kg) 6l¢iilmiis, Cu GD’de (7 mg/kg), Mn ise MS’de (74
mg/kg) maksimum seviyede tespit edilmistir. Govde dokusunda benzer sekilde WPM Fe (425
mg/kg), Cu (17 mg/kg), Mn (487 mg/kg) ve Zn (126 mg/kg) bakimindan istatistiksel olarak
istiin olmus, GD ve DKW ortamlar1 ¢ogunlukla daha diisiik siniflarda yer almistir. Bu
sonuglar, WPM ortamimin 06zellikle gévde dokusunda hem makro hem mikro element
birikimini anlamli diizeyde artirdigini, GD ortamimin P ve bazi mikro elementlerde avantaj
sagladigii, DKW ortaminin ise genel olarak diislik mineral birikimi ile karakterize oldugunu
gostermektedir.

Bulgular, ortam bilesimlerinin mineral beslenmeyi yonlendirdigini ve dokuya 6zgii farkliliklar
olusturdugunu gostermistir. Yaprak dokusunda MS ortami N ve Mn birikimini, GD ortami1 P
artisini, DKW ortami1 Fe alimini, WPM ortam1 ise Ca ve Mg zenginlesmesini 0ne ¢ikarmistir.
Govde dokusunda ise 6zellikle WPM ortami1 Ca—Mg—P ve mikro element birikimini belirgin
bicimde tesvik ederek diger ortamlardan ayrismistir. Korelasyon analizleri Ca—Mg—P arasinda
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giiclii pozitif iliskiler bulundugunu; PCA sonuglari ise ortamlarin besin elementleri yoniinden
acik bir sekilde ayristigini ortaya koymustur.

Bu sonuglar, kestane gibi odunsu tiirlerde in vitro ¢gogaltimin basarisinda besi ortami mineral
dengesinin kritik roliinii vurgulamaktadir. Ozellikle WPM ortami, mineral zenginlesmesini
artirarak klonal ¢ogaltim siirecinde 6nemli bir avantaj saglamaktadir. MS ortami, yapraklarda
N ve Mn birikimiyle gii¢lii bir beslenme profili sunarken, DKW ortami Fe alimi i¢in 6ne
cikmaktadir. Calismamizin bulgulart WPM ortaminin ‘Akyiiz’ ¢esidinin mikrogogaltiminda
ozellikle gbvde dokusunda besin alimin1 destekleyen daha dengeli bir iyonik ortam sagladigini
ve bu nedenle odunsu tiirler i¢in uygun bir ortam olarak Onerilebilecegini gdstermektedir.
Dolayisiyla, farkli ortamlarin dokulara 6zgii besin birikim profilleri dikkate alinarak kombine
ya da modifiye edilmis besi ortamlarinin gelistirilmesi, kestane mikrogogaltiminda basariy1
artirabilecek stratejilerden biri olarak Onerilmektedir. ‘Akyliz’ c¢esidinin gal arisina
dayaniklilig1 géz oniinde bulunduruldugunda, bu ¢esit i¢in optimize edilecek mikrogogaltim
protokolleri yalnmizca saglikli ve homojen fidan {iretimini hizlandirmakla kalmayacak, ayni
zamanda zararlilara ve hastaliklara karsi dayanikli genotiplerin yayginlagtirilmasina katki
saglayacaktir. Bu bulgular, sadece kestane i¢in degil, diger odunsu tiirlerde de dokuya 6zgii
besin element dinamiklerini anlamak ve uygun ortam se¢imini yapmak agisindan yol gosterici
niteliktedir.
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