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OZET

MAVI LADIN (Picea pungens Engelm.)’IN FARKLI CESITLERININ IN
VITRO’DA BiTKi REJENERASYON KAPASITELERININ
ARASTIRILMASI

KIRAC, Bilge
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Yrd. Dog. Dr. Berna BAS
Eyliil 2011, 39 Sayfa

Park-bahce ve peyzaj diizenlemelerinin 6nemli aktorlerinden Mavi Ladin (Picea
pungens hoopsi), Tiirkiye'de agirlikli olarak ithal edilen bitkiler arasinda yer almakta
ve Tiirkiye'de dogal olarak yetismemektedir. Ulkemizde bulunmayan ya da yetismesi
zor olan bitkilerin yiiksek fiyatlarla ithal edilmesi lilkemiz ekonomisine olumsuz etki
yapmaktadir. Bu calismada in vivo ‘da yetisen bitkinin yaprak eksplantlar1 toplanip
ylizey sterilizasyonu yapildiktan sonra oksin ve sitokininlerin farkli kombinasyon ve
konsantrasyonlarini igeren bazal MS ortaminda alt kiiltiire alinmis ve ortama % 2
sakkaroz ile %0.5 agar ilave edilmistir. Kiiltlirler 25 °C#1 1siya sahip klima
odalarinda 16 saat 151k rejimi altinda muhafaza edilmistir. Kallus tesviki en iyi
0,1mgl™ 1-Naftalin asetik asit + 7.0 mgl" 6-Benzilaminopurin ilave edilen bazal MS
ortaminda  gozlenirken, 0,5mgl”’ 1-Naftalin asetik asit + 3.0 mgl’ 6-
Benzilaminopurin ve 0,5mgl™ 1-Naftalin asetik asit + 7.0 mgl”" 6- Benzilaminopurin
iceren bazal MS ortaminda ise somatik embriyogenezis 8 hafta i¢inde elde edilmistir.
Ancak kallus ve embriyolar 2-3 hafta icinde kahverengine donmiis olup, en ideal
kallus ve embriyo indiiksiyonu 5-15 Mayis arasinda 5-6 yasindaki agaclardan
toplanan orneklerden elde edilmistir. ithal edilen mavi ladinin in vitro klonal

cogaltimi ¢cok zorluklar ¢ikarmaktadir.

Anahtar kelimeler: Mavi Ladin, Konifer, /n Vitro, Cogaltim



ABSTRACT

IN VITRO INVESTIGATION OF REGENERATION CAPABILITY FROM
DIFFERENT OF BLUE SPRUCE (Picea pungens Engelm.)

KIRAC, Bilge
M. Sc. in Biology
Supervisor: Asist. Prof. Dr. Berna BAS
September 2011, 39 pages

One of the most popular conifers of park, garden and landscape architecture is blue
spruce (Picea pungens hoopsi) which is imported plants, is not native plant of
Turkey. Import ornamental plants dependence makes come at very high financial
cost. In this study, after surface sterilization, in vivo leaf explants of plant were
cultured on basal MS medium containing at various combination and concentration
of cytokinines and auxins supplemented with 2% sucrose and 0.5% agar as
solidifying agent. These cultures were maintained in the climate room at 25 °C=1
temperature with 16 hours fluorescent Although callus induction was the best on
0,1mgl” 1-Naphthaleneacetic acid + 7.0 mgl”' 6-Benzylaminopurine, somatic
embryogenesis were developed on 0,5mgl” 1-Naphthaleneacetic acid + 3.0 mgl™ 6-
Benzylaminopurine and 0,5mgl” 1-Naphthaleneacetic acid + 7.0 mgl" 6-
Benzylaminopurine approximately in 8 week. However callus and embryos were
turned to brownish in two-three weeks, specimens collected from 5-6 years adult
trees between May 5-15 was suitable for inciting calli and embryogenesis. Imported
blue spruce was very recalcitrant plant for clonal propagation via in vitro tissue

culture.

Key words: Blue Spruce, Conifers, Clonal, In Vitro, Propagation
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BOLUM 1
GIRIS

Mavi Ladinler ABD’nin Colorado ve Arizona eyaletlerinin yiiksek rakimli, karli ve
soguk bolgelerindeki dogal orman alanlari i¢inde yasamaktadirlar. Tohumlar bu
eyaletlerdeki Milli Ormanlardan ve 06zel bolgelerden toplanir. Bu bdlgelerden
baslicalari Colorado’nun Rio Grande ve San Isabel Milli Ormanlari, yine
Colorado’nun San Juan Boélgesi, Arizona’daki Kaibab Milli Ormani ve yine

Arizona’nin Apache Bolgesi’dir.

Mavi ladin; piramidal formu ve masmavi ibreleri ile peyzaj uygulamalarinda ¢okca
tercih edilen dekoratif tiirlerin basinda gelmektedir. Genel olarak monotonlugu
bozmak ve arka plan ile kontrast olusturmak amaciyla soliter kullanimi yaygindir.

Bununla birlikte gruplarda karakter bitkisi olarak ta degerlendirilmektedir.

Mavi ladin (P. pungens), 25-30 m'ye kadar boylanan ve 1,5 m'ye kadar ¢ap yapabilen
bir ladin tiirtidiir. Agacin kabugu ince ve pulludur. Geng agaglarda tac¢ konik,
yaslhilarda ise silindiriktir. Siirgiinler kalin, turuncu-kahverengi, genellikle
piiriizsiizdiir. igne yapraklar 15-30 mm uzunlukta, kalin, soluk boz-yesil veya parlak
mavi, ucu sivridir ve altinda tek bir stoma band: yer alir. igne yapraklar koparilinca
kotii bir koku verir. Kozalaklar sarkik, ince uzun, silindirik, 6-11 c¢cm uzunlukta,
kapaliyken 2 cm genisliginde, agikken ise 4 cm genisligindedir. Ince biikiilebilen
kozalak pullar1 20-24 mm uzunlugunda kenarlar1 dalgalidir. Kirmizimsi menekse
renkli kozalaklar 5-7 ay sonunda olgunlagir. Tohumlar ise siyah, 3-4 mm

uzunlugunda, ince uzun, tohum kanadi 10 -13 mm olup donuk kahverengidir.

Kar diisen iklimlerde peyzaj uygulamalarinda kullanilan en popiiler agaclardandir.
Pek ¢ok toprakta uyum saglar, kurakliga, fakir topraklara ve kirli sehir havasina
dayaniklidir. Topraktan itibaren piramidal tag¢ yaparlar. En Onemli Ozellikleri

ibrelerinin mavi rengidir.



Mavi Ladin, ABD’de yetistigi iklime ¢ok benzer iklimi olan Ankara, i¢ Anadolu ve
Dogu Anadolu’da ¢ok basarili bir agactir. —45C ‘ye kadar dayaniklidir. Ozellikle
Ankara’da 70-80 yasinda Mavi Ladin agaglar1 vardir. I¢ ve Dogu Anadolu
Bolgelerinde yasanan kis soguklari nedeni ile bu bolgelerde tohumdan yetistirilen
Mavi Ladin fidanlar1i Marmara, Ege ve Karadeniz bolgelerinde yetistirilenlere gore
daha belirgin boncuk mavisi renk almaktadirlar. Ancak Mavi Ladin fidanlar1 1liman

iklimlerde ve golgeli kosullarda kendilerine has mavi renklerini kaybederler.

Alpin kusaginin bir tiirii degildir. Genel olarak daglarin vadi boyunca devam eden
nemli diiz topraklarinda iyi bir biiyiime gosterir, diger yandan az yagmur alan
yerlerde yavas bliylime yapar. Mavi ladin diger ladin tiirleriyle melez yapmaz,

Engelman ladini ile nadiren melez yapar.

Mavi Ladin fidanlar1 ilk 4-5 sene ¢ok yavas biliylime gosterir. Fidanlarda kok
yapilarinin olugmasi, gévdelerinin odunlagsmasi ve yeterli kalinliga ulasmas1 ancak 4-
5 yaslarinda tamamlanmaktadir. Fidanlar 4-5 yaslarina gelene kadar her yil belli

oranlarda fire vermektedirler. Bu yastan sonra bu kayiplar yasanmamaktadir.

Peyzaj uygulamalarinda 8-12 yaslarindaki ve boylar1 150-250 cm. olan fidanlarin
kullanilmast uygun olmaktadir. S1§ ve sagak kok yapilarindan dolay1 yer degistirme,
boylu dikilme gibi islemlere ¢ok dayaniklidirlar. Uygun mevsimde sokmek sarti ile

4-5 m boylarina kadar rahatlikla s6kiim ve dikim yapilabilmektedir.

Bitkisel {iretim genel, olarak generatif veya vejetatif iiretim teknikleri kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Ozellikle dis mekan siis bitkilerinin {iretiminde ebeveynine
tipatip benzeyen dolayisiyla ayni renk ve forma sahip bitki elde etmek vejetatif
tiretim yontemleriyle miimkiindiir. Mavi ladin (P. pungens Engelm.) gibi ibreli
tiirlerde ise en ¢ok kullanilan vejetatif iiretim yontemi as1 ile iiretme teknigidir. As1
ile iiretme; ayr1 genotiplere ait iki bitkiden yeni bir bitki meydana getirme teknigidir.
Ast ile iiretme, bugiin siis ve orman agaci tiirlerinde basari ile kullanilan bir tekniktir
(Urgeng,1992). Ancak, birgok arastirmacinin da belirttigi gibi as1 calismalarmin
basarisina bazi faktorler etki etmektedir. Nitekim, Doran (1953), Nienstaedt ve ark.
(1958) ve Fielding (1969) gibi arastirmacilar genetik 6zelliginden dolay1 bazi

fertlerden alinan siirglinlerin  tutma Dbasarist yiiksek as1  kalemi verdigini
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belirtmislerdir. Mirov (1940) ve Dormling’in (1964); as1 kalemi alinacak siirgiiniin
agac lizerindeki yerinin, as1 kalemi toplama ydnteminin, stoklarin hazirlanmasinin ve
aslyl yapma zamaninin asi basarisi iizerinde etkili faktorler oldugu belirtilmistir.
Larsen (1956) ise basarili bir liretim yapilabilmesi i¢in kuvvetli anag fidanlara ihtiyag
bulundugunu ve iyi bir a1 bicaginin da asi1 ile iiretmede en etkili faktorlerden biri

oldugunu belirtmektedir.

Ticari degeri son derece yliksek olan mavi ladinin yesilimsi mavi igne yapraklari i¢in
tohumdan ve vejetatif olarak asi ile liretimi yapilmaktadir. Tohumla iiretimi zordur
ayni zamanda acilimda meydana geldigi icin yeni bireyler ana bitki ile aym
Ozellikleri tagimamaktadir. Ast ile iiretim daha ¢ok mavi ve degerli bitkilerin
tretiminde kullanilir. Ciinkii tohumla iiretimde genetik a¢ilim nedeniyle mavi
tiirlerin ¢ogiirlerinin ¢ogu daha az mavi olur. Ancak vejetatif iiretimde 10 yilin
tizerindeki agaclardan alinan asilar koklenmemektedir. Agagtan alinan lateral asi
bolgeleri aga¢ tlizerinde genis bir alana yayilarak asagiya dogru bir gelisme
gostermektedir. Yani aga¢ dik olarak yukari dogru gelisemezler. Yalnizca apikal
bolgeden alinan asilar agacin yukar1 dogru gelismesine olanak saglar, lateral asilar
ise yukar1 dogru dik biiylimeye engel olmaktadir. Bu 6zellik bazi koniferlerde de

gozlenmektedir.

Ulkemizde kamu kurumlar, yerel yonetimler ve o6zel kuruluslarin peyzaj
diizenlemelerine agirlik vermesi nedeniyle bitkisel materyale olan ihtiya¢ gittikce
artmaktadir. Ozellikle kentsel ve kirsal alanlarda yapilan peyzaj diizenlemelerinde
yerli veya yabancit ¢ok sayida dis mekan siis bitkisi kullanilmaktadir. Ancak
iilkemizde dis mekan siis bitkilerinin iiretimi yeterli diizeyde degildir. Bununla
birlikte, tercih edilen bitki tiiriiniin egzotik olusu, iiretiminde zorluk bulunmasi ve
gelisiminin yavas olmasi, istenilen tiirlerin Italya ve Hollanda gibi yabanci

tilkelerden ithal edilmesine sebep olmaktadir (Anonim,2001).

Yeni ¢esit gelistirmek ve mevcut cesitlerde genetik cesitlilik olusturmak doku
kiiltliriiniin temel amaclar1 arasinda sayilabilir. Bu nedenle bitki doku Kkiiltiirleri
genetiksel iyilestirme c¢alismalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica
kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve ¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin {iretiminde,

cesitli doku kiiltiirii yontemleri rutin olarak uygulanmaktadir (Babaoglu vd., 2001).
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Modern 1slah ve muhafaza yontemleri igerisinde; siirgiin ucu kiiltiirii, embriyogenik
kallus eldesi, somatik embriyogenesis, somatik hibridizasyon, gen aktarma

caligmalar1 yer almaktadir.

Bitki  1slahinda  kullanilan  biyoteknolojik  yontemlerden  birisi  somatik
embriyogenesistir. Vegetatif hiicrelerden gelisen embriyolar somatik embriyo olarak
adlandirilmaktadir. Somatik embriyolar, kiiltiire alinan eksplantin  somatik
hiicrelerinden gelisirler ve eksplantin alindigi bitkinin genotipini muhafaza
ettirdiklerinden dolay1 klon olustururlar. Somatik embriyogenesisin en Onemli
kullanim alanlari; somatik hibridizasyon, partikiil tabancasi ve Agrobacterium

tumefaciens aracihigy ile bitkilere gen aktarimidir (Ozcan vd., 2001).

Somatik embriyogenesis direk olacagi gibi, embriyogenik kalluslardan da (indirek
somatik embriyo olusumu) elde edilebilir. Direkt somatik embriyogenesiste; embriyo
kallus olusumu olmadan direkt olarak somatik bir hiicreden olusur. Bu tip
embriyogenesis i¢in ¢ok genc bitki doku ve hiicreleri kullanilir. indirekt somatik
embriyogenesiste ise Once kallus olusur. Daha sonra bu kallustan somatik embriyolar
olusur. Somatik embriyo olusturan kallusa embriyogenik kallus adi wverilir.
Embriyogenik kallus; kompakt yapida ve beyazdan acik sar1 renge kadar degisen
renklerdedir (Hatipoglu,1997).

Somatik embriyogenesis, somatik hibridizasyon ve gen aktarma caligmalarinda ara

iirlin olarak embriyogenik kalluslarin elde edilmesi ¢ok dnemlidir.

Embriyogenik kalluslar tek hiicre kaynakli oldugundan ozellikle gen aktarma
calismalarinda amaca ulasmada Onemli rol oynar. Bunlarin yaninda hiicre
siispansiyonu hazirlama ve protoplast flizyonunda kaynak olarak yine embriyogenik

kalluslar kullanilir (Ozcan vd., 2001).

Somatik embriyogenez calismalari, bitkilerin klonal hizli ¢ogaltiminda, sentetik
tohum {retiminde ve gen aktarim c¢aligmalari gibi O6nemli alanlarda
kullanilmaktadirlar. Bununla birlikte, eksplant kaynagi, genotip, bitki biiylime
diizenleyicileri, azot kaynagi ve ¢evre sartlar1 gibi etmenler somatik embriyogenezi

onemli Olgiide etkileyen temel faktorler arasindadirlar (Babaoglu vd., 2001).



Bitki doku, organ ve hiicre kiiltlirii ¢aligmalari, bitki genetik kaynaklarinin
korunmasinda, bitkilerin uzun siireli muhafazasinda, genetik 1slah g¢aligmalarinda,
klonal ¢ogaltim ve hastaliksiz bitki iiretimi gibi bir¢ok alanda c¢ok sayida bitki
tiirlinde rahatlikla kullanilabilinen caligmalardir. Teknikte temel olarak aseptik
kosullarda hazirlanan ve bitki tarafindan gereksinim duyulan makro, mikro besin
elementleri, vitaminler ve hormonlar1 (oksinler, sitokininler ve giberellinler) igeren
sentetik besin ortamlar1 {izerinde, doku, organ, hiicre, ve protoplast gibi bitki
eksplantlan kiiltiire alinir ve kiiltiirler klima odalarinda bekletilirler (Babaoglu vd.,

2001).

Bitki biiyiime diizenleyicileri (BBD) doku kiiltiirii ortamlariin en 6nemli unsurudur.
Bitkilerin biiyiime ve gelismesini artiranlar veya durduranlar1 vardir. Tiir ve cesitlere
gore degismekle birlikte uygun olmayan konsantrasyonda ortama ilave edildiklerinde
genellikle higbir etki ortaya ¢ikmaz. Bitki hormonlari, bir dokuda iiretilip, biiylime ve
gelismenin olacagi diger dokulara tasinan ve cok diisilk konsantrasyonlarda etkili
olan endojen organik bilesiklerdir. Indol asetik asit, zeatin, zeatin ribozid, GA,
absisik asit ve etilen bitkilerce iiretilen hormonlardandir. Sentetik yollarla iiretilenler
de dahil olmak iizere genel olarak hepsine bitki biiylime diizenleyicileri adi
verilmektedir. En ¢ok kullanilanlar; oksinler, sitokininler, giberellinler, absisik asit

ve etilendir (Babaoglu vd., 2002).

Pierik, (1997) ve Babaoglu vd., (2001) Oksinler, fotoperyodizm, kdklendirme, apikal
dominans, yan siirglinlerin gelisiminin engelledigini ve hiicre gelisiminde etkili
olduklarini ayrica, oksinlerin doku kiiltiirlerinde tek basina kullanildiklarinda kallus
uyarimini, hiicre siispansiyonlarinin elde edilmesini ve somatik embriyo olusumunun
uyarimini, sitokininlerle birlikte yine kallus olusumunu, organogenez ve somatik

embriyo olusumunun uyarilmasini saglayabildiklerini rapor etmislerdir.

Smith, (1992) yilinda sitokininlerin, c¢ogunlukla kdk ucu meristemi ve geng
yapraklarda iiretildiklerini, hiicre bdliinmesi, yeniden farklilasma, bitki rejenerasyonu
ve siirgiin ¢cogaltiminda etkili olduklarin1 ve antioksidan etki gostererek yaslanmayi
da geciktirdiklerini bunlarin yani sira siirgiinlerde koklenmeyi ve embriyogenezi

engellediklerini rapor etmistir.



Babaoglu, (2001) Giberellerinlerin, meristem bitki rejenerasyonunun uyarilmasinda,
bitki boylarinin uzatilmasinda, embriyo ve oviil kiiltiirlerinde kullanildiklarini
belirtmistir. Ayrica, kallus gelisimi, organogenez ve adventif kok olusumunu
engellediklerini ve bitkilerde govdenin uzamasini ve ¢igeklenmeyi de arttirdiklarini

vurgulamaistir.

Babaoglu, (2001) Absisik asitin, strese maruz kalmig bitkilerde, dormant
tomurcuklarda ve tohumlarda bulundugunu ve bitki doku kiiltiirlerindeki roliiniin
heniiz tam olarak anlasilmamis oldugunu ve halen somatik embriyolarin

olgunlastirilmalarinda kullanildigin1 belirtmistir.

Picea pungens sistematik agidan;

Alem : Plantae (Bitkiler)

Bolim : Pinophyta (Ac¢ik tohumlular)
Sinif : Pinopsida

Takim : Pinales (Igne yapraklilar)
Familya : Pinaceae (Camgiller)

Cins : Picea

Tiir : Picea pungens Engelm.

1.Cesit : P. pungens hoopsi (hoopsi ¢cami)
2.Cesit : P. pungens glauca

3.Cesit : P. pungens sp.



Sekil 1.1 P. pungens hoopsi’nin Gaziantep Botanik Bahgesi’'nden 2010 mayis

ayindaki gorlintiisi

Mavi ladinin hem iilkemizin ekolojik sartlarina uyum saglayip tesis yetenegine sahip
olmasi hem de peyzaj degeri yliksek ithal tiirlerin basinda gelmesi, kitlesel iiretimi
konularinda arastirmalarin yapilmasini gerekli kilmaktadir. Dolayisiyla bu arastirma,
mavi ladinin 6nemli bir kiiltivar1 olan “Hoopsi” nin laboratuvar kosullarinda bu
sorunlarin iistesinden gelen bitki doku kiiltiirii teknik yontemleri kullanilarak geng
ladinin ¢esitli kisimlar1 6zellikle igne yapraklarinin kallus, embriyo ve bitkicik

olusturma kapasitesinin arastirilmasi amaciyla bu ¢aligma ele alinmistir.



BOLUM 2
KAYNAK OZETLERI

Orman agaclarinin in vitro kiiltiir yoluyla {iretilmesine yonelik birgok arastirma
yapilmistir. Bazi orman agaclarinin dokulari, yagh fertlerden alinmis ise, ¢cok zor
koklenmektir. Bu nedenle arastirmalarda geng bitkilerin embriyo, hipokotil, siirgiin

uclar1 veya tomurcuk eksplantlar1 gibi doku pargalar1 kullanilmaktadir.

Igne yaprakli agaclarda doku kiiltiir yontemleriyle in vitro ¢ogaltim olanaklarini
aragtirmak amaciyla Hazubska-Przybyl T. vd., (2007), 4 ladin tiirlinde (Picea abies,
P. omorika, P. pungens 'Glauca' ve P. breweriana) somatik embriyogenesis ¢alismast
yapmistir. Buna gore en fazla embriyogenik doku elde etmek icin eksplant kaynagi
olarak olgun zigotik embriyolar kullanilmasinin uygun oldugunu rapor eden
arastiricilar, bu 4 cesitte elde edilen verim oraninin %10,8 (P. breweriana igin) -
%23,75 (P. omorika ve P. pungens 'Glauca' i¢in) arasinda oldugunu bildirmislerdir.
Calismalarinda  embriyogenik doku tesvikinin  ozelikle kiltir ortaminin
bilesenlerinden etkilendigi belirtilmis olup, en uygun oksinlerin 2,4-D, NAA,
Picloram ve en uygun sakkaroz miktarinin 10-20 g/It arasinda oldugu saptanmustir.
Yine P. omorika ‘ya ait eksplant kaynagi olarak megagametofit (endospermler
olgunlagmamis zigotik embriyolarla birlikte) kullanildigi zaman %10 dolayinda
oldukca diisiik diizeylerde embriyogenik doku elde eden arastiricilar hipokotiller,
kotiledonlar ve igne yapraklardan embriyogenik doku iiretilemedigini bildirmislerdir.
Boylece Picea abies ve P. omorika ¢esitlerinden somatik bitkiciklerin elde
edilmesiyle fidanlikta {iretim veya genetik ve 1slah ¢alismalar1 amaciyla doku kiiltiir

yontemleriyle mikrogogaltimin uygulanabilirligi gosterilmistir.

Diger mavi ladin ¢esitlerinden Picea pungens Engelman ‘in kiiltiire alinan olgun
zigotik embriyolarindan somatik embriyogenesis ve bitkicik elde edildigi
bildirilmistir (Afele vd., 1992). Adi gecen calismada bitkicik ve embiyogenesis

tesviki i¢in yar1 oranlarda kullanilan LP, LM ve BLG Kkiiltiir ortamlarinin etkisi
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arastirllmis, LM kiiltiir ortaminin en fazla somatik embriyo tesvik ettigi, BLG
ortaminin ise embriyonal-suspansor yigini iiretmeden somatik embriyo tesvik ettigi
saptanmistir. Embriyonal suspansor yigminin oksin/sitokinin ile tesvik edildigi
denemede ise 2 uM NAA + 10 uM BA veya 10 uM NAA + 5uM BA igeren
ortamlarin ise en fazla bitkicik iireten somatik embriyo verdigi bildirilmis olup,
AgNOj5’1in (10 -100 pM) ilave edildigi indiiksiyon ortaminda ise somatik embriyoya

dontisiim oran1 azaldig1 rapor edilmistir.

Mavi ladin (Picea pungens) ‘in in vitro hiicre ve doku kiiltiiriiyle ilgili ilk ¢alismalar
Manandhar ve Gresshoff (1980) tarafindan bildirilmistir. Aragtiricilar olgun agaglarin
yaprak ve govde pargalarindan elde ettigi hiicre kiiltiirlerini baslatmak i¢in 10 uM
2.4-D + 1uM kinetin ilave edilen B5 ortami ve 5uM 2.4-D + 1uM kinetin ilaveli
bazal MS ortammin optimum oldugunu belirtmislerdir. Yaprak ve govde
kalluslarindan yesillenme, vaskiilar farklilasma ve yalanci tomurcuk gelisimlerinin
cok sinirli oldugu bir organogenesis potansiyele sahip oldugunu rapor etmislerdir.
Bitkinin sitolojik ¢alismalarin1 da yapan arastiricilar 24 metasentrik kromozomlarin
bir diploid karyotip oldugunu ve tekrarh alt kiiltiirler sonucunda karyotip ve ploidi
diizeyinin stabil kaldigini saptamislardir. Ayrica govde kalluslarinin hacimleri ve
kolay goriinmelerinden dolayr da kromozomlarinin ideal bir sitolojik materyal

oldugu belirtilmistir.

Attree and Fowke, (1991) ve Becwar vd., (1989), Malabadi vd., (2004),
“’embriyogenik kiiltiirlerin baglatilmasinin pek ¢ok faktor tarafindan etkilendigini ve
bunlar arasinda en Onemlisinin dogru hasat zamani ve in vitro caligmalar i¢in
kullanilacak olan uygun eksplantin se¢imi’’ oldugunu bildirmistir. Dogru hasat
zamani ve uygun eksplantin se¢imi ¢ok Onemlidir. Ciinkii farkli gelisim
safhalarindaki bir organ ya da dokunun ¢esitli hiicreleri in vitro’ya tepkide kendi

yeterliliklerinde farklidirlar.

Pulman vd., (2004), Pinus taeda’da somatik embriyogenesis baslangicinin,
degistirilmis 2 P6 tuzlar1 konsantrasyonu, 50 mg/lt aktif karbon, aktif karbonun
adsorbsiyonunu desteklemek ic¢in ayarlayict Cu ve Zn, % 1,5 maltoz, %2 myo-
inositol, 500 mg/It casamino asit, 450 mg/lt glutamine, 2 mg/lt NAA, 0,63 mg/lt

BAP, 0,61 mg/lt kinetin, 3,4 mg/lt giimiis nitrat, 10 pM 8-Br-CGMP, 0.1 pM
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brassinolide ve 2 g/It gelrite iceren temel ortama 0,05 mg/lt biotin, 0,5 mg/It folik asit

ve 250 mg/lt pH tampon ajant MES ilave edildiginde gelistirildigini agiklamiglardir.

Yine Pulman vd., (2004), Pinus taeda, Pinus elliotti, Pseudotsuga menziesii ve Picea
abies adli ibreli tiirlerde yaptiklar1 arastirmada ise somatik embriyogenesisin
baslatilmasinin, paclobutrazol’un ortama farkli dozlarda ilavesiyle miimkiin

oldugunu bildirmektedirler.

Malabadi ve Hiranjit (2002), Pinus kesiya’da olgun zigotik embriyolarin,8,87 uM
BA, 26,85 uM NAA ve 22,62 uM 2,4-D ilave edilmis 4g/It gellan gum ve 30 g/lt
maltoz igeren yart seyreltik degistirilmis MS ortaminda kiiltiire alindiginda
proembriyonal kiitleli, beyaz, yar1 gegirgen ve civik embriyogenik kallus tirettigini

bildirmektedirler.

Yine ayni calismada, iistte agiklanan embriyogenik kalluslarin yari1 seyreltik MS
ortaminda (60 g/It maltoz ve 4 g/It gellan gum igeriyor, 2,262 uM 2,4-D, 2,685 uM
NAA, 0,887 uM BA ilave edilmis) yapilan alt kiiltlirlinlin, erken satha kotiledonal
embriyolarin baslatilmasiyla sonuclandig: agiklanmaktadir. ilave ii¢ haftadan sonra
ise 60 g/It maltoz,10 g/It gellan gum 37,84 uM ABA ve 0,2 g/t aktif karbonlu
ortamda embriyogenik kallus kiiltiiriiniin, kotiledonal embriyo iirettigini ve tam
bitkiciklerin ise sozii edilen somatik embriyolardan ayrilip diizenleyicisiz, 4 g/lt
gellan gum ile kuvvetlendirilmis yar1 seyreltik ortaminda kiiltiire alindiginda elde

edildigini ifade etmektedirler.

Tang and Guo (2000), Pinus taeda’nin 8 genotipinin olgun zigotik embriyolarin 2,4-
D ya da NAA, BA ve kinetin igeren tesvik ortaminda 2-3 hafta kiiltiire alip sonra
farklilasma ortamina aktarmiglar. Daha sonra da 1 mg/lt BA, 0,5 mg/lt GA3, 0,5
mg/It IBA ilave edilen TE ortaminda kdklenme elde ettiklerini bildirmislerdir.

Valdes vd., (2001) ise, fistikgaminin ¢imlenmis embriyolarindan izole edilerek in
vitro kiiltiire alinan kotiledonlarin, 4.4 pM BA uygulamasina siirglin organogenesisi

tepkisi verdigini bildirmektedirler.

Lelu vd., (1999), Pinus pinaster ve Pinus sylvestris’te biiyiime diizenleyicilerinin
bulundugu ya da bulunmadigi ortamlarda, somatik embriyo gelisimi ve bitkicik
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rejenerasyonunu arastirdiklart ¢alismalarinda; zigotik embriyolart 6nce 2,4-D’li ya da
2,4-D’siz ve BA’l1 ve BA’s1z degistirilmis Litvay ortaminda (LM) kiiltiire almiglar
ve ardindan ABA’lh ya da ABA’siz gellan gum’lu ve gellan gum’suz LM ‘na
aktarmiglardir. Somatik embriyogenesis her iki ortamda da baglatilmis ve
stirdirilmistiir. Pinus sylvestris’de kiiltiir ortaminin embriyogenik kiiltiirlerin
baslatilmasi ve ¢ogaltilmasinda 6nemli bir etkiye sahip olmadigini, Pinus pinaster’da
ise en iyl tepkinin biiylime diizenleyicilerinin bulundugu ortamda, kotiledon
primordialarinin uzamasindan 6nceki sayfada kesip cikarilan zigotik embriyolarla

elde edildigi belirtilmektedir.

Conifer tiirlerinin siirgiin organogenesisi ve/veya somatik embriyogenesisi ile
basarili ¢cogaltilmasi {lizerine bazi ¢alismalar bulunmaktadir. Ancak Pinus tiirlerinde
cogaltmanin zor oldugu diisliniilmektedir. (Salajova vd., 1999) ve sadece az sayida

Pinus tiirii embriyogenik ve/veya somatik dokulardan tekrar ¢cogaltilabilmistir.

Haggmon vd., (1999), somatik embriyogenesisin basarili oldugu durumlarda
kullanilan zigotik embriyo eksplantlarinin ya proembriyo ya da erken embriyolar

oldugunu bildirmektedirler.

Pinus elliotti’ de somatik embriyogenesis yoluyla bitkicik rejenerasyonunun
aciklandigr bir ¢alismada, embriyogenik kallus,4 mg/lt BA ve 1 mg/lt 2,4-D iceren
Le Poivre (LP) ortaminda kiiltiire alinan olgunlasmamis zigotik embriyolarda
baglatilmis ve 1 mg/lt 2,4-D ve 0,5 mg/lt BA> 1 LP ortaminda ¢ogalmasi
saglanmistir. Erken satha embriyoidleri, 4 mg/lt ABA,75 g/t polietilen glikol (PEG)
ve Sg/lt aktif karbon ilaveli LP ortaminda kotiledonal embriyoid olarak
gelistirilmigtir. Olgun somatik embriyolar hormonsuz ortamda ¢imlendirilmis ve
bitkicik haline getirilmistir. Bitkiciklere doniisen somatik embriyolarin frekansi %

15,6 olarak bulunmustur (Tang vd., 1997).

Garcia-Ferriz vd., (1994), degistirilmis MS, SH ve GD ortamlarinda BA
(benziladenin)’'nin 5, 25, 50 uM dozlarinin ¢amda organogenik tepki tizerine olumlu

etki yaptigini belirtmislerdir.
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Mac An t-saoir vd. tarafindan Picea sitchensis’de yapilan in vitro ¢alismalarinda
olgun dénemde 13 yaslarindaki bireylerden siirgiinler alinmigs ve bu siirgiinler
terminal ve lateral tomurcuk tasiyacak sekilde 2 cm uzunlugunda parcalara
ayrilmiglardir. Ortam olarak Webb ve Street (WS) ile Schenk ve Hildebrandt (SH)
ortamlar1 kullanilmistir. Arastirma sonuglarina gore terminal tomurcuklar lateral
tomurcuklara gore daha uzun siirglin vermislerdir. Aga¢ yasinin da tomurcuklarin
bliylimesi lizerine bir etkisi gorilmemistir. SH ortamindaki eksplantlar WS
ortamindakilere nazaran daha uzun slirglinler olusturmuslardir. Ayrica, birgok
eksplantin siirgiinlerinde tomurcuk olusumu tespit edilmistir (Mac An t-saoir vd.,

1992).

Pinus palustris ve Pinus elliottii’de hipokotil seksiyonlar1 kullanilarak en az bir
kisitlayic1 ve dort tesvik edici hormon tespit edilmistir (Allen, 1960). Arastirici agag
yas1 arttikca biiyiime tesvik edici maddelerinin oraninin azalmaya, bunun aksine

biiyiime kisitlayicilarinin oraninin da artmaya basladigini belirtmistir.

IAA, IBA ve NAA genellikle kullanilan oksinler olup konsantrasyonlarina, tiir ve
koklenme yetenegine bagli olarak degisik tesirler gostermektedirler (Thiman ve

Delisle, 1939,1942; Snow ve May,1962; Jesinger ve Hopp,1967).

Oksinlerin; Kinetin, Adenin, Glikoz gibi kimyasallarla kombine olarak tatbik
edilmeleri tek olarak uygulamalarindan daha iyi sonuglar vermektedir (Grigsby,1965;
Iktiieren’den 1972; Larsen ve Dingle,1969). Thimann ve Delisle (iktiieren’den 1972)
ve Doran vd., (1940) sekerin tek basina Pinus strobus geliklerinde koklenme

yiizdesini arttirdigini bildirmektedir.

Heitmiiller (1952) Picea abies, Picea omorica, Pseudotsuga douglasii viridis ve
caesia, Larix europea, Larix laricina (kisa siirgilin), Pinus sylvestris, Abies grandis
ve Abies nordmanniana tirlerinde IAA, IBA ve NAA hormonlarinin degisik
konsatrasyonlar1 uygulanarak gelikle tiretimlerini denemis ve basarili sonuglar elde

etmistir. (Yahyaoglu’ndan, 1980)
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL
3.1.1. Bitki Materyali

Calismada Gaziantep Botanik Bahgesi’nden alinan 3 fakli mavi ladin (P. pungens
hoopsi, P. pungens glauca, P. pungens sp.) bitkisel materyal olarak kullanilmais,
denemeler  Gaziantep  Universitesi  Biyoloji ~ Béliimii ~ Laboratuvarlarinda
yiirlitiilmiistiir. Mavi ladin bitkisinin 2009 (birinci deneme) ve 2010 (ikinci deneme)
Mayis-Haziran aylar1 arasinda temin edilen yaprak eksplantlari kullanilmigtir. Alinan
eksplantlar ~ laboratuvara  getirilmis ve  kiltlir  Oncesi  sterilizasyonlari

gergeklestirilmistir.
3.1.2 Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasinda Kullanilan Kimyasallar

Biitiin ¢alismalarda Murashige ve Skoog (Murashige and Skoog Basal Salt Mixture)
MS ortami1 (Sigma) kullanilmistir. MS ortamimin icerdigi kimyasallar ve bu

kimyasallarin miktarlar1 Ek.1 de verilmistir.
3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Bitki doku kiiltiirii ¢aligmalarinda, steril kabin (Bilser, Ankara), etiiv (Niive), orbital
karistiric1 (Niive), inkiibator (Niive), karistiricili 1sitic1 (Are), otoklav (Niive), dijital
fotograf makinesi (SONY DSC- S730 zoom), hassas terazi (Precisa 160 M),
buzdolabi (Profilo), mikrodalga firin (Argelik) kullanilmigtir.
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3.2. Yontem
3.2.1. Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

Bu calismada makro, mikro besin elementleri ve vitaminleri i¢ceren bazal MS 4,3 gr/It

tartilip dHZO’ da c¢oziilmistiir. Karisima karbon kaynagi olarak 20 gr/lt olacak

sekilde sakkaroz ilave edilmis ve hormonlar belirli kombinasyon ve
konsantrasyonlarda ilave edilmistir. Ortamin pH’st 1 M NaOH ve 1 N HCI
kullanilarak pH 5,7’ye ayarlanmistir. Ortamlara 5 gr/lt agar ilave edilerek

katilastirilmistir. Ortamlar otoklavda 1 atm basingta 1210C’ ye ulastiktan sonra 15
dakika siire ile steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan besin ortamlari laminar hava
akislt kabin icerisinde katilasmadan hemen steril cam petrilere belirli oranlarda
dokiilmiis ve katilastiktan sonra kullanilmis veya kullanilincaya kadar aseptik

kosullarda saklanmustir.

3.2.2. Yaprak eksplantlarinin kiiltiire alinmasi

Yapilan caligmalar yaprak eksplantlarindan gergeklestirilmistir.
3.2.2.1 Bitkilerin Sterilizasyonu

Dogadan alinan bitkiler laminar hava akisl kabin igerisinde ilk asamada 15-20 dk
siire ile akan ¢esme suyunda yikanmistir. Daha sonra eksplantlar sirasiyla dnce %
5’lik sodyum hipokloridinin igerisine Tween-20 ilave edilmis soliisyonunda 3 dakika
boyunca sterilize edilmis ve ardindan sodyum hipokloridin dokulardan uzaklagmasi
icin 3 defa steril dH,O ile aseptik kosullarda calkalanmistir. Sterilizasyonun
tamamlanmasindan sonra bitki eksplantlari, i¢inde kurutma kagidi bulunan steril
petrilere alinmistir. Eksplantlar bir bistiiri yardimiyla kesilerek besin ortamina

ekilmek tizere hazir hale getirilmistir.
3.2.2.2. In vivo’ da Gelisen Bitki Yapraklarimn Kiiltiire Alnmas:

Mayis-Haziran aylarinda alinan yaprak eksplantlar1 ilk olarak bazal MS ortaminda
kiiltiire alinmis fakat herhangi bir gelisme gozlenmemistir. Yapilan caligmalarda

farkli hormon kombinasyon ve konsantrasyonlari kullanilmistir. Otoklavi takiben
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kiiltiir ortamlar1 hemen steril cam petrilere belirli oranlarda dokiilmiis ve calisma
sirasinda kullanilmistir. Kiiltiirler 25 °C+1 1s1ya sahip klima odalarinda 16 saat 151k
rejimi altinda muhafaza edilmistir. Degerlendirmeler inokiilasyonu takiben 4-7 hafta
sonra, kallus olusumu ve somatik embriyogenezis sonuglar1 alinarak
gerceklestirilmistir. Oksin (NAA ve IAA) ve sitokinin (BAP ve Kinetin) hormonlari
farkl1 kombinasyon ve konsantrasyonlarini igeren MS ortaminda Tablo 3.1 ve Tablo

3.2°de verildigi gibi ilave edilerek kiiltiire alinmastir.

Tablo 3.1. (0.0, 0.1, 0.5, 2.0, 3.0, 5.0, 7.0 mg/lt) diizeylerinde alinan NAA ve BAP

kombinasyon ve konsantrasyonlarini igeren MS ortaminin igerikleri

NAA BAP

(mg/1t) (mg/1t)
0.0 mg/It
3.0 mg/lt
0.0 mg/It 5.0 mg/lt
7.0 mg/1t
0.0 mg/1t
3.0 mg/1t
0.1 mg/It 5.0 mg/It
7.0 mg/It
0.0 mg/It
3.0 mg/lt
0.5 mg/lt 5.0 mg/1t
7.0 mg/1t
0.0 mg/1t
3.0 mg/lt
2.0 mg/It 5.0 mg/It
7.0 mg/It
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Tablo 3.2. (0.0,1.0,2.0,3.0,5.0,6.0,7.0 mg/1t) diizeylerinde alinan IAA/ BAP ve IAA/

kinetin kombinasyon ve konsantrasyonlarini igeren MS ortaminin igerikleri

IAA/BAP iceren IAA/Kinetin iceren
ortamlar ortamlar
TAA (mg/lt) BAP (mg/lt) TAA (mg/lt) KINETIN (mg/1t)
0.0 mg/1t
3.0 mg/lt 3.0 mg/It
0.0 mg/It 5.0 mg/lt 0.0 mg/1t 6.0 mg/lt
7.0 mg/lt
0.0 mg/1t
3.0 mg/lt 3.0 mg/lt
1.0 mg/It 5.0 mg/lt 1.0 mg/1t 6.0 mg/lt
7.0 mg/lt
0.0 mg/1t
3.0 mg/lt 3.0 mg/It
2.0 mg/lt 5.0 mg/lt 2.0 mg/lt 6.0 mg/lt
7.0 mg/lt

Tablo 3.2°deki 1AA/BAP ve IAA/kinetin hormon kombinasyon ve
konsantrasyonlarint iceren MS ortaminda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinda
herhangi bir gelisim gézlenmemistir. Boylece yaprak eksplantlarinin bir kismi Tablo
3.1°deki kallus olusumu veren besin ortamlarinda alt kiiltiire alinmistir. Olusan
kalluslarda kararma gozlendigi i¢in besin ortamina farkli kombinasyon ve

konsantrasyonlarda bitki biiylime diizenleyicileri ilave edilerek alt kiiltlire alinmistir.

Calismada baslangic asamasinda kullanilan farkli kombinasyonlardaki ortam
bilesimlerinin kallus olusturan yaprak sayilarmin oran1 (%) ve somatik
embriyogenezis sayist (adet) hesaplanmasi ile belirlenmistir. Olusan kalluslarin
biyiikliikleri -, +, ++, +++, ++++ olarak degerlendirilmistir. Bu degerlere sahip

kallus biiytikliikleri Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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1: - (kallus yok) 2: + (az kallus) 3: ++ (orta kalus)
4: +++ (1yi kallus) 5: ++++ (cok 1yi kallus)

Sekil 3.1.  Yaprak eksplantlarindan olusan kallus biiytikliikleri degerlerinin

gosterilmesi
3.2.2.3. istatiksel Analizler

Bu calismadan elde edilen veriler, kallus olusturan yaprak sayilarinin oram kallus
olusturan yaprak sayilarinin 100 ile carpilip kalan yaprak eksplant sayisina
boliinmesi ile elde edilmistir. Yapilan istatistiksel analizde One-Way ANOVA LSD
testi [SPSS (SPSS 11.0 for Windows)] ile en iyi sonug alinan ortam diger ortamlarla

karsilastirilarak analiz edilmistir.
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BOLUM 4
BULGULAR
4.1. Picea pungens hoopsi’nin Yaprak Eksplantlarinin Kiiltiire Alinmasi
4.1.1. In vivo’ da Gelisen Bitki Yapraklarinin Kiiltiire Alinmasi 1. Denemesi

Picea pungens hoopsi’nin yaprak eksplantlar1 birinci deneme olarak bazal MS
ortaminda kiiltiire alinmis, in vitro’da rejenerasyon kapasiteleri calisilmistir. Kiiltiir
ortamlarinda bitki transferini takiben yaklasik 3 ay sonunda herhangi bir gelisme
gbzlenmemistir. Boylece bazal MS ortamina oksin (NAA ve IAA) ve sitokinin (BAP
ve kinetin) hormonlarimin farkli kombinasyon ve konsantrasyonlar: ilave edilerek

kiiltiire alinmustir.

Bazal MS ortaminda gelisme gdstermeyen yaprak eksplantlar1 8 hafta sonra NAA ve
BAP iceren hormon kombinasyon ve konsantrasyonlarinda kiiltiire alinmis ve 6-8
hafta sonra kallus olugsmaya baslamistir. Kiiltiiriin yaprak eksplantlarindan kallus

olusturan yaprak sayis1 Tablo 4.1 de verilmistir.

Tablo 4.1. (0.1, 0.5,2.0,3.0,5.0,7.0 mg/lt) diizeylerinde alinan NAA ve BAP igeren
MS ortamu iizerinde kiiltiire alinan P. pungens hoopsi’nin yaprak eksplantlarindan

elde edilen kallus olusturan yaprak sayilari

Besin Ortam Ortama Yerlestirilen Kallus Olusturan
(mg/It) Yaprak Eksplant Sayisi Yaprak Sayisi
3.0 BAP 20 0

5.0 BAP 20 5

7.0 BAP 20 7

0.1 NAA 20 0

0.1 NAA+ 3.0 BAP 20 1

0.1 NAA+ 5.0 BAP 20 0

0.1 NAA+ 7.0 BAP 20 5

0.5 NAA 20 5

0.5 NAA+ 3.0 BAP 20 8
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Besin Ortam Ortama Yerlestirilen Kallus Olusturan
(mg/1t) Yaprak Eksplant Sayisi Yaprak Sayis1
0.5 NAA+ 5.0 BAP 20 8

0.5 NAA+ 7.0 BAP 20 8

2.0 NAA 20 7

2.0 NAA+ 3.0 BAP 20 8

2.0 NAA+ 5.0 BAP 20 8

2.0 NAA+ 7.0 BAP 20 9

Tablo 4.1 de gorildiigii gibi en ¢ok kallus olusturan yaprak sayisi 2.0 mg/lt NAA+
7.0 mg/lt BAP igeren MS ortaminda meydana gelmistir. 0.1mg/lt NAA+ 7.0 mg/It
BAP iceren MS ortaminda ise az sayida kallus olusmusken diger ortamlarda olusan
kalluslara gore 0.1mg/lt NAA+ 7.0 mg/lt BAP iceren MS ortaminda 4 kallus
olusturan yaprak sayisindan 1 tanesinde Sekil 4.1 B’deki gibi acik yesil renkli,
yumusak yapida ve daha biiyilk capli kallus olusumu goézlenmistir. 2.0 mg/It
NAA+7.0 mg/lt BAP igeren MS ortaminda ise kallus olusturan yaprak sayist olarak
en iyi sonu¢ alinmigken, 9 kallus olusturan yapraktan 1 tanesinde sekil 4.1 A’daki
gibi koyu yesil renkli, sert yapida biiylik kallus olusumu goézlenmistir. Diger
ortamlarda kii¢iik ¢apli kallus gelisimi gozlenmistir. Olusan kalluslar 2 hafta sonra

kararmastir.

Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlardaki NAA ilaveli 7.0 mg/lt BAP hormonlarinin
etkisiyle kallus olusumu. A: 2.0 mg/lt NAA+ 7.0 mg/It BAP iceren MS ortaminda
kiiltiire alinan yaprak eksplantindan kallus goriintiisii B: 0.1mg/It NAA+ 7.0 mg/It
BAP igeren MS ortaminda kiiltiire alinan yaprak eksplantindan kallus goriintiisii
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Bazal MS ortaminda gelisme gostermeyen yaprak eksplantlar1 8 hafta sonra Tablo
3.2 deki IAA/ BAP ve TAA/ kinetin hormon kombinasyon ve konsantrasyonlarini
igceren MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Yaprak eksplantlarinda herhangi bir gelisim
gozlenmemistir. BOylece yaprak eksplantlarinin bir kismi Tablo 3.1°deki kallus

olusumu veren besin ortamlarinda alt kiiltiire alinmigtir.
4.1.2. In vivo’ da Gelisen Bitki Yapraklarinin Kiiltiire Alinmasi 2. Denemesi

P. pungens hoopsi’nin yaprak eksplantlar1 ikinci deneme olarak kiiltiire alinmistir.
NAA ve BAP iceren hormon kombinasyon ve konsantrasyonlarda kallus olusumu
elde edildigi i¢in ayni ortamlarda daha fazla sayida yaprak eksplantlar1 kullanilarak

tekrarlanmustir.

MS ortamima NAA ve BAP hormonlar1 (0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 7.0 mg/It)
diizeylerinde ilave edilerek hazirlanan ortamlar iizerinde yaprak eksplantlar1 kiiltiire
alinmis, in vitro’da rejenerasyon kapasiteleri calisilmistir. Yaklagik 4-6 hafta sonra

elde edilen sonuglarda kallus olusumu gozlenmistir.

Bu ortamlarda ise yogun bakteri bulagsmasi sonucu ekilen yaprak eksplant sayisi ile
bulasmamis steril yaprak eksplant sayisi arasinda degisken farkliliklar elde

edilmistir.

Bu calisma ile ilgili MS ortaminin BAP ilaveli farkli konsantrasyonlarinin igerikleri

ve ilgili sonuglar Tablo 4.2 de verilmistir.

Tablo 4.2. MS ortaminin BAP ilaveli farkli konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan P.
pungens hoopsi’nin yaprak eksplantlarindan kallus olusturan yaprak sayilarinin orant

ve kallus biiytikliiklerinin degerleri

Hormon Ekilen Kalan Kallus
Kombinasyon ve Yaprak | Yaprak | Kallus
Konsantrasyonlar: | Eksplant | Eksplant | Oram
(mg/It) Sayisi Sayisi (%) + | | |
3.0 BAP 93 17 0
5.0 BAP 99 19 0
7.0 BAP 186 98 13.26 | 13
-: kallus yok +: az ++: orta +++: iyi ++++: ¢ok iyi
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Tablo 4.2°de goriildiigii gibi kallus olusturan yaprak sayilarinin oran1 %13.26 oranla
7 mg/lt BAP igeren MS ortaminda meydana gelmistir. 7 mg/lt BAP iceren MS
ortaminda olusan kallus biiyiikliiklerinin degerlerinde az bir gelisme gozlenmistir.
MS ortammin BAP ilaveli farkli konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan yaprak
eksplantlarinin ¢gogunlugu, besin ortamina yerlestirildigi sekil ve renkte kalmiglardir.

Buna gore 7 mg/It BAP iceren MS ortamlarinda en iyi sonug elde edilmistir.

In vitro’da rejenerasyon kapasitelerini arastirmak amaci ile kurulan bir diger
denemede ise farkli oksin ve sitokinin hormonlarmin farkli kombinasyon ve
konsantrasyonlarini iceren MS ortaminda, yaprak eksplantlarinin kiiltiire alinmasini
takiben 3 hafta sonra degerlendirmeler yapilmistir. Bununla birlikte yaprak
eksplantlarinda kallus olusumu saptanmistir. Caligsma ile ilgili sonuglar Tablo 4.3’de

verilmistir.

Tablo 4.3. MS ortammmn 0.lmg/lt NAA ilaveli BAP’in kullanilan farkli
konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan P. pungens hoopsi’nin yaprak eksplantlarindan
kallus olusturan yaprak sayilarinin orani ve kallus biiyiikliiklerinin degerleri

Hormon Ekilen Kalan Kallus
Kombinasyon ve | Yaprak | Yaprak | Kallus
Konsantrasyonlar1 | Eksplant | Eksplant | Orani
(mg/1t) Sayisi Sayisi (%) + | | |
0.1 NAA 97 25 0
0.1 NAA+ 3.0 BAP 122 37 54 2
0.1 NAA+ 5.0 BAP 144 41 73 3
0.1 NAA+ 7.0 BAP 385 300 63.3 15 | 47 | 88 40
-: kallus yok +: az ++: orta +++: 1yl ++++: cok 1yi

Tablo 4.3’de goriildiigii gibi en ¢ok kallus olusturan yaprak sayilarinin orani %63.3
oranla 0.1mg/lt NAA+ 7.0 mg/lt BAP iceren MS ortaminda meydana gelmis, bunu
sirastyla %7.3 ile 0.1mg/lt NAA+ 5.0 mg/lt BAP igeren MS ortami, %5.4 ile
0.1mg/It NAA+ 3.0 mg/lt BAP igeren MS ortamlar1 izlemistir. 0. 1mg/It NAA igeren
MS ortamina yerlestirilen yaprak eksplantlarinda ise herhangi bir gelisme
gozlenmemistir.
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0.1mg/lt NAA+ 7.0 mg/lt BAP iceren MS ortamina ekilen yaprak eksplantlarinda 3.
haftada hizli biiyliyen yapida kallus olusumu baglamistir. 0.1mg/It NAA+ 7.0 mg/It
BAP igeren MS ortamu diger NAA ilaveli BAP’mn kullanmilan tiim farkh

konsantrasyonlarmi iceren MS ortamlarina gore daha erken siirede kallus

olusturmada etkilidir.

Sekil 4.2. 0. 1mg/It NAA+ 7.0 mg/It BAP igeren MS ortaminda kiiltlire alian yaprak

eksplantindan kallus olusumu

0.Img/It NAA+ 7.0 mg/lt BAP iceren MS ortaminda gelisen kalluslar Sekil 4.2°de
goriildiigl gibi agik yesil renkte, yumusak yapida olmustur. Kalluslar olusumlarinin
yaklagsik 2 hafta sonra kahverengilestigi gozlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3.0.1mg/lt NAA+ 7.0 mg/lt BAP iceren MS ortaminda gelisen kalluslarin

kahverengilesmesi

Sekil 4.4°de gorildigi gibi 0.1mg/lt NAA+ 7.0 mg/lt BAP igeren MS ortamina

yerlestirilen bir kisim yaprak eksplantlarinda genisleme gézlenmistir.

Sekil 4.4. 0.1mg/lt NAA+ 7.0 mg/lt BAP iceren MS ortaminda genisleyen yaprak

eksplantlari

Tablo 4.3 ‘de goriildiigli gibi P. pungens hoopsi bitkisinin yaprak eksplantlarinin
kiiltiire alindig1 denemede en iyi kallus biiytlikliik degerleri 0.1 mg/lt NAA+7 mg/It
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BAP igeren MS ortaminda meydana gelmistir. Ayrica BAP ve NAA hormonlarinin
ikisinin  beraber kullanildigt kombinasyonlarda BAP hormon miktarinin
arttirilmasiyla kallus olusturan yaprak sayisi oraninda artis gozlenmistir. 0.1mg/It
NAA+ 7.0 mg/lt BAP iceren MS ortaminda kallus olusturan yaprak sayisi oraninda
yiiksek verim elde edilmisken, 0.1mg/lt NAA+ 3.0 mg/lt ve 0.Img/lt NAA+ 5.0
mg/It BAP iceren MS ortamlarinda diisiik verim elde edilmistir.

0.1mg/lt NAA+ 7.0 mg/lt BAP iceren MS ortam1 yiiksek oranda kallus olusumu
gostermesine  ragmen  ortamlarin  hi¢  birinde somatik  embriyogenezis

gerceklesmemistir.

Tablo 4.4. MS ortammmn 0.5mg/lt NAA ilaveli BAP’in kullanilan farkli
konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan P. pungens hoopsi’nin yaprak eksplantlarindan

kallus olusturan yaprak sayilarinin orani ve kallus biiyiikliiklerinin degerleri

Hormon Ekilen Kalan Kallus
Kombinasyon ve Yaprak Yaprak | Kallus
Konsantrasyonlar1 | Eksplat EkspInt | Oram ++
(mg/1t) Sayisi Sayisi (%) + | | -

0.5 NAA 77 75 17.3 4 6 1 2

0.5 NAA+ 3.0 BAP 75 72 20.8 2 5 7 1

0.5 NAA+ 5.0 BAP 77 70 18.5 6 6 1

0.5 NAA+ 7.0 BAP 151 118 26.2 10 7 13 1

-: kallus yok +: az ++: orta +++: 1yl ++++: cok 1yi

In vitro’da rejenerasyon kapasitelerinin aragtirilmasi amagli ¢alisma i¢in denenen MS
ortaminin 0.5mg/lt NAA ilaveli ve BAP’1n kullanilan tiim farkli konsantrasyonlari
igerisinde yaprak eksplantlarinda en yiiksek kallus olusturan yaprak sayilarinin orani
goriilen ortam %?26.2 orani ile 0.5mg/lt NAA+ 7.0 mg/lt BAP iceren MS, ardindan
da %20.8 oraniyla 0.5mg/lt NAA+ 3.0 mg/lt BAP igeren MS ortamlaridir. Bu
ortamlar sirastyla %17.3 ile 0.5mg/lt NAA igeren MS ve %18.5 ile 0.5mg/lt NAA+
5.0 mg/It BAP iceren MS izlemektedir (Tablo 4.4).

Bu denemede gelisen kaluslar yavag bliyiiyen, yesil renkte, sert yapida olmustur.

Kalluslar yaklagik 2 hafta i¢erisinde kahverengilesip kararmistir.
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Bununla birlikte 0.5 mg/lt NAA+ 3 mg/lt BAP igeren MS ortam1 ve 0.5 mg/lt NAA+
7 mg/lt BAP igeren MS ortaminda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinda somatik
embriyogenezis elde edilmistir. 0.5mg/lt NAA+ 3.0 mg/It BAP iceren MS ortaminda
1 tane somatik embriyogenezis (Sekil 4.5), 0.5mg/It NAA+ 7.0 mg/lt BAP igeren MS
ortaminda ise 2 tane somatik embriyogenezis (Sekil 4.6) elde edilmistir. 1- 2 hafta

sonra herhangi bir gelisme gostermemis ve kararmistir.

Sekil 4.5. 0.5mg/I1t NAA+ 3.0 mg/It BAP igceren MS ortaminda kiiltiire alinan yaprak

eksplantinda somatik embriyogenezis olusumu.

Sekil 4.6. 0.5mg/lt NAA+ 7.0 mg/It BAP iceren MS ortaminda kiiltiire alinan yaprak

eksplantinda somatik embriyogenezis olusumu.

25



1.0 mg/lt NAA+ 7.0 mg/It BAP igceren MS ortam1 hazirlanmistir. Bu ¢alisma ile ilgili

sonuclar Tablo 4.5’ de verilmistir.

Tablo 4.5. 1.0 mg/It NAA+ 7.0 mg/lt BAP iceren MS ortaminda kiiltiire alinan P.
pungens hoopsi’'nin yaprak eksplantlarindan kallus olusturan yaprak sayilarinin orani

ve kallus biiytikliiklerinin degerleri

Hormon Ekilen Kalan Kallus
Kombinasyon ve | Yaprak | Yaprak | Kallus
Konsantrasyonlar1 | Eksplant | Eksplant | Oram
(mg/1t) Sayisi Sayisi (%) + | ++ | |
1.0 NAA+7.0 BAP 42 25 16 2 2
-: kallus yok +: az ++: orta +++: iyi ++++: ¢ok iyi

1.0 mg/lt NAA+ 7.0 mg/lt BAP igeren MS ortaminda kallus olusturan yaprak
sayilarinin oran1 %16 oraninda meydana gelmis, yerlestirilen yaprak eksplantlarinda

ise kallus biiyiikliiklerinin degerlerinde ¢ok az bir gelisme gozlenmistir.

Tablo 4.6. MS ortammin 2.0 mg/lt NAA ilaveli BAP’in kullanilan farkh

konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan P. pungens hoopsi’nin yaprak eksplantlarindan

kallus olusturan yaprak sayilarinin orani ve kallus biiyiikliiklerinin degerleri

Hormon Ekilen Kalan Kallus
Kombinasyon ve | Yaprak | Yaprak | Kallus
Konsantrasyonlar | Eksplant | Eksplant | Oram
(mg/1t) Sayisi Sayisi (%) + | | A | A
2.0 NAA 63 57 5.2 1 1 1
2.0 NAA+3.0 BAP 60 56 3.5 1 1
2.0 NAA+5.0 BAP 55 46 0
2.0 NAA+ 7.0 BAP 222 210 433 11 | 15 33 32
-: kallus yok +: az ++: orta +++: iyi ++++: ¢ok iyi

Kiiltiiriin 4. haftalarinda MS ortaminin 2.0 mg/lt NAA ilaveli BAP’1in kullanilan

farkli konsantrasyonlarindaki ortamlarda yaprak eksplantlarindaki kallus durumu
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Tablo 4.6’da verilmistir. Sekil 4.7’ye gore 2.0 mg/lt NAA+ 7.0 mg/lt BAP iceren MS
ortaminda 4. haftada koyu yesil renkte, sert yapili kallus gozlenmistir. Kallus
olusturan yaprak sayilarinin oran1 % 43.3 ile 2.0 mg/lt NAA+ 7.0 mg/It BAP igeren
MS ortaminda gelisenlerde en yiiksek verim elde edilmistir. 2.0 mg/lt NAA+ 5.0
mg/It BAP igceren MS ortaminda higbir gelisim gozlenmemis, 2.0 mg/It NAA iceren
MS ortaminda %5.2 ve 2.0 mg/It NAA+ 3.0 mg/It BAP iceren MS ortaminda %3.5

oraninda kallus olusumu gozlenmistir.

Sekil 4.7. 2.0 mg/lt NAA+ 7.0 mg/It BAP iceren MS ortaminda kiiltiire alinan yaprak

eksplantlarinda kallus olusumu

Yapilan MS ortaminin NAA ilaveli BAP’1in kullanilan farkli konsantrasyonlar1 ve
kombinasyonlarindaki ortamlarda en ¢ok kallus olusturan yaprak sayilarinin orani
%63.3 oranla 0.1mg/lt NAA+ 7.0 mg/lt BAP igeren MS ortaminda meydana gelmis
ve bunu %43.3 orani ile 2.0 mg/It NAA+ 7.0 mg/It BAP igeren MS ortami izlemistir.
Fakat 2.0 mg/lt NAA+ 7.0 mg/lt BAP igceren MS ortaminda gelisen kalluslarin
cogunlugu daha biiyiik capli (¢ok iyi gelismis), koyu yesil renkte ve sert yapida
olugsmustur (Sekil 4.7). 0.1mg/lt NAA+ 7.0 mg/lt BAP iceren MS ortaminda kalus
olusumlar1 3. haftada olugsmaya baglamisken 2.0 mg/lt NAA+ 7.0 mg/lt BAP igeren
MS ortaminda 4. haftada kallus olusmaya baslamistir. Diger ortamlarda kallus
olusturan yaprak sayilar1 oram diisiik elde edilmis, yaprak eksplantlarinin ¢cogunlugu

besin ortamina yerlestirildigi sekil ve renkte kalmislardir.
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Yaprak eksplantlar1 bistiiri ile ¢izilip yarali doku olusturularak kallus olusturmak
istenmistir. Kallus olusumu yaprak eksplantlarinin besi ortamina degdigi yerde yarali

bolgeden baslayarak yayilmistir (Sekil 4.8).

>

Sekil 4.8. 0.5mg/It NAA+ 7.0 mg/lt BAP iceren MS ortaminda kiiltiire alinan yaprak

eksplantlarinda yarali doku olusturularak elde edilen kallus olusumu

Yapilan istatistiki analiz sonucunda (Tablo 4.7) en iyi sonug¢ alinmis 0. 1mg/lt NAA+
7.0 mg/lt BAP igceren MS ortami diger NAA ilaveli ortamda BAP’1n kullanilan tiim
farkli kombinasyon ve konsantrasyonlar ile karsilagtirilmis, 0.1mg/lt NAA+ 7.0
mg/It BAP igceren MS ortaminin kallus olusturan yaprak sayilarinin kallus olusturma
etkisi (p<0.05 gore) onemli ¢cikmistir. Fakat 2.0 mg/lt NAA+ 7.0 mg/lt BAP igeren
MS ortami karsilastirma sonucunda 0.1mg/lt NAA+ 7.0 mg/lt BAP iceren MS

ortamina gore kallus olusturma etkisi 6nemli ¢ikmamustir.
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Tablo 4.7. 0.1mg/lt NAA+ 7.0 mg/lt BAP iceren MS ortami diger NAA ilaveli
ortamda BAP’in kullanilan tiim farkli kombinasyon ve konsantrasyonlar ile

karsilastirilmasi ve ortamlarin kallus olusumu tizerine etkisi

A D
(mg/lt) (mg/1t) K A
0.1 NAA+ 7.0 BAP | 3.0 BAP %0 < 0.002
%63.3 5.0 BAP %0 < 0.002
7.0 BAP %1326 < 0.004
0.1 NAA %0 < 0.002
0.1 NAA+ 3.0 BAP %5.4 < 0.003
0.1 NAA+ 5.0 BAP %7.3 < 0.003
0.5 NAA %17.3 < 0.004
0.5 NAA+ 3.0 BAP %20.8 < 0.005
0.5 NAA+ 5.0 BAP %18.5 < 0.004
0.5 NAA+ 7.0 BAP %26.2 < 0.008
1.0 NAA+7.0 BAP %16 < 0.008
2.0 NAA %5.2 < 0.003
2.0 NAA+ 3.0 BAP %3.5 < 0.003
2.0 NAA+ 5.0 BAP %0 < 0.002
2.0 NAA+ 7.0 BAP %43.3 > 0.08

E: En iyi kallus orani veren ortam
D: Diger kullanilan ortamlar
K: Yaprak eksplantlarindan kallus olusturan yaprak sayilarinin orani

A: En 1yi kallus oran1 elde edilen ortamin diger ortamlarla istatistiksel olarak

karsilastirilarak hesaplanan sonuglar

Kiiltiirin 8. haftasindan itibaren besin ortamlarindaki yaprak eksplantlarinin biiyiik

bir cogunlugunda olusan kalluslarin somatik embriyo olusturmadan renkleri

koyulasmistir. Elde edilen kalluslarin kararmamasi i¢in farklt kombinasyon ve

konsantrasyonlar iceren MS ortamlar1 hazirlanarak 2.0 mg/lt NAA+ 7.0 mg/lt BAP
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iceren MS ortamindaki kalluslarin bir kismi1 Tablo 4.8’deki ortamlara
yerlestirilmistir. Yapilan ¢alismada kalluslarda herhangi bir gelisme gézlenmemistir.

Kalluslar 1-2 hafta sonra kararmistir (Sekil 4.9).

Tablo 4.8. MS ortamina ilave edilen bitki diizenleyicilerinin igerikleri ve kallus

olusturan yapraklardan ekilen yaprak sayis1

Besin Ortami Kombinasyon ve Konsantrasyonlari Ekilen yaprak
(mg/1t) sayis1
MS+%2 sakkaroz+ %S5 gliserol 5
MS+%?2 sakkaroz+ %5 gliserol + 0.1 NAA+ 7.0 BAP 6
MS+%2 sakkaroz+ %3 gliserol 5
MS+%?2 sakkaroz+ %3 gliserol + 0.1 NAA+ 7.0 BAP 5
MS 4
MS+%?2 sakkaroz 3
MS+%?2 sakkaroz +11 2,4-D +2 Kinetin 4
MS+%?2 sakkaroz +5 2,4-D + 1 Kinetin 4
MS+%?2 sakkaroz +0.5 K+ 0.5 IBA 6
MS+%?2 sakkaroz+0.5 K+ 1.0 NAA 6
MS+%?2 sakkaroz+2 BAP+0.0 1 2.4D 6
MS+%?2 sakkaroz+1mg/It Phenyalanin 3
MS+%?2 sakkaroz+1mg/It tryptophan 3
MS+%?2 sakkaroz+1 mg/It tyrosin 3
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Sekil 4.9. %2 sakkaroz+1 mg/lt tyrosin igeren MS ortaminda kiiltiire alinan

kallluslarin kararmasi

4.2. P. pungens glauca ve P. pungens sp. Yaprak Eksplantlarinin Kiiltiire

Alinmasi

P. pungens glauca ve P.pungens sp. yaprak eksplantlar ilk deneme olarak bazal MS
ortaminda kiiltlire alinmis, in vitro’da rejenerasyon kapasitelerinin arastirilmasi
calisilmigtir. 8 hafta sonunda MS ortaminda gelisme géstermeyen yaprak eksplantlar
Tablo 3.1°de verilen (0.0, 0.1, 0.5,2.0,3.0,5.0,7.0 mg/It) diizeylerinde alinan NAA ve
BAP kombinasyon ve konsantrasyonlarini igeren MS ortaminda kiiltiire alinmis fakat

hicbir gelisme gézlenmemistir.

P. pungens glauca ve Picea pungens sp. yaprak eksplantlar1 ikinci deneme olarak
BAP ve NAA hormon i¢eren MS ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Kiiltiir ortaminin

igerikleri ve ilgili sonucglar Tablo 4.9 ve Tablo 4.10’da verilmistir.
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Tablo 4.9. (0.1, 0.5, 3.0, 7.0 mg/lt) diizeylerinde alinan NAA ve BAP iceren MS

ortam1 lizerinde kiiltlire alinan P. pungens glauca’nin yaprak eksplantlarindan kallus

olusturan yaprak sayilarinin oran1 ve kallus biiyiikliiklerinin degerleri

Hormon Ekilen Kalan Kallus
Kombinasyon ve Yaprak | Yaprak | Kallus
Konsantrasyonlar1 | Eksplant | Eksplant | Orani
(mg/lt) Sayisi Sayisi (%) + | A | |
0.1 NAA+7.0 BAP 24 16 18.7 3
0.5NAA+3.0 BAP 37 32 28.1 2 5 2
-: kallus yok +: az ++: orta +++: iyi ++++: ¢ok iyi

Tablo 4.9°da goriildiigli gibi kallus olusturan yaprak sayilarinin orant %28.1 oranla
0.5 mg/lt NAA+3.0 mg/lt BAP igeren MS ortaminda ve % 18.7 oranla 0.1 mg/It
NAA+7.0mg/lt BAP igeren MS ortaminda meydana gelmistir. Ortamlara yerlestirilen
yaprak eksplantlarindaki kallus olusumlari 5. haftada gozlenmis ve olusan kalluslar 2

hafta sonra kararmistir.

Tablo 4.10. (0.1,2.0,3.0,7.0 mg/lt) diizeylerinde alinan NAA ve BAP iceren MS
ortami lizerinde kiiltiire alinan P. pungens sp.’nin yaprak eksplantlarindan kallus

olusturan yaprak sayilarinin oran1 ve kallus biiyiikliiklerinin degerleri

Hormon Ekilen Kalan Kallus
Kombinasyon ve | Yaprak | Yaprak | Kallus
Konsantrasyonlar1 | Eksplant | Eksplant | Oram
(mg/1t) Sayisi Sayisi (%) + | ++ | |
0.1 NAA+7.0 BAP 20 12 0
2.0 NAA+3.0 BAP 50 35 8.5 2 1
-: kallus yok +: az ++: orta +++: iyi ++++: ¢ok iyi

0.1 mg/lt NAA+7.0 mg/lt BAP iceren MS ortaminda hi¢bir gelisim gozlenmemis ve
2.0 mg/lt NAA+3.0 mg/It BAP iceren MS ortaminda %38.5 oraninda kallus olusturan
yaprak sayilarinin orani gozlenmistir. Kallus olusumlar1 5. haftada gozlenmis ve
olusan kalluslar 2 hafta sonra kararmistir. kallus biiyiikliiklerinin degerlerinde iyi bir

gelisim gozlenmemis ve verimli bir sonug elde edilmemistir.
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BOLUM 5
TARTISMA VE SONUC

Bir¢ok bitki tiiriiniin, 6zellikle de orman agaclarinin hizli, klonal ¢ogaltilmasinda
somatik embriyogenesis 6nemli bir potansiyele sahiptir. Bu yontemde tek bir bitki
pargasindan, teorik olarak sinirsiz sayida embriyo iiretmek miimkiindiir (Babaoglu

vd., 2001).

Bu tez kapsaminda, peyzaj degeri yiiksek ithal tiirlerin basinda gelen P. pungens
spp. bitkilerinin in vitro’da rejenerasyon kapasiteleri arastirllmistir. P. pungens
hoopsi bitkisinin yaprak eksplantlar1 kullanilarak yapilan c¢alismada kallus ve
somatik embriyogenezis elde edilmistir. P. pungens glauca ve P. pungens sp.

bitkilerinin yaprak eksplantlarinda kallus olusumu saptanmustir.

Tezin amaglart dogrultusunda yapilan calismalarda P. pungens hoopsi bitkisinde
kallus gelisimine MS ortaminin NAA ilaveli BAP’in  kullanilan farkh

konsantrasyonlarinda rastlanilmistir.

Yaprak eksplantlarinda en yiiksek kallus olusturan yaprak sayilarinin orani en fazla
0.1mg/lt NAA+7.0 mg/lt BAP igeren MS ortaminda saglanmistir. Bu ortamdaki
kallus olusturan yaprak sayilarinin oran1 %63.3’tlir. Bu ortami sirastyla %43.3 orani
ile 2.0 mg/lt NAA+7.0 mg/lt BAP ve %26.2 oran1 ile 0.5mg/lt NAA+7.0 mg/It BAP
igceren MS ortamlar1 izlemistir. En iyi sonuglar 7.0 mg/lt BAP ilaveli NAA’in farkh
konsantrasyonlarinda alinmistir. Boylece 7.0 mg/lt BAP igeren sitokinin miktari

kallus olusumu i¢in en uygun konsantrasyondur denilebilir.

0.Img/It NAA+7.0 mg/lt BAP igeren MS ortamina ekilen yaprak eksplantlari 3.
haftada hizli biiyiiyen, acik yesil renkte, yumusak yapida kallus olusturmaya
baslamisken 2.0 mg/lt NAA+7.0 mg/lt BAP igceren MS ortaminda 4. haftada yavas
gelisen, koyu yesil renkte ve sert yapida kallus olugmustur. 0. 1mg/It NAA+7.0 mg/It
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BAP iceren MS ortaminda diger ortamlara gére daha kisa siirede kallus olusumu ve
en yliksek kallus olusturan yaprak sayilarinin oran1 gézlemistir. 2.0 mg/lt NAA+7.0
mg/lt BAP igeren MS ortaminda gelisen kalluslarin ¢ogunlugunun kallus

biiytikliiklerinin degerleri ise diger ortamlardaki kalluslara oranla daha biiyiiktiir.

Bununla birlikte 0.5 mg/lt NAA+ 3 mg/lt BAP igeren MS ortam1 ve 0.5 mg/lt NAA+
7 mg/lt BAP iceren MS ortaminda kiiltiire alinan yaprak eksplantlarinda somatik
embriyogenezis elde edilmistir.0.5 mg/lt NAA+ 3 mg/lt BAP igeren MS ortaminda 1
tane somatik embriyogenezis, 0.5 mg/lt NAA+ 7 mg/lt BAP iceren MS ortaminda ise
2 tane somatik embriyogenezis elde edilmistir.1-2 hafta sonra herhangi bir gelisme

gostermemis ve kararmistir.

Yaklasik 4-6 hafta sonunda olusan kalluslarin embriyogenik olma ihtimali olmakla
birlikte, 2 hafta sonunda olusan kalluslarin ¢ogunlugu kahverengine doniisiip

kararmistir.

Yaprak ve govde kalluslarindan 6nemli miktarda yesile dogru gelisim, vaskiilar
farklilasma ve yalanct tomurcuk gelismeye egilimli olan bir organogenesis
potansiyelinin ¢ok sinirli oldugu rapor edilmistir. Ancak sitokininlerin yiikselen
konsantrasyonlarinin  yesilimsi-sert kallus tesvikinde olumlu sonu¢ verdigi

bildirilmistir (Manadhar and Gresshoff, 1980).

Pinaceae familyasinin somatik embriyogenesise karst zor tepki gosterdigi

bilinmektedir.

Picea pungens hoopsi bitkisinin Mayis-Haziran aylarinda alinan yaprak
eksplantlarindan kallus ve somatik embriyogenezis olusumu elde edilmistir. Birinci
yil yapilan ilk demede bitki materyali mayis aymin sonunda alinmis ve kallus
olusumu 6. haftada gozlenmis, ikinci yil yapilan ikinci denemede mayis aymin
basinda alinan bitkilerde kallus olusumu 3. haftada gdzlenmistir. ikinci yilin
denemelerinde hem daha erken kallus olusumu gézlenmis hem de olusan kalluslarin
biiyiikliigii ve gelisimleri daha iyi olmustur, ancak haziran aymin sonuna dogru

alman yagh yapraklardan kallus indiiksiyonu da ¢ok zorlagsmaktadir. Halbuki
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Manadhar ve Gresshoff (1980) kallus indiiklenmesinin yaprak yasi ile ilgili

olmadigini bildirmistir.

P. pungens glauca bitkisinde en iyi kallus olusturan yaprak sayilarinin orani 0.5
mg/lt NAA+3.0 mg/lt BAP igeren MS ortaminda meydana gelmistir. P. pungens sp.
bitkisinde ise kallus olusumu sadece 2.0 mg/lt NAA+3.0 mg/lt BAP iceren MS

ortaminda gozlenmis ve kallus gelisimlerinde verimli bir sonug elde edilmemistir.

Ithal edilen mavi ladinin in vitro klonal c¢ogaltimi cok zorluklar ¢ikarmaktadir.
Bundan sonra yapilacak somatik embriyogenezis calismalart igin bu besin
ortamlarina, diger Pinaceae familyasinda kullanilmig spesifik bazi  bitki

diizenleyicilerinin ve kimyasallarin ilave edilerek denenmesi onerilebilir.

35



KAYNAKLAR

A. Manandhar and P. M. Gresshoff, 1980. Blue spruce (Picea pungens) tissue and
cell culture 29: 175-182

Allen, R. M. (1960) Changes in acid growth substances in terminal buds of Longleaf
pine saplings during the breaking of winter dormancy, Physiol. Plant.13: 555-558.

Babaoglu, M., Giirel, E., Ozcan, S., (2001). Doku Kiiltiirii: Temel Laboratuar Teknikleri.
M. Babaoglu., M. Yorgancilar.,, M.A. Akbudak (Eds.), Bitki Biyoteknolojisi-1-Doku
kiiltiirii ve uygulamalar: iginde (s.1-22). Konya: Selguk Unv. Vakfi Yayinlari.

Becwar, M. R., Nagmani. S. R. Wann, 1990. Initiation of embryogenic cultures and
somatic embryo development in loblolly pine (Pinus taeda). Canadian Journal of

Forest Research 20 (6): 810 -817

Garcia —Ferriz L, L. Serrano and A. Pardoz, 1994. In vitro shoot organogenesis from
excise immature cotyledons and microcuttings production in stone pine. Plant Cell,

Tissue Organ Culture 36 (1): 135-140

Haggman, H., A. Jokela, J. Krajnakova, A. Kauppi, K. Niemi, T. Aronen, 1999.
Somatic embriyogenesis of scots pine: cold treatment, characteristics of explant

affecting induction. Journal of Experimental Botany 50 (431): 1769- 1778

Hazubska — Przybyl T.200 8. Somatic Embryogenesis of Selected Spruce Species

(Picea abies, P. omorica, P. pungens ‘glauca’ and P. breweriana) 3: 189-199.

J. C. Afele, 1992. Somatic embryogenesis and plant regeneration from zygotic

embryo culture in blue spruce (Picea pungens Engelman).

Lelu, M. A., C. Bastein, A. Drugeault, M. L. Gouez, K. Klimaszewska. 1999.

Somatic embryogenesis and plantlet development in Pinus sylvestris and Pinus

36



pinaster on medium with and without growth regulators. Physiologia plantarum 10 5

(4): 719-728.

Mac An t-Saoir, S.; O’Brien, J. and Selby, C. (1992) The Effect of Explant Type on
the Establishment of Sitka Spruce (Picea sitchensis (Bong.) Carr. in Culture, Annuals

of Botany 69,161-165

Malabadi, R. B. and C. Hiranjit. 2002. Plant regeneration via somatic embryogenesis

in Pinus kesiya (Royle ex. Gord). Applied biological Research 4 (1/2): 1-10.

Pulman, G. S. J. Mein, S. Johnson and Y. Zhank. 2004. Giberellin inhibitors improve
embryogenic tissue initiation in conifers. Plant Cell Rep.23: 596-60 5.

Salajova, T.; J. Salaj, A. Kormutak. 1999. Initiation of embryogenik tissues and
plantlet regeneration from somatic embryos of Pinus nigra Am. Plant Science 145:

33-40.

Snow, A. G. and May, C. (1962) Rooting of Virginia Pine cuttings, J. For. 60 : 257-
258.

Tang, W. and Z. Guo. 2000. In vitro propagation of loblolly pine via direct somatic
organogenesis from mature cotyledons and hypocotyls. Plant Growth Regulation 33:

25-31.

Tang, W., OuYang Fan, Z. Guo. 1997. Plantlet regeneration via somatic
embriyogenesis in slash pine (Pinus elliotti L.). Journal of Plant Resources and

environment 6 (2): 8-11.

Valdes, A. E., R. J. Ordas, B. Fernandez, and M. L. Centeno. 2001. Relationships
between hormonal contents and organogenic response in Pinus pinea cotyledons.

Plant Physiol. Biochem.39: 377-384.

Yahyaoglu, Z. (1980) Dogu Ladini (Picea orientalis (L.) Link’in Vejetatif Yolla
(Celikle) Uretilmesi Olanaklar1 Uzerine Arastirmalar, K.T.U. Orm. Fak.

(Yaymlanmamis Dogentlik Tezi), Trabzon

http://tr. wikipedia.org/wiki/Mavi_ladin
37



http://www.forumpaylas.net/ziraat-tarim-hayvancilik/34377-bitkisel-hormonlar-bgd-

bitki-gelisim-duzenleyiciler.html

http://www.maviladinuretimi.com/mavi-ladinin-picea-pungens-engelm-asi-ile-

uretimi-uzerine-arastirmalar.html

http: //www.maviladinfidan.com/index.php?option=com_content&task=view&id=50

38



EKLER

MS Ortaminin Kimyasal Bilesenleri

Kimyasal mg\l
KNO3 1900
NH4NO3 1650
CaCl2. H20 440
MgS04.7H20 370
KH2PO4 170
KI 0.83
H3BO3 6.0 2
MnSO. H20 16.9
Na2MoO4.2H20 0.25
CuS04.5H20 0.0 25
ZnS0O4.7H20 8.6
CoCl2.6H20 0.0 25
FeS0O4.7H20 27.8
Na2EDTA.2H20 37.3
Thiamine 0.1
Pyridoksin HCL 0.5
Nicotinic HCL 0.5
Glycine 2.0
Myo-inositol 100
Sakkaroz 20 g\l
Agar 5-7 g\l
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