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ONSOZ

" Titrek Kavak (Populus tremula L.) ve Kafkas thlamuru (Tilia rubra DC.)
nun Doku Kaltara Teknikleri lle Uretilmesi " adli bu ¢alisma, K. T.U. Fen
Bilimleri Enstitisi Orman Muhendisligi Anabilim Dali'nda doktora tezi olarak
hazirlanmistir. Bu g¢alismanin  bir boélumi, TUBITAK tarafindan
desteklenmekte olan TBGTAG - 16 nolu projeyi igermektedir.

Doktora tezimin danigmanhdini Gstlenerek gerek konunun segilmesi ve
gerekse hazirlanmasi sirasinda yakin ilgi ve destedi ile galigmalarimi
yonlendiren Sayin Hocam Prof. Dr. Zeki YAHYAOGLU'na tesekkir etmeyi
zevkli bir gérev sayiyorum.

Aragtirmalarim sirasinda, deneysel c¢alismalarin surdurdlmesi ve
6zellikle besin ortamlarinin hazirlanmasindaki katkilari igin ¢ay eksperi
teknikeri lhsan GUNES'e, sera calismalarindaki katkilari igin Omer
SIRTKAYA ve Hasan EMIR'e sikranlarimi sunarim. Bitki materyalinin
araziden saglanmasi sirasinda gdstermis olduklarn yakin ilgiden dolayi
Sebinkarahisar Orman lIsletme Mudarlida yénetimine ve materyallerin
alinmas! sirasinda bizzat eslik eden yedenim Vedat UCLER'e tesekkir
ederim. '

Doktora tezinin yazim agamasinda, istatistiksel konularda yardimci olan
Yrd.Dog¢.Dr. Hakki YAVUZ'a, grafiklerin gizimlerindeki katkilart igin Arg.Gor.
Mehmet KESKINKOL ve teknisyen Kadir TOKLU'ya, ayrica bitki materyalinin
kaltire alinmasinda kullanilan kultar kaplarinin saglanmasinda ¢ok buyik
yardimlarini gérdagim K.T.U. Farabi Hastanesi mudir yardimcisi Yunus
- TAS'a ve battin emegi gegenlere tesekkur ederim.

Trabzon, Haziran 1994 Ali Omer UCLER
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OZET

Titrek Kavak (Populus tremula L.) ve Kafkas lhlamuru (Tilia rubra DC)'
nun Doku Kiittird Teknikleri lle Uretilmesi

Bu ¢aligmada titrek kavakta; farkli sakkaroz, BAP, BAP + IBA, kinetin,
kinetin + IBA doz ve kombinasyonlarinin strgin olugsumundaki etkileri
aragtiriimigtir. Bunun igin, vejetasyon dénemi diginda alinan tomurcuk
eksplantlart MS ve WPM adli besin ortamlarinda kulttre alinmiglardir

Denemeler sonucunda BAP''In WPM ortaminda ¢zellikle de 0.2 mg/l
BAP dozunun; strgin uzunludu, strgln sayisi ve strgunlerdeki nod sayisi
bakimindan diger dozlara (0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l) gére daha etkili oldu§u
ortaya konmustur. BAP + [IBA, kinetin, kinetin + IBA doz ve
kombinasyonlarinda sGrgin olugsumu gériaimemistir MS ortaminda tim
dozlarda siUrgin olugsumuna yénelik bir gelisme olmamistir.

Bundan sonraki agamada, degisik yashh 6 ortete ait tomurcuk
eksplantlari 0.2 ve 0.5 mg/l BAP'In eklendii WPM ortamlarinda kulttre
alinmiglardir. Ortete bagh olarak strgin sayisi, surgin uzuniuju ve nod
sayllarinda farkliliklarin oldugu belirlenmistir. 0.2 mg/l BAP dozu 0.5 mg/|
BAP dozuna gore daha etkili bulunmustur.

Elde edilen strgunlerin kéklendirilmesi igin in vitro ve in vivo'da olmak
Gzere iki farkli yéntem denenmigtir. In vivo'da kéklendirmede bir toprak
karigimi  kullanilmis ve in vitro'da koklenmeye gére daha basaril
olunmustur. Mikrogeliklerde % 100 kéklenme ve yagama saglanmisgtir.

Kafkas 1hlamurunda; farkli sakkaroz, BAP ve IBA dozlarinin embriyo
geligimi ve fidecik olugturmadaki etkileri, ayrica farkli zamanlarda toplanan
tohumiarin embriyolarinin sakkarozlu ortamdaki gelisimi arastinimistir.

Denemeler sonucunda, gerek MS ve gerekse WPM ortamlarinda
sakkaroz (10, 20, 30 ve 40 g/l) tek basina eklendidinde, embriyolar fidecik
olusturmustur. En etkili sakkaroz dozunun 30 g/l oldugu belirlenmigtir. BAP
(0.1 ve 0.2 mg/l) ve IBA (0.1 ve 0.2 mg/l) eklenen ortamlarda embriyolar
fidecik olugturmamistir. IBA eklenen ortamlarda embriyolar yesil kalmis,
BAP eklenen ortamlarda embriyolar kahverengilegmigtir.

Farkli zamanlarda toplanan tohumlarin embriyolarinin 30 g/l sakkaroz
eklenen ortamlardaki gelismeleri farklh olmustur. Tam olgunlagmadan
toplanan tohumlanin ‘embriyolari fidecik olusturmamistir. Olgun haldeki
tohumlarin embriyolarinda ise fidecik olusumu mimkun olmugtur.

Anahtar Kelimeler : Organ Kulturd, Embriyo Kalturd, In Vitro, Titrek
Kavak, Kafkas lhlamuru
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SUMMARY

Propagation of European Aspen (Populus tremula L.) and Caucasian
Linden (Tilia rubra DC.) Using By Tissue Culture Techniques

In this study, in european aspen was studied the effect of different
sucrose, BAP, BAP + IBA, kinetin, kinetin + IBA concentrations and
combinations on shoot formation. For that reason, bud explants taken
during the dormancy period were cultured into two medium known as the
MS and WPM.

it was found that the BAP into the WPM media of 0.2 mg/l BAP
concentration was more effective than that of other BAP concentrations, in
respect to shoot lenght and shoot and nod number. Shoot formation was not
observed in BAP + I[BA, kinetin, kinetin + IBA concentrations and
combinations. Shoot formation was not also observed in all MS medium.

The bud explants belonging the six different ages individuals were
cultured into WPM of 0.2 and 0.5 mg/l BAP. The shoot and nod number and
shoot length were different depending on individuals.

Two different methods consisting of in vitro and in vivo were used for
rooting of microcuttings and the rooting in vivo was found to be more
successful for rooting and survival than in vitro

In caucasian linden, the effect of different sucrose, BAP and IBA
concentration on embryo development and plantlet formation and the seeds
collected in different time and cultured in sucrose media on the
development of embryos were investigated.

Experiments showed that when sucrose (10, 20, 30 and 40 g/l) only
supplemented into both MS and WPM media, embryos grew plantlets. It was
found that the most effective concentration of sucrose was 30 g/l. Embryos
cultured in IBA (0.1 and 0.2 mg/l) medium became grenish and others
cultured in BAP (0.1 and 0.2 mg/l) became brownish.

The development of embryos of collected in different time the seeds
was also different. The embryos of mature seeds were become plantlets
while others collected from the immature seeds were not.

Key Words : Organ Culture, Embryo Culture, In Vitro, European Aspen,
Caucasian Linden.
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SEKIL LISTESI

Sekil 1 : WPM ve MS Ortamlarinda 10, 20, 30 ve 40 g/l Sakkaroz
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Soldakiler WPM,Sagdakiler MS ortamlarindakiGeligmeleri
Gostermektedir)
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Eksplantlardaki Gelisme Durumu
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Eksplantiardaki Gelisme Durumu

Sekil 4 : WPM + 0.2 mg/l BAP Ortaminda Kultirden 10 Hafta Sonra Strgin
Geligimi

Sekil 5 : WPM + 2.0 mg/l BAP Ortaminda Kultirden 10 Hafta Sonra Surgin
Geligimi

Sekil 6 : WPM Ortamindaki Farkhh BAP Dozlarinin Surgin Sayisina Etkisi

Sekil 7 : WPM Ortamindaki Farklit BAP Dozlarinin Ortalama Strgun
Uzunluguna Etkisi

Sekil 8 : WPM Ortamindaki Farkli BAP Dozlarinin Maksimum ve Minimum
Surgun Uzunluguna Etkisi

Sekil 9 : WPM Ortamindaki Farkhh BAP Dozlarinin Ortalama Nod Sayisina
Etkisi

Sekil 10 :Pargalanmig Tomurcuk Eksplantlarinda Surgin Cogalmas) ve Kok
Olusumu

Sekil 11 : WPM + 0.2 mg/l BAP Ortaminda Surgun ve Kék Farkhilagsmasinin
Birlikte Gérulmesi

Sekil 12 : WPM + 0.2 mg/l BAP Ortaminda Sirgin Seleksiyonu lle Yaprak
Yuzeylerinin-Artmasi

Sekil 13 : BAP' in (0.2, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l), IBA (0.1 mg/!) lie Kombine

Edilerek Eklendigi MS Ortamlarinda, Eksplantlarin Kiltare
Alinmadindan 1 Ay Sonraki Geligme Durumu
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Sekil 14 : BAP'in (0.2, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l), IBA (0.1 mg/l) lle Kombine
Edilerek Ekendigi WPM Ortamlarinda, Ekspantlarin Kaltare
Alinmasindan 1 Ay Sonraki Geligme Durumu
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Sekil 25 : WPM + 0.2 mg/l BAP Ortamindaki Farkli Ortetlere Ait
Eksplantlardaki Maksimum ve Minimum Strgtn Uzunluklari

Sekil 26 : WPM + 0.2 mg/l BAP Ortamindaki Farkh Ortetlerde
' Eksplantlardaki Ortalama Sirgtn Uzuniuklar

Sekil 27 : WPM + 0.2 mty/| BAP Ortamindaki Farkli Ortetlerde
Eksplantlardaki Ortalama Nod Sayisi Farkliklari

Sekil 28 : WPM + 0.5 mg/l BAP Ortamindaki Farkli Ortetlerde
Eksplantlardaki Ortalama Sargiin Sayisi
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Sekil 29 :

Sekil 30

Sekil 31 :

Sekil 32 :

Sekil 33 :
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Sekil 35:

Sekil 36 :

Sekil 37

Sekil 38 :

Sekil 39 :

Sekil 40 :

Sekil 41

Sekil 42 :

Sekil 43 :

Sekil 44

WPM + 0.5 mg/l BAP Ortamindaki Farkli Ortetlerde,
Eksplantlardaki Maksimum ve Minimum Strgin Uzuniugu

- WPM + 0.5 mg/l BAP Ortamindaki Farkli Ortetlerde,

Eksplantlardaki Ortalama Sdrgan Uzunlugu

WPM + 0.5 mg/l BAP Ortamindaki Farkh Ortetlerde,
Eksplantlardaki Ortalama Nod Sayisi

O4 Nolu Ortetin Pargalanmig Tomurcuk Eksplantlarinda WPM +
0.2 mg/l BAP Ortaminda Surgan Cogalmasi

05 nolu Ortetin Pargalanmis Tomurcuk Eksplantiarinda WPM +
0.2 mg/l BAP Ortaminda Sarguan Cogalmasi

08 Nolu Ortetlerin Pargalanmig Tomurcuk Eksplantlarinda, WPM
+ 0.2 mg/l BAP Ortaminda Surgin Cogalmasi

08 Nolu Ortetlere Ait Eksplantda WPM + 0.2 mg/l BAP Ortaminda
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Farklilagmasinin Birlikte Gértlmesi

:1/2 WPM + 2.0 mg/i BAP + 0.1 mg/l NAA Ortaminda

Mikrogeliklerin Kultarden 1 Ay Sonraki K6klenme Durumu

1/4 WPM + 2.0 mg/l IBA + 0.1 mg/l NAA Ortaminda Mikrogeliklerin
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Farkh IBA + NAA Kombinasyonlarinin Mikrogeliklerin Kéklenme
Oranina Etkileri

Kasalara Sagirtilmig Mikrogeliklerin Sasitmadan Hemen Sonraki
Goranuasleri

: Mikrogeliklerin Sasirtiimasindan 8 Gin Sonra Kéklenme Durumu

Mikrogeliklerin Toprakli Ortama Sasirtilmasindan 15 Gun Sonra
Kdéklenme Durumu

Kasalara Sasirtilmig Mikrogeliklerde 15 Gin Sonra Yagsama ve
Gelisme Durumu

:Kasalarda Kéklenmesi Gergeklesmis Olan Fideciklerin Mikrogelik

Olarak Tepsi Saksilara Sagirtiimasindan 1.5 Ay Sonraki G6ranagu



Sekil 45 : Taplere Sasirtilmis Fideciklerin Kéklendirme Asamasindan 1.5 Ay
Sonraki Gelisme Durumu

Sekil 46 : Kasaya Sasirtilmis Mikrogeliklerin Kéklenmesi lle Birlikte
Baslangigtan 1.5 Ay Sonraki Gelisme Durumu

Sekil 47 : Titrek Kavakta Doku Kaltara lle Uretilen 1 Yasgindaki Fidanlarin
Goéranasa
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Sekil 50 :MS ve WPM Ortamlarinda Embriyolarin Farkli Sakkaroz
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Sekil 52 : Embriyolarin Kaltare Alinmasindan 30 Gan Sonra MS ve WPM
Ortamlarinda Embriyo Gelisimi (Soldakiler 0.2 mg/l BAP' I,
Ortadakiler 0.2 mg/l IBA'li, Sagdakiler Ise 30 g/l Sakkaroziu
Ortamdaki Geligmeyi Gostermektedir.)

Sekil 63 : 3 - 5 Agustos 1993 tarihleri Arasinda Toplanan Tohum
Embriyolarinin Kaltirden 30 Gin Sonra MS ve WPM Ortamlarindaki
Gelisme Durumu

Sekil 54 : 25 - 30 AJustos 1993 Tarihleri Arasinda Toplanan Tohum
Embriyolarinin Kaltirden 30 Gin Sonra MS ve WPM Ortamlarindaki
Geligme Durumu

Sekil 55 : Sasirtilmig ve Uzerleri Seffaf Kaplarla Ortaimis Kafkas thlamuru
Fidecikleri

Sekil 56 : Saksiya Sasirtilmig Kafkas Ihlamuru Fideciginin Sagirtmadan lki
Hafta Sonraki Gérunasu

Sekil 57 : Kafkas Ihlamurunda 1 Yasindaki Fidanlarin Gérunasa

Sekil 58 : Kafkas thlamurunda Embriyo Kaltard lle Uretim Seklin Gosterir
Akis Semasi
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Tablo 15 : WPM Ortaminda Farkii BAP Dozlarindaki Eksplantiarda
Kultarden 10 Hafta Sonra Elde Edilen Degerlerin Istatistiksel
Denetimlerine Ait Varyans Analizi ve Duncan Testi Sonuglari

Tablo 16 : WPM + 0.2 mg/l BAP Ortaminda Farkli Ortetlere Ait
Explantlardaki Gelisme Sonuglari (Kaltir Baglangicindan 10 Hafta
Sonra)

Tablo 17: WPM + 0.2 mg/l BAP Ortaminda Degisik Ortetlerden Kultire
Alinan Eksplantlarda, Kultirden 10 Hafta Sonra Elde Edilen
Degerlerin |statistiksel Denetimlerine Ait Varyans Analizi ve
Duncan Testi Sonuglari

Tablo 18 : WPM + 0.5 mg/l BAP Ortaminda Farkli Ortetlere Ait
Eksplantlardaki Gelisme Sonuglari

Tablo 19 : WPM + 0.5 mg/l BAP Ortaminda Dedusik Ortetlerden Kalttre
Alinan Eksplantiarda, Kaltirden 10 Hafta Sonra Elde Edilen
Degerlerin Istatistiksel Denetimlerine Ait Varyans Analizi ve
DuncanTesti Sonuglari

Tablo 20 : Kuitirden 10 Hafta Sonra 0.2mg/l ve 0.5 mg/i BAP Dozlari
Arasindaki Degisimlerin Istatistiksel Denetimlerine Ait Varyans
Analizi ve Duncan Testi Sonuclari

Tablo 21 : Surgunlerin Kéklendirilmesinde Denenen Ortamlar ve Kéklenme
Durumlari

Tablo 22 : MS ve WPM Ortamlarinda Embriyolarin Farkii Sakkaroz
Dozlarindaki Geligme Durumlariari

Tablo 23 . Farkh Sakkaroz Dozlarinda Kaltare Alinan Embriyolarda,

Kultarden 30 Gun Sonra Elde Edilen Degerlerin [statistiksel
Denetimlerine Ait Varyans Analizi ve Duncan Testi Sonuglari
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METIN ICINDE VE TABLOLARDA KULLANILAN KISALTMALAR

WS : Wolter ve Skoog ( 1966 ) besin ortami

BAP : Benzilaminopurin

NAA . Naftalen asetik asit

LS : Linsmaier ve Skoog ( 1965 ) besin otrami
WPM : Woody Plant Medium ( 1981 ) besin ortami
MS : Murashige ve Skoog ( 1962 ) besin ortami
IBA . Indol - 3 - butrik asit

24-D : Diamin tetra asetik asit

ACM : Aspen Culture Medium ( 1983 ) besin ortami
ABA . Absisik asit

IAA : Indol - 3 - asetik asit

Bsg : Gamborg ve dig. ( 1968 ) besin ortami
DKW : Driver ve Kunuyuki ( 1984 ) besin ortami
GD : Gresshoff ve Doy ( 1972 ) besin ortami
BTM : Broad - leaved Tree Medium ( 1983 ) besin ortami
IS . lde ve Saito ( 1985 ) besin ortami

H : Heller ( 1953 ) besin ortami

SH : Shenk ve Hildebrant ( 1972 ) besin ortami
DL : Durzan ve Lopushansky ( 1983 ) besin ortami
QP : Quorin ve Lepoivre ( 1977 ) besin ortami
GA3 : Giberellik asit

AC . Activated Charcoal

mg : miligram

g : gram

| . litre

N : Normalite

NaOH : Sodyum hidroksit

KOH : Potasyum hidroksit

1/2 : Yarim kuvvette besin iceren ortam

1/4 : Dértte bir kuvvette besin igeren ortam

113 : Ugte bir kuvvette besin iceren ortam

115 : Beste bir kuvvette besin igeren ortam
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1. GENEL BILGILER

1.1. Girig

Ulke topraklarimizin % 72'si, ormanlarimizin ise % 56's gesitli siddette
erozyona bagh olup her yil kaba bir hesapla 380 milyon ton verimli Ust
topragin akarsular vasitasiyla denizlere, gol, golet ve barajlara taginarak
verim azalmasina; sel tagkin gibi c¢esitli zararlara sebebiyet verdigi
bilinmektedir (1).

Ulkemiz ormanlarinda uretilen odun hammaddesi  gereksinimi
kargllayamayacak durumdadir. Ote yandan diinya nifusunun sarekli .artmasr
ve yenilenemeyen kaynaklarin giin gectikge azalmasi kargisinda, orman ve
orman drinlerine duyulan isteklerin gelecek yillarda daha da artacagr
beklenmektedir. Iste bu nedenledir ki, ginimiz ormancisi bugin mevcut
genetik rezervieri korumak ve bunlan g¢esitli sekillerde ¢ogaltmak
zorundadir. Genetik 1slah galigmalan olarak adlandinian bu galigmalarin,
bagarisi hergeyden énce, mevcut genetik gesitlilie ve kullanilan lslah}
yoéntemlerinin kalitesine bagtidr. : ! S

Orman agaglari i1slahinda glinimuze degin gesitli ybntemler gellstmlmls

ve bunlar hala kullaniimaktadir. Geleneksel olarak orman agaglarmm islah

programlarinda vejetatif gogaltmamn roli buyaktar. Yalmzca aseksiel
metodlari kullanarak genetiksel olarak ayni 6zellikleri tasiyan selekte
edilmis genotipleri ayni gekilde Gretmek mumkindur (2). Bu yolla Gretilen
bireylerin hepsi ortetin kalitsal 6zelliklerini aynen tagimaktadirlar (3).

Odunsu bitki tarlerinin vejetatif olarak godaltilmasini genis bir sekilde
gerceklestirmek igin; gelikie Gretme (vejetatif Gretme) ve in vitro'da Gretme
(mikrovejetatif Gretme) gibi iki teknikten s6z edilebilmektedir (2). Vejetatif
uretmenin geleneksel yontemi geliklerin kéklendirilmesidir. Buna kargin, bir
agac tarunden verilen .bir sirede, ¢odaltilan bireylerin sayisi genel olarak
kuguk oranlardadir. Hizit Gretimi sinirlandiran faktérier goju kez uygun yer
ve uygun bitkisel materyal bulunamamasidir. Bu nedenle doku kaltari
tekniginin bir avantaj olarak géraldada bildirilmektedir (4).



Ote yandan, birgok orman agaci turleri ve cali formundaki odunsu
bitkilerin tohumlari, optimal ¢imlenme kosullarini bulsalar dahi, énceden
bazi 6n iglemlere tabi tutulmamislarsa, ¢imlenememekte ya da yeknesak
(uniform) ve zamaninda bir ¢imlenme géstermemektedirler. Bu tip tohumiar
cimlenme engeli olan tohumlardir. Bu engelleri gidermeden bunlardan
sonu¢ almak gactir hatta normal strede imkansizdir (6). Doku kaltart
teknigi bu engellerin de ortadan kaldiriimasinda alternatif bir yéntem olarak
kullanilabilecektir.

Bitki doku kulturleri temelde bir Gretim yéntemidir. Bilinen diger klasik
uretim yodntemlerinden farkii olarak bitkinin cesitli kisimlarindan alinan
kuguk bir doku pargasinin (eksplant) sterilize edildikten sonra, gesitli besin
maddelerini igeren steril gida ortaminda (in vitro) ve uygun cevre
kosullarinda ( 151k, rutubet ve sicaklik ) kaltare alinmasi igiemidir (6).

Genetikgiler doku  kaltara  teknigini, segilmis  genotiplerin
degerlendirilmesinde, hizli buytyen fertlerin ortaya gikarilmasinda, soguga,
kurakliga hastaliklara, tuziuluga ve herbisitlere dayanikli bireylerin
secilmesinde etkin bir sekilde kullanabilecekler ve bu tar bireyleri
agaclandirma galigsmalarinda kullanmak suretiyle de hektardaki artim buytk
olcide artacaktir (7). In vitro teknikleriyle nisbeten problemsiz ve hizli
aretim ihtimali, daha - ileri islah adimlarinda kullanilabilecek &nemli
avantajlar sunmaktadir (8).

In vitro tekniklerinin, aga¢ 1slah programlarinin gergeklestiriimesi igin
sa@ladig olanaklar, |
Tipik genotiplerin hizl Gretimi,

Dayaniklilik igin in vitro' da erken seleksiyon,

Klasik vejetatif gogaltma igin genglestirme,

Mikrop ve virGsten arindiriimis bitki elde edilmesi,

Haploid bitkilerin tretilmesi,

Mutantlarin segimi ve Gretimi,

Genetik gesitliligin saklanmasi (soguk saklama ve dondurarak saklama),
Somatik embriyo olugumu ve yapay tohum Gretimi,

Protoplast kaltart ile in vitro' da somatik hibridizasyon ve

DNA teknolojisiyle geri transferi geklinde 6zetlenebilir (9).

Diger taraftan doku kaltaru ile dretimin vejetasyon dénemine bagl
olmamasi, bir kilonu sinirsiz bir gsekilde tretme olanadi vermesi, poliploid
bireyler elde edebilme ve gen bankalart (doku bankalar) kurma gibi
yararlari yaninda g¢elikle dretilmesi zor olan bazi bitki tarierinin bu yéntemie



kolayca uretilmesl, zengin tohum yillarinin seyrek oldugu ve tohumlarinin
uzun sare saklanmasinin mamk(n olmadi§t veya gig oldugu adag turlerinin
uretiimesinde de 6nem tagimaktadir (2).

Bu c¢aligmada, tar olarak segllen titrek kavak (Populus tremula L.) ve
kafkas thlamuru (Tilia rubra DC.), klasik Uretme yOntemlerinde bazi
problemleri olan ve kullanim alanlarinin gesitlilii bakimindan ginumizde
gittikgce 6nem kazanan orman agaci tarlerimizdendir. .

Titrek kavak, Glkemiz orman mintikalarinda en gok gérilen kavak tarQ
olup, ¢esitli nedenlerle (yangin v.b) agilan alanlara ilk gelip yerlesen énct
turlerdendir. Odunu kibrit ve kagit sanayinde ¢ok kullamimaktadir (10).
Kaltar kavaklarinin yetisemedidi fakir topraklarda yetigebilme 6zelligi, bu
kava@in yayillmasinda biyuk bir avantaj olarak dagtniimektedir (11).

Turkiye Milll Kavak Komisyonu'nun saptamalarina ve amenajman
planinin verilerine gére Ulkemizde yaklagik 7000 ha'ik dogal kavak alani
bulunmaktadir. Bu alanlar genel olerak titrek kavaktan olugmaktadir (12).

Titrek kavagin da iginde yeraldi§ Leuce seksiyonuna ait bazi tarlerin
(Populus tremula L., Populus canescens (Alton) Sm. ve Populus tremuloides
Michx.) celiklerinin kéklendirilmesl zor olmaktadir. Bu engel kék gelikleri
kullanilarak agilabilmektedir (13). Ancak kék gelikleri ile fidan Uretimi, kitle
halinde fidan tretimi igin yeterli ve ekonomik dedildir.

Gunimizde bazi Avrupa Ulkelerinde titrek kavada gok biyuk Gnem
verildigi ve yalnizca Rusya'da kontrplak, figt imali ve kibrit endistrisi Igin
yilda 3 milyon m3 titrek kavak odununa lhtiyag duyuldugu bildiriimektedir
(14).

Ulkemizde de son yillarda titrek kavada verilen énem gin gectikge
artmaya baglamig olup, yamag¢ arazilerin agaclandiriimasinda kulla-
nilabilecek en uygun kavak tar( olabilecedl vurgulanarak, bu tarin
korunmaya alinmasi ve genetlk rezerv olarak ayrilip 1slah edilerek
agdaclandirma projelerine sokulmasi dnerilmektedir (15). Bununla ilgili olarak
gen kaynaklarinin yerinde (in situ) ve kaynafiinin diginda (ex situ)
korunmasi igin 1993 yilindan itibaren bir galigmanin baglatildigi ve bu tare
iligkin olarak biogenetik rezerv alanlarinin segllip korunmaya alindii
bildirilmektedir (18). -

Kafkas thlamuru ise tUlkemizde dogal olarak Anadolu'nun degigik orman
bolgelerinde, 6zellikle Kuzeydofu Anadolu'da gok géruimektedir. Ote
yandan Bati Anadolu'da Kazdafji ve Kugadasi'nda, ayrica Antalya



yorelerinde rastlanmaktadir (10). Odun ve gigeklerinden faydalanildig gibi,
s6z konusu tur aynt zamanda dekoratif bir sts bitkisidir (17).

Ihlamur tarlerinin agik renkli islenmesl kolay, hafif odunlan &zellikie
tersimat masalar yapiminda gok uygundur. Ayni zamanda protez sanayinde
6nde gelen bir adagtir. Son yillarda kursun kalem sanayinde de basariyla
kullaniimaktadir (10).

Ihtamur tarlerinin tohum kabugu ve embriyo dinlenmesinden-kaynak-
lanan ¢imlenme engeli vardir. Bu nedenle bu gift engeli 6nce 1- 5 ay s(re ile
sicak katlama ve bunu takiben 4 - 5 ay soduk katlama ile gidermek
gerekmektedir. Ihlamur turleri afjag diplerinden g¢ikan kék strgunlerinin
dipten sokulmesi veya tepe daldirmasina tabi tutulmasi suretiyle
uretilebilirler (18). Ancak, titrek kavakta oldugu gibi kitle halinde fidan
aretimi igin bu ydntemler yeterli va skonomik degildir.

Bu caligmada; titrek kavakda cellkle Gretmenin zor olmasi, kafkas
thlamurunda tohumda ¢imlenme engelinin bulunmasi gibi klasik Gretme
ybntemlerindeki bazi problemler nedeniyle, bitkli doku kiltirt tekniklerinden
yararlanilarak bu problemlerin ortadan kaldiriimasi ve bunun sonucunda da
in vitro kogullarda, zamana bagl kalmaksizin daha hizli ve daha seri Uretim
sistemenin geligtiriimesi amaglanmigtir.

1.2. Literatiir Ozeti

Orman agaglarinda dokularin ilk kez, 1934 yilinda Gautheret tarafindan
kultare alindidi (19) ve bundan 8 yil sonra yine Gautheret tarafindan Ulmus
campestris Mill.'de yapilan ¢aligmada kallus gogaimasi ve adventif tomurcuk
farkhlagmasi elde edildigi bildiriimektedir (2).

1964 yilinda Mathes (21, 22) triploid bir Populus tremuloides Michx.'in
gévde eksplantlarini kullanarak kallus olugumu ve kék farklilagmasinin elde
edildigini belirtmektedir.

Doku kuitara lle ilgili galigmalar, 1876 yilina kadar kallus kaltara ile
bitki rejenerasyonu esasina dayandinimigtit (23).

Guanumuazde In vitro'da, gesitll bitkl tarlerinin doku kultard teknidi ile
uretilmesinde; kallus “kaltarti, organ kaltard, embriyo kdltarh, hitcre ve
protoplast kultart kullaniimaktadir (8, 24, 25, 26). Doku kdittra teknikleri
kullanilarak bitki rejenerasyonunun gergeklestiriimesinde 3 farkli yontem
izlenmektedir. Bunlar; nodal eksplantlarda mevcut koltuk tomurcuklarindan
surglnlerin  gelismesi, eksplantlar (zerinde direk olarak adventif



tomurcuklarin farklilagmasi ve hiicre ya da lwllus kaltarlerinde somatik
embriyolarin olugmasidir (27, 28, 29, 30). Fmbriyo kaltara ile bitki
rejenerasyonu ise embriyolarin, direk olarak kultar ortaminda kulture
alinmasiyla saglanmaktadir (6, 31).

1.2.1. Kallus Kuittrd lie ligil Literattr Ozell

Doku kaltura ile aretim teknidinin geligtiriimesinde basglangigta, kallus
kultara sikga kullaniimistir. Ancak kallus dokulari uzun bir zaman sdresince
kulture alindifinda, genel olarak genetik yapida bir degigime neden
olmaktadir (4,26)

Wolter (32) diploid Populus tremuloides Michx.'de yapmig oldugu
calismada, geng orletlerin gévde segimentlerini eksplant olarak kullanmig ve
kallus kaltara ile bitkl farklilagmas) saglamigtir. Arastirmaci WS ortamina
BAP (0 - 0.5 mg/l) ve NAA (0 - 10 mg/l)'yi farkli dozlarda ekleyerek bunlarin
etkilerini incelemistir. Bulgulara gére, optimum siirgiin olugumunun 0.1 - 0.2
mg/l BAP eklendiginde gergeklestigl, 0.5 mg/l BAP'In ortama eklenmesinin
surgun olugumunda engelleyici etki yapti§! bildiriimektedir. Kallus dokusu
tzerinde olugmus surginler kesilerek sitokinin ve oksin bulunmayan ortama
nakledildiginde, kéklenmenin 3 - 4 hafta sonra gerceklestigi belirtiimektedir.

Winton (33) triploid Populus tremuloides Michx.'de geng bireylerden
elde ettigi gbvde eksplantlarim modifize WS ortaminda kaltire almigtir.
BAP, kaltar ortamina 0.05 - 0.2 my/l olarak ekienmig ve en iyi strgin
olusumu 0.05 mg/l BAP'In eklendi§i ortamlarda goralmustar. Kesilmis
strglnlerde kdk olugumunun ise orfama 2.4-D'nin 0.05 mg/l ve kinetinin 0.1
mg/l olarak eklenmesiyle mimkun oldu@u ortaya konmustur.

Yine Winton (34, 35) yapti§i bagka aragtirmalarda kallus kalutara ile
triploid Populus tremuloides Michx.'de ve tetraploid Populus tremula L.'da
sUrgun farkhilagmasi elde etmistir.

Populus nigra cv. italica'da Vanverloo (36) tarafindan yapilan
aragtirmanin sonuglarina gére; basglangig eksplanti olarak geng fidanlarin
internodlari kullanildiginda elde edilen kallus dokularinda 2 - 8 adet stirgiin
elde edilmistir. Yine bu éahsmanm sonuglarina goére, denenen doért farkh
sitokininden (zeatin, kinetin, BAP ve 2IP) siirgiin olugsumunda en etkilisinin
zeatin oldugu belirtiimektedir.

Chalupa (37, 38) Populus nigra L., Populus canescens (Aiton) Sm.,
,‘Populus x euramericana Dode. ve ["opulus tremnula L.'da geng fidanlarin
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surgtn internodlarini eksplant olarak kullanarak rejenere bitkiler elde
ettigini, ortam olarak LS temel besin ortami kullamldigini, BAP ortama 0.05 -
5.0 mg/l eklendiginde kalluslarin % 60 - 80'inde surgan farkltlagmasi
oldugunu ve kesilen sdrginler, modifize WS ortaminda 0.4 mg/l NAA
eklenerek kulture alindifjinda kdklenmenin 2 - 4 hafta igerisinde gergekleg-
tigini bildirmektedir. -

Lester ve Berbee (39) kallus kultara ile Populus nigra L. ve Populus x
euramericana Dode.'da elde ettikleri fideciklerin kromozom sayilarinda,
yaprak ozelliklerinde, dal sayisinda ve boylarinda genig farkhhklarin
oldugunu belirtmektedirier.

Populus deltoides Marsh.'de 15 farkli genotipin kallus ve slrgin
olusturma kapasitesini belirlemek amaciyla, Coleman ve Ernst (40)
tarafindan yapilan aragtirmada, kaltirden 60 gun sonra 2 genotipin en fazla
sirgln olugturdugu 6 genotipin surgin olugturmadig: ve diger 7 genotipin
ise az oranda surgin olugturdufu, ortam olarak modifize WPM ortaminin
kullanildii ve 0.5 mg/l zeatin ve 0.5 my/l 2.4-D'nin bu ortama eklendigi
bildirilmektedir.

Huhtinen ve Yahyao§lu (41) Betula pendula Roth.'da yaptiklari
calismada, kinetin ve 1AA 'yi1 modifize edilmig MS ortamina 0.5 mg/l ve 25
mg/l olarak ekleyerek, kallus kaltura lle strgin olusumu elde etmis ve bu
surgunleri ortama, 0.01 mg/l 2.4-D ekleyerek kdklendirmiglerdir.

Yahyaoglu (42) Betula pendula Roth. ve Picea abies (L) Karst.'in
kambial dokularnm kullandi§i aragtirmasinda Betula pendula'da rejenere
bitkiler, Picea abies'de ise kallus olugumu elde etmisgtir.

Huhtinen (43) ve Srivastava ve Steinbauer (44) anter kualtard ile elde
ettikleri kallus dokusu, Simola (45) geng¢ yapraklardan elde ettigi kallus
dokusu, Srivastava ve ark. (46) Ise, gen¢ yapraklardan ve koklerden elde
ettikleri kallus dokusu ile yine Betula pendula Roth.'da ¢ok sayida rejenere
fidecikler elde etmiglerdir.

Saito ve |de (47) Betula platyphylla Skatchev'da yasli ortetlerden
aldiklari surganlerin internodlarini kallus kaltara igin kullanmigtir. MS besin
ortamina BAP, 0.8 ve 1.2 mgl/l olarak eklendifinde slrgin olusumu
g6zlendigi ve kesilen sargunlerin 1/2 MS ortamina 0.5 mg/l IBA ve 0.02 mg/l
ya da 0.2 mg/l NAA eklenerek kéklendirildi§i bildiriimektedir.

Chalupa (48) Uimus campestris L.'de modifize MS ortaminda, kallus
kaltara ile sargun farklhilagmasi elde etmigtir. Strgan farklilagmasi igin, BAP'
in ortama 0.5 - 1.0 mg/l olarak eklendijine ve elde edilen surgunlerin WS



besin ortamina 05 mg/l IBAin ilave edilmesiyle koéklendigine
deginilmektedir.

Yine Derevyankin (49) Ulmus tirleri (). pumila Pall., U. leavis Pallas ve
U. carpinifolia Gledisch.))nde yapmis oldufju c¢ahsmada, yash ortet
tomurcuklari ve 10 - 12 gunluk fideciklerin kok ve hipokotillerini kullanarak
olusturdugu kallus dokulari Gzerinde bitki rejenerasyonunu saglamigtir.
Ancak surgin olugumunun gergeklesmesinde test edilen sitokininlerden
BAP'In, kinetine gtre daha etkili oldugu bildirilimektedir.

Olgun haldeki yapraklarin kallus dokusunun olugturulmasi igin
kullanildigi Hu ve Yan (50) tarafindan Robinia pseudoacacia L.'da yapilan
bir ¢alismada, kallus dokusunun olusturulmasinda temel besin ortami MS'
ye; NAA, BAP ve 2.4-D, 1.0 mg/l olarak eklenmig, strgin olugumu ise BAP'
in yeniden eklenmesiyle gergeklegmigtir. NAA'nin ise sirgiin olugumunda
olumsuz bir etklye sahip olduju ve welde edilen surganlerin
koklendirilmesinin, ortama 0.1 mg/l IAA eklenmesiyle saglandigina isaret
edilmektedir.

Robinia pseudoacacia L.'da, ta ve ark.(51) tarafindan gergekiestirilen
bagka bir aragtirmada, 2 adet yagh ortetin sirgn kaltarlerinden elde edilen
internodal gdvde pargalari MS ortamina BAP 2.5 mg/l olarak yalniz ve hem
de 0.2 mg/l NAA ile birlikte oklenerek kultire alindiginda, surgin
olusumunun gergeklestigi ve elde edilen strgunlerin kéklendirilmesinin 1/2
MS ortamina 0.2 mg/i IBA eklenmeslyle saglandij belirtiimektedir.

Zhang ve ark. (62) Eucalyptus botryoldes Sm. internodlarinda, kallus
olusumu ve sdrgun gelisiminin M8 besin ortamina 0.5 mg/l BAP ve 0.05
mg/l IBA'nin birlikte eklenmesiyle mamkin oldugunu ve surginlerin
kéklenmesi igin de ortamda IBA'nin bulunmasinin gerekli oldugunu
bildirmektedirler.

Kumar ve Raman (53) Eucalyptus camaldulensis Dehn.'in embriyo
dokular Gzerinde kallus olugumunun modifize MS ortamina 2 mg/l 2.4-D'nin
eklenmesiyle, strgin olugumunun cla ortamda 5.0 mg/l BAP'In bulunmasiyla
gergeklestigini  belitmektedirler. Yine ayni arastirmacilar sdrgunlerin
kéklendiriimesinin ortamda bitki bliyume dizenleyicisinin bulunmamasi
durumunda sagdlanabildigini de vurgulamaktadiriar.

Surgin Internodlan kullanilarak, Lee ve Park (54) tarafindan Ailanthus
altissima Swingle.'da yapilan galismada, kallus olugumunun MS temel besin
ortamina 0.1 mg/l BAP ve 1.0 mg/l 2.4-D eklenmesiyle mumkin oldugu,
strgin olugsumunun ise en yluksek oranda, 0.5 mg/l BAP ve 0.01 mg/l



2.4-D'li ortamda gergeklestidl belirtiimektedir. Elde edilen surginlerin ise
bitki buyime duzenleyicilerinin bulunmadi§i bir MS ortaminda kéklendigi
bildiriimektedir.

1.2.2.0rgan Kiitirt lie ligili Literattr Ozeti

Gunumuizde doku kaltara teknikleri ile Gretimde pratik ormancilia
uygulanabilirlik bakimindan ve genetik stabiliteyi salamak agisindan en
cok kullanilan yontem organ kalturadar (4, 24, 26). Organ kultariinde surgin
olusumu ve bitki rejenerasyonunda; yapraklar, kotiledon ve hipokotil gibi
embriyo pargalari, sirgin ve strgun uglan, koltuk ve terminal tomurcuklar
gibi bitkinin degigik kisimlari materyal olarak kullaniimaktadir (55).

Christie (56) tarafindan Populus tarleri ve melezierinde (P. alba L., P.
tremula L., P. tremuloides Michx., P.x canescens (Aiton) Sm. ve P. alba x P.
glandulosa'da) u¢ ve koltuk tomurcuklari kullanilarak farklilagma elde
edilmistir.

Chalupa (57) Populus turleri (P. tremula L., P. euramericana cv.
robusta, P. nigra var. typica ve P. alba L.)'nde, 10 - 20 yasindaki ortetierden
elde ettigi tomurcuklarin kaltire alinmasiyla strgin olusumu elde edildigini
ve bu sdrginlerin turba perlit karigimindan olusan bir ortamda
koklendirildigini belirtmektedir.

Bagnaresi ve Minotta (58)'nin Populus alba L., Populus tremula L. ve
Populus x canescens (Aiton) Sm.'in koltuk tomurcuklarini eksplant olarak
kullandiklar galigmalarinda, sargiin godalmasi (proliferasyonu) safhasinda
en iyi sonuglarin ortama BAP'In 0.2 mg/l olarak eklenmesi ile gergeklestigini
bildirmektedirler. Kbklenme safhasinda ise en iyi sonuglar; P. alba ve P.x
canescens'de |IBA ya da NAA 0.5 mg/l ya da 1.0 mg/l kullaniidifinda
alinmig, P. tremula'da ise koklenme 1.0 mg/l olarak eklendiginde
gergekliesmigtir.

Ahuja (59) Populus tremula L., Populus tremuloides Michx. ve her
ikisinin hibritlerinin degisik yagh ortetlerinden elde ettigi; tomurcuk,
internod, yaprak ve k&k gibi ¢esitli doku pargalarini kullanarak yapmig
oldugu aragtirmasindd, temel besin ortami olarak WPM'den modifize edilmig
ACM'yi kullanmigtir. Tomurcuk eksplantiart 0.4 - 0.5 mg/l BAP'lI ortamda 20
mg/l adenin sulfat ile birlikte kullaniidiinda, bazi genotiplerde 3 - 4 hafta
sonra surgin farklilagmasi gérilmasg, bu sirgtn olugturan dokular, 3 - 4
hafta sonra 0.02 mg/l NAA' ortamda kiltire alinarak strgin gogaltiimasi
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gerceklestiriimistir. 6-8 hafta ya da daha uzun bir sire sonunda kesilen
sturgunler ACM + 0.5 mg/l IBA + 0.01 mg/l NAA ortaminda, 8 -10 gin iginde
koéklenmiglerdir.

Ahuja (60) P. tremula L., P. tremuloides Michx. ve hibritleri Gzerine
yaptig: baska bir ¢galismasinda, ACM temsl besin ortaminda ACM -1, ACM -
2 ve ACM - 3 olmak uzere Ug ortam denemigtir. ACM-1 ortamini fomurcuk
dormansisinin kirtimasi, ACM - 2 ortamini sGrgdn olusumu, ACM - 3
ortamini ise kdklendirme igin kullanmigtir. [)aha sonra ACM - 1 ortamini
elimine ederek ACM - 2 ve ACM - 3 ortamlarini esas almigtir. Tomurcuk
meristemlerinin kiltare alindidi ¢galigmada kiona bagli olarak strgtn olugum
surelerinde farklihklar goralmugtir. Bazi klonlarin eksplantlarinda strgin
farklilagmasi 8 haftada gergeklegirken, bazilarinda bu sire 20 haftadan
fazla olmustur. Kéklenmede de klonlara badli olarak % 70 - 90 arasinda
degisen oranlar elde edilmigtir Ayrica kéklendirme igin sterilize edilmig
toprakh bir karigim da kullaniimigtir.

Whitehead ve Giles (61) bazi Populus tarleri (P. nigra L. " italica ", P.
deltoides x P. nigra ve P. yunnanensis Dode.) ile ilgili olarak yapmig
olduklar aragtirmalarinda; modifize MS ortaminda 0.2 mg/l BAP ilavesiyle
tomucuk dormansisinin 4 hafta igerisinde kinldigint bildirmektedirler.
Tomurcuklarda surgun gogalmasini saglamak icin ise 0.1 mg/l BAP'In ve
0.02 mg/l NAA'nin birlikte gerekli oldugunu vurgulamaktadiriar. Bu sekilde
bir tomurcuk eksplantindan 6 - 8 hafta igerisinde 120 - 220 slrgin elde
edilebilecegini belirtmektedirler. Elde edilen surgunier hem 0.01 mg/l BAP
ve 0.001 mg/l NAA'li ortamda ve hem de turba igeren bir toprak karigiminda
kéklendirilmistir. Bu galigmada ayrica in vitro'da elde edilen surgtnler 5 mm'
lik pargalara ayrilarak (en az bir nod tagiyan) yine kultare alindifinda 1 yil
icerisinde 1 tomurcuk eksplantindan 108 (1000000) sayida bitkinin elde
edilebilecegine de Igaret edilmektedir.

Populus cilicata Wall.'nin yapraklarinin eksplant olarak kullanildids,
Mehra ve Chema (62) tarafindan yapilan ¢alismada, temel besin ortami
MS'ye BAP eklenerek sirgin  c¢ofaltiimasi ve  koklendirme
gergeklestirilmigtir. |

Sakkaroz, zeatin, |AA ve ABA'In adventif tomucuk ve slrgin
olusumundaki etkisini belirlemek amaciyla Douglas (63) tarafindan
Populus trichocarpa x Populus tacamahaca hibridi (zerine yapilan bir
arastirmada MS temel besin ortaninda sakkarozun 10, 20, 30 mg/l ve daha
yukari seviyelerde eklenmesiyle, adventif sturgiin olusumunda anlamh bir
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etkisinin oldugu, ancak en iyi sirgun farkhilagmasinin 30 g/l sakkarozda
gergeklestigi, bu seviyeden daha yukarida ise surgin olugumunun
engellendigi belirtiimektedir. Zeatin konsantrasyonunun 0 - 5§ mg/l olarak
artinlmasi da surgin olugsumundaki sayiyr artirmigtir. 1AA'nin  yiksek
dozlarda, ABA'nin ise dusik dozlarda eklenmesinin tomurcuk ve sirgun
olusumunu engelledigine isaret edilmektedir.

Xu (64) Populus davidiana Dode.'nin yash bireylerinden elde ettigi
koltuk ve ug tomurcuklarini, MS temel besin ortaminda 0.5 mg/l BAP ve 0.02
ya da 0.05 mg/l NAA ile 20 mg/l arginin ekleyerek kultire alindifinda
strgun farkhlagmasinin gergeklestigini, kbklenmenin ise 0.3 - 0.8 mg/l IBA
dozlarinda % 77.8 oraninda safjlandifim bildirmektedir. Yine arastirici,
tomurcuklarin ortetlerden alinmasi i¢gin en uygun zamanin dormansi
déneminin sonu, tomurcuk patlamasi esnasi oldugunu da belirtmektedir.

Rutledge ve Douglas (65) 12 ticari kavak klonunun sirgin uglari,
meristem dokulari ve nodal segmentierini basglangi¢ eksplanti olarak
kullandiklari galigmalarinda, ortetlerin genotiplerinin, sirgan olusumunda ve
gelismesinde besin ortamindan daha fazla etkili oldugunu belirtmektedirler.
Bu galismada temel besin ortami olarak, modifize MS, modifize Anderson ve
B5 ortamlari kullanilmigtir. Test edilen 3 farkh sitokininden (2IP, BAP ve
zeatin) strgun olusumunda en etkllisinin BAP ve zeatin oldugu, kulttrierde
strgun veriminin stirgiin ucunda % 52, nodal segmentde % 78 ve meristem
ucunda % 20 olarak gergeklestiini ve strgun uretiminde optimum oranin
ise 0.25 mg/l BAP ve 1.0 mg/l zeatin dozlarinda mimkan oldugunu
vurgulamaktadiriar.

Sellmer ve ark. (66) 5 kavak klonunda MS ve WPM besin ortamlarini
kullanarak sargan uglarint  kaltare almiglardir. 5 klonun tamami MS
ortaminda BAP, 0.1 - 0.25 mg/l dozlarinda eklenerek kdltire alindiginda
hizl bir sargun ¢odalmasi gdsterdikleri halde, bu klonlardan birinde en fazla
surgun sayisi WPM ortaminda elde edilmigtir. Tum klonlardan elde edilen
surgunlerin, BAP'In bulunmadifi ya da gok az oranda (0.02 mg/l) bulundugu
ortamlarda % 100 oraninda kéklendigi bildirilmektedir.

Coleman ve Ernst (67) yaptiklari ¢galigmada, Populus deltoides Bartr. ex
Marsh.'de sitokinin tarnin ve genotipin, strgiin olusumu Gzerine etkilerini
aragtirmislardir. WPM ortamindan degistirilerek elde edilmigs ortamda 16
farkli ortetden elde edilen internodal segmentier eksplant olarak
kullaniimigtir. BAP, 2IP ve zeatin 0.25 - 4.0 mg/l arasinda degisen 5 farkli
dozda test edildiginde, en efkili sitokininin zeatin oldugu belirlenmistir. BAP
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eklenen ortamlarda hizh bir sekilde kahverengilesme ve g¢irime olmustur.
En optimum adventif tomurcuk ve strgin olugumu 0.5 mg/l zeatin dozunda
goérulmus, 3 genotipin eksplantlari lyi gelisme géstermis, diger genotiplerde
gelisme zayif olmusgtur. Olugan strgun miktarlarinin genotipe bagl olarak
degistigi, elde edilen strganlerin kdklendirilmesinin ortama 1.0 mg/l IBA
eklendiginde gergeklestigine de igaret edilmektedir.

Coleman ve Ernst (68) tarafindan yine Populus deitoides Bartr. ex
Marsh.'de yapilan bagka bir arastirinada, ortam olarak DKW kullanilarak, 4
ortetin in vitro'da elde edilmig stabil sOrgin kaltdrlerinin internodlan
kullanilarak zeatin dozunun ve genotipin sirgin olusumundaki etkileri
arastinimigtir. Sonug olarak; adventif sirgiin olusumu bakimindan genotipe
bagh olarak farkhliklar oldugu ve en optimum adventif sirgtn olusumunun
1.0 mg/l zeatin dozunda gergeklestigi belirtiimistir. Strgin uzamasi
bakimindan ise, 0.25 mg/l =zeatin dozunun daha etkili oldugu
vurgulanmaktadir

Chalupa (69)'nin Tilia cordata Mill.'da yaptigi ¢alismanin sonuglarina
gore; geng fideciklerin nodlari, modifize MS ortaminda 0.2 - 0.6 mg/l BAP
eklenerek kaltire ahindifinda, sOrgin  olugumunun  gergeklestigi
gérulmastour. Sargunier dusik tuz konsantrasyonu igeren ortamlara 1BA'nin
eklenmesiyle koklendirilmigtir. Ayni ¢alismada bu g¢ogaltma tekniginin 12
turde daha basariyla uygulandid bildirilmektedir.

Chalupa (70) tarafindan yapilan bagka bir arastirmada , Tilia cordata
Mill. ve Tilia platyphyllos Scop.''n da iginde yeraldi§i 11 turde, geng
fidanlarin nodal eksplantlart kullanilarak MS, WPM ve GD ortamlarinda
basarill bir gekilde surgin ¢ogaltiimasi ve koéklendirilmesinin gergek-
lestirildigi belirtiimektedir.

Chalupa (71) ylne bir diger aragtirmasinda, Quercus robur L. ve Tilia
cordata Mill.'da baglangi¢ eksplant! olarak 2 - 24 aylik fideciklerin nodlarini
kullanmigtir. Test edilen 4 besin ortami (GD, MS, BTM ve WPM) igerisinde
en iyi gelisme her (ki turde de BTM ve WPM ortamlarinda g6éraimustar.
Ortamiara eklenen iki sitokinin; kinetin ve BAP igerisinde, kinetinin strgin
olusumunda etkili oimadigi belirtilmektedir. Her iki tarde de en iyi sGrgin
geligimi 0.2 - 1.0 mg/l BAP'i ortamlarda da gergeklesmistir. Surgtnlerin
kdklenmesi ise 1/2 (GD, BTM ve WPM) ortamlarina IBA ve NAA birlikte
eklenmesiyle 2 - 4 hafta igerisinde % 90 - 95 oraninda gergeklesmistir.

Chalupa (72) tarafindan yapilan bagka bir calismada da slrgian
¢ogalmasi tzerine BAP ve thidiazuron adl iki sitokinin etkisi, Tilia cordata
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Mill., Sorbus aucaparia L. ve Robinia pseudoacacia L. tarlerinde
arastirnimigtir. Sonug olarak Thidiazuronda sitokinin aktivitesinin BAP'a gére
daha yuksek oldugu bildirilmektedir. Elde edilen strginlerin diigtk oranda
oksin igeren ortamlarda kéklendirildigine de igaret ediimektedir.

Tilia cordata Mill.'da 15 yasindaki iki ortetden elde edilen koltuk
tomucuklarimin 3 farkl kaltar ortaminda (IS, BTM ve WPM), 0.2 - 5.0 mgl/l
BAP eklenerek kultire alindi§i Youn ve ark. (73)'nin yaptidi bir ¢aligsmada,
strgiin uzamas! ve gogdalmasi igin en uygun BAP dozunun 0.2 mg/l oldugu
bildiriimekte, koklenmenin ise 1/2 IS ortaminda 3.0 mg/l IBA ve 0.1 mg/l
NAA bulundugunda % 63.6 oraninda gergeklestigi belirtiimektedir.

Youn ve ark. (74) Tilia amurensis Rupr. fideciklerinin tomurcuklarini
eksplant olarak kullanarak yaptiklari bagka bir galismada, BAP'in strgin
olusumu Gzerine etkisini aragtirmiglardir. Besin ortami olarak MS ve 1S'nin
kullanildii bu arastirmada, en iyi sonug 1.0 mg/l BAP'da elde edilmistir.
Ancak surgin g¢ogalmasi igin en iyi dozun 0.2 mg/l BAP oldugu
belirlenmigtir. Strgun gelisiminin ise MS ortaminda, IS ortamina gére daha
iyi oldugu ve kéklenmenin 1/2 MS ortamina 0.3 mg/l IBA eklenmesiyle %
91.7 oraninda gergeklestigine igaret edilmektedir.

Youn ve Ohba (75) Tilia amurensis Rupr.'de yaptiklari baska bir
aragtirmada ise, eksplant olarak 15 yasindaki ortetlerin tomurcuklarini
kullanmigtir. Besin ortami olarak 1S, MS ve WPM kullanilarak 5 farkli BAP
dozu test edilmigtir. Sonug¢ olarak en iyi BAP dozunun, IS ve WPM
ortamiarinda 1.0 mg/l MS ortaminda 0.5 mg/l oldugu, strgun gogalmas igin
ise 0.2 mg/l BAP'In daha optimum oldudu belirlenmisgtir. Ayrica en iyi
kéklenmenin % 83.3 oraninda 1/2 MS + 3.0 mg/l IBA ortaminda gergek-
lestigi bildirilmektedir.

Chalupa (76) Quercus robur L., Q. petrasa (Matt.) Liebl.,, Fagus
sylvatica L.'nin da iginde yeraldi§i degigik turlerde, geng ve yasgh ortetlerin
surglnlerinin nodal pargalarini kullanarak yaptii c¢alismada; BAP ve
Thidiazuron adli iki sitokininin strgin olugumundaki etkisini belirlemis,
sonugta her iki sitokininin de sirgin olugumunda yeterli bir etkiye sahip
oldugu ortaya konmu§tur. Olugan surganlerin in vitro kosullarda kéklen-
dirildigi ve kéklenme oraninin tirlere gére % 22 - 94 arasinda degistigi de
belirtiimektedir.

Ide ve Yamamoto (77) Quercus acutissima Carr.'da iki aylik fideciklerin
nodlarini modifize IS ortaminda 4 farkh BAP dozunda kultire almislardir.
Surgin ¢cogalmasi 0.8 ve 1.2 mg/l BAP dozlarinda, en iyi slirgin uzamasi
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0.4 mg/l BAP dozunda gergeklegmistir. Strgunlerin kéklendirilmesinin ise in
vitro ortaminda basariyla gergeklestirildigi bildiriimektedir.

lde ve Yamamoto (78) Quercus serrata Thunb.'da gergeklestirdikleri
benzer bir ¢aligmada, nodlarin kiltire alinmasindan 5 hafta sonra koltuk
surgunleri elde edilmis, mevcut siurganlerin in vitro kosullarda kéklenmesi
% 44.4 oraninda gergeklegmigtir.

Meier - Dinksl (79) Quercus robur L. ve Q. petraea (Matt) Liebl.'da
hem 10 aylik fideciklerin, hem de 25 - 55 yaslari arasindaki 4 adet kilonun
sUrgun uglarini kultare almigtir. Ortam olarak GD besin ortamini kullanan
arastirici, sargin uglarint 0.5 mg/l BAP dozunda test etmis, bir nodal
segmentden 3 kultur ortami dedisiminden sonra 4.1 yeni segment elde
etmistir. Bu gekilde 10000'in Gzerinde mikrosarginler elde ederek,
bunlardan 2000 tanesinin kéklenip yagsamasini saglamistir.

Volkaert ve ark. (80) Quercus robur L. fideciklerinden elde ettikleri
strgan uglan ve nodlari strgun olugturma bakimindan karsilastirmiglardir.
WPM temel besin ortaminin kullaniidi§i galigmada, sonug olarak nodal
eksplantlarin, sirgin ucu eksplantlarina gére daha hizh strgin geligimi
gdsterdigini belirlemiglerdir.

San - Jose ve ark. (81) Quercus petraea (Matt.) Liebl.'"da 2 - 5 ayhk
fidecikler ve 55 yasgindaki bir klonun katdk surgunlerinden elde ettikleri
sirgun ucu, nodal ve bazal eksplantlar 5 farkli ortamda (GD, H, SH, Gupta
ve Durzan) test etmigler ve en lyl gelismeyi GD ortaminda elde etmislerdir.
Genel olarak ug¢, nodal ve bazal eksplantlar, kuaiturde aym tepkiyi
gostermiglerdir. Surgdn olugumu Igin kaltar ortamlarina, BAP 0.5 mg/l olarak
eklenmigtir. Kdklenme igin surglnler geng bireylerinkinde 0.5 g/l IBA
solisyonunda 6 dakika, yagh ortetin sirginlerinde ise 1 g/l IBA
solusyonunda 2 dakika bekletildikten sonra in vitro kosullarda kéklen-
dirilmistir. Kéklenme yazdesinin, yash materyalde % 39, gen¢ materyallerde
ise % 57 - 100 arasinda oldudu vurgulanmaktadir.

Sengi (82) Quercus crispula Blume.'da 25 yagindaki bir ortetin koltuk
tomurcuklarint WPM ortaminda 0.2 mg/l BAP dozunda kultare alarak elde
ettigi surgunleri, 500 mg/l IBA solisyonuna 3 saniye batirarak in vitro
ortaminda kéklendirdidini bildirmektedir.

Quercus suber L.'de Manzanera ve Pardos (83) yapmig oldukliari
arastirmada, 3 ayhk fideciklerin ve 30 - 40 yagindaki ortetlerin strgtnlerinin
nodal pargalarini ve ug tomurcuklarini kullanmmigiardir. Calisma sonuglarina
gore; sargun gelisimi igin en lyi BAP dozunun 0.1mg/l oldudu ortaya
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konmustur. Koéklenme yluzdesli bakimindan yash ortetlerden alinan
eksplantlarda olugan surginlerde kéklenme ylzdesi daha dusik olmustur.

Johnson ve Walker (84) Quercus lobata'nin mikrovejetatif olarak
c¢ogaltiimasini saglamak icin yapmis olduklari ¢alismalarinda test ettikleri G¢
ortamdan (BTM, GD ve WPM) ikisinin (BTM ve GD) surgin olugumunda
daha iyi etkiyi sagladigini ve 0.3 mg/l BAP dozunun sirgin olugsumunda en
optimum oldugunu ortaya koymuslardir.

Ballester ve Meier-Dinkel (85) Quecus robur L. ve Q. petraea (Matt.)
Liebl.'da farkli tlkelerdeki laboratuvarlarda yapilan ¢aligmalarin sonuglarina
gére; GD ortami kullanilarak 0.5 mg/l BAP dozunda elde edilen gegitli
klonlara ait sargtnlerin, IBA solisyonuna batinldiktan sonra in vitro
ortamina alindidinda daha iyi kéklenmenin oldugunu bildirmekte ve yine bu
laboratuvarlarda enfeksiyon oraninin % 3-80 arasinda degistigini belirterek,
yagh materyalin strgtnlerinde kdklenmenin de ¢ok zayif olduguna igaret
etmektedirler.

Dorion ve ark. (86) bazi Ulmus turleri (U. effusa Willd., U. campestris
Mill., U. pumila L. ve U. americana L.)'nin in vitro'da g¢ogaltiimasi igin
yaptiklari gahsmalarda, ¢esitli besin ortamlarinin (MS, Heller, Morel ve
Wetmore) kombinasyonu ile olusturduklari yeni bir besin ortami
kullanmiglardir. Nodal eksplantiarin koltuk sirgunu gelistirmesi ortamda
sitokinin ya da oksin bulunmadijinda gerceklesmistir. Ortama sitokinin
eklenmesi, yodun bir kallus olugumuna neden olmustur. Surganlerin
kéklendirilmesi hormonlarin bulunmadi§i ortamlarda gergeklestirilmistir.

Steril sartlarda g¢imlendirilmig tohumlarin epikotillerinin kullanildidy,
Mezzetti ve ark.(87) tarafindan Ulmus carpinifolia Gleditsch.'da yapilan bir
¢alismada, G¢ farkh besin ortami (MS, WPM ve DL) denenmigtir. Surgtn
olusumunu sagiamak igcin BAP ortamlara 0.5 mg/l dozunda eklenmigtir.
Surgunlerin  koklendirilmesi igin ise 0.1 ya da 0.5 mg/l NAA dozlan
kullanilimigtir.

Biondi ve ark. (88) Castanea sativa Mill.'da yash ortetlerin kuttk
surgunlerinin koltuk tomurcuklarini, 0.5 mg/l BAP'In eklendigi MS ve SH
ortamlarinda kaltare alarak surgan farklilagmasini saglamiglardir.

Vieitez ve Vieitez (89) ise yine Castanea sativa Mill.'da yaptiklari
aragtirmalarinda in vitro'da bitki rejenerasyonu igin fideciklerin nodiarini
baglangig eksplanti olarak kullanmiglardir. MS, Heller ve QP ortamlarinin
kullanildi§i galigmada, sirgan godaltilimasi i¢in en uygun BAP dozunun 0.1 -
. 0.2 mg/l oldugunu belirlemiglerdir. Kéklendirme igin test edilen IBA ve
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NAA'dan IBA'nin, kéklenmede daha etkili oldudu bulunmustur. 3.0 mg/l IBA,
% 58 oraninda kéklenme saglamistir.

Vieitez ve ark. (90) mantarlara kargi dayanikli olan Castanea sativa x
C. crenata Siebold & Zucc. hibrit klonlarindan aldiklar katuk strganierinin
surgin uglarini ve nodal pargalarini modifize MS ortaminda kultare
almiglardir. Denemeler sonucunda sargin ¢odalmasi igin optimum BAP
dozunun 0.2 mg/l oldugu belirlenmistir. In vitro'da elde edilen surginler
kéklendirme amaciyla 0.5 g/l IBA solisyonunda 15 dakika, 1.0 g/l IBA
solusyonunda ise 2 dakika bekletilerek hormonsuz bir ortamda kultire
alinmiglardir. Bunun sonucunda kdklenmenin klona badli olarak, % 27 - 93
arasinda gergeklestigi bildirilmekiedir.

Castanea sativa x C. crenala Siebold & Zucc. hibridiyle ilgili olarak
Ballester ve ark. (91) tarafindan yapilan bir bagka galigmada, 30 yasgindaki
bir bireyin dormansi déneminde segilen 13iksiz birakilmis ve i1giklandirmaya
tabi tutulmug dallari, iklim odalarinda strdurilerek elde edilen strgunlerin
surgun uglarn ve nodian kullanilmis ve sargin olusturma durumiari
kargilagtirlmigtir. Sonugta, igiktan yoksun birakilmig dallarin sdrgunlerinin
in vitro' da daha iyi buyume tepkisi gdsterdidi anlagiimigtir.

Sanchez ve Vieitez (92) Castanea sativa Mill. ve C. sativa x C. crenata
Siebold & Zucc.'da gergeklestirdikleri bir galigmada, 5 farkli kionun dip
kisimlarindan alinan strgunler ile tepe dallarindan alinan strganlerin in
vitro'da gosterdiklerl morfolojik tepkiyl aragtinmiglardir. Temel besin ortami
olarak GD'nin kullanildifi ¢aligmada BAP, basglangig ortamina 0.5 mg/l,
surgin g¢ogaltiimasi i¢in ise 0.2 mg/l olarak eklenmistir. Caligmanin
sonucunda in vitro'da gerek stirgiin olusturma ve gerekse koéklenme
bakimindan dip sdrganlerinin ayni agacin tepe dallarindan alinan
surgunlere gore daha iyi bir kapasiteye sahip oldugu ortaya konmusgtur.

Perinet ve Tremblay (93) 5 adet Alnus spp. tarGntn mikrovejetatif yolia
Uretilmesini sa@lamak igin yaptiklari denemelerde, yaklagik 60000 adet
strganun in vitro'da Uretilmesini saglamiglardir. Bu ¢alismada temel besin
ortami olarak MS kullanilmig, BAP, 0.5 - 1.2 mg/l dozlarinda test edilmigtir.
Yaklagik 15000 adet strginin 1/2 MS've 0.2 - 1.0 mg/l IBA ekienerek
koklendirildigi belirtilerek, bunlarin da % 99 - 100 oraninda yagsama basarisi
gosterdigine isaret edilmektedir.

Barghichi (94)'nin 8 yasindaki ortetlerin strgun uglar ve koltuk
tomurcuklarini kullanarak Alnus cordata (Loisel.) Loisel.'da yapmis oldugu
aragtirmasinda, kinetin ve BAP't hein tek bagina hem de NAA ile birlikte MS
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ortamini kullanarak test etmigtir. Sonugta, kinetinin sirgin olugsumunda
etkili olmadigi BAP'In 1.0 mg/l dozunun etkili oldugu belirlenmigtir. Elde
edilen surgunlerin kéklendirilmesi, hem 1/2 MS besin ortamina 1.0 mg/l IBA
eklenerek in vitro'da, hem de sirgunlerin bazal kisimiari 625 mg/l IBA
solusyonunda 24 saat sureyle bekletilerek in vivo'da, toprakli kangumda
gerceklestirilmistir.

Ahuja (95) Fagus sylvatica L.'da 70 yasinda ve daha yagh 3 ortetden
elde ettigi tomurcuk eksplantiarini modifize WPM ortaminda kalture almigtir.
BAP, kinetin, NAA, IAA ve 2.4-D'nin gesitli doz ve kombinasyonlarda test
edildi§i ¢alismada, tomurcuklarin yaklagik % 50'sinin 10 - 12 hafta sonra
gok zayif bir gévde farklilagmasi gésterdidi ve yasgh ortetlerden elde edilen
eksplantlarla Fagus sylvatica'nin in vitro'da gogaltiimasinin gig¢ oldugu
belirtiimektedir.

Gebhardt ve Weisberger (96) tarafindan Fagus sylvatica L.'da yapilan
bir bagka ¢aligmada, 100 yagsindan daha fazla yastaki bir ortetin tepesinin
ug¢ farkh bélgesinden, ayrica kék surgunleri ile katuk surgunlerinden eide
edilen strgin uglarinin in vitro'da rejenerasyon kapasitesi belirlenmeye
cahgiimistir. 0.2 mg/l BAP ilavesiyle GD besin ortaminin kullanildigs
calismada, klltdrlerin  yagsama ve blyUmesinde, koék ve kutuk
surgunlerinden elde edilen strgun uglarinin daha lyi oldudu belirlenmigtir.

Minocha ve ark. (97) Betula papyrifera Marsh.'da fideciklerin nodlarini
eksplant olarak kullandiklari galigmalarinda surgin g¢ogaltiimasi igin MS,
koéklendirme icin WPM ve B5 ortamlarini kullanmiglardir. Strgun ¢ogalmasi
icin BAP ve zeatin 1 - 5§ mg/l olarak ortamlara eklenmis ve sdrgulnlerin
kéklendirilmesi igin ise 0.2 mg/l IBA yeterli olmustur.

Sato ve ark. (98) Betula platyphylla var. japonica Hara'nin yaprak
saplarini  kullanarak adventif tomurcuk olugsumu ve surgin geligimini,
BAP'In 0.7 mg/l olarak eklendigi IS ortaminda saglamiglardir. Kéklenme IAA
eklenen ortamda gergeklegmistir.

Ide (99)nin yapmis oldugu bir yayinda, Betula grossa S.et Z.'da
dormansi déneminde alinan tomurcuklarla kurulan denemelerde, surgin
olusumu igin BAP'In tek bagina yeterli olmadi§i, strginlerin sararip 6ldagu
ve GA3'in de ortamda bulunmasinin gereklilijinden stz edilmektedir. MS ve
IS besin ortamlarinin kullanildifi bu galigmada, en iyi kéklenmenin ise
hormon bulunmayan ortamlarda gergeklestidi belirtiimektedir.

Struve ve Lineberger (100) ise Betula papyrifera Marsh.'da yapmis
olduklari aragtirmalarinda, yagl ortetlerden elde ettikleri strginlerin surgan



uglarini eksplant olarak kullanmiglardir. WPM besin ortaminin kullanildigi
bu g¢aligmada, tomurcuk ve surgun olugsumu igin BAP, ortama 2.5 mg/l,
strgun ¢ogalmasi igin ise 1.0 mg/l olarak eklenmistir. Eide edilen strgunler,
in vivo' da turba + vermikulit karigiminda kéklendirilmigtir.

Betula celtibrata'nin fidanlarindan elde eililen internodlarin kullanitdigi,
Perez ve Postigo (101) tarafindan gercgeklestirilen bir galismada, tomurcuk
ve surgun olugumunun MS ortamina 20 gin sireyle 0.6 mg/l BAP, strgin
uzamasinin ise 20 gin sureyle (0.2 mg/l BAP eklenmesiyle mimkan oldugu,
koklenmenin ise ortama 0.2 mg/l IBA eklenmesi durumunda, 7 gin
icerisinde gergeklestiginden bahsedilmektedir.

Ilde ve Yamamoto (102)nin vyaptiklari arastirmada Betula
maximowicziana Regel.'nin 17 yasgindaki bir bireyinden, dormansi déne-
minde aldiklari tomurcuklar, in vitro'da kuilture etmek igin kullanmiglardir.
Modifize MS ve modifize Anderson ortamlarinin kullanildi§i galigsmada,
strgan olugsumu igin BAP ve 2.4-D ayri ayn ve birlikte test edilmigtir. MS
ortaminda geligme olmamig, Anderson ortaminda ise olumiu gelismeler
olmusgtur. BAP'In 1.6 mg/l olarak eklendidi ortamlarda surgin gelisimi ve
kéklenme optimum gekilde gergeklesmistir.

Vijayakumar ve ark. (103)'nin Betula uber (Ashe) Fern.'de 25 yagindaki
bir ortetden dormansi déneminde aldiklari tomurcuklari eksplant olarak
kullanarak yaptiklari g¢alismalarinda, in vitro'da rejenere bitkiler elde
etmiglerdir. Modifize MS ortaminn kulanildifi ¢aligma icin BAP ve IBA'nin
0.6 mg/l ve 0.05 mg/l olarak test edildigi ve olugan surgtnlerin
kéklendirilmesi igin bir toprak karigiminin kullanildigi belirtiimektedir.

Chalupa (104) Salix spp., Sorbus aucuparia L. ve Robinia
pseudoacacia L.'nin 3 yagindaki fidanlarinin nodal pargalarini ve siurgin
uglarini baglangig eksplant! olarak kullanarak gok sayida rejenere bitki elde
etmistir. Ortam olarak modifize GI) ve modifize MS ortamlarinin kullanildig:
arastirmada, BAP ve kinetin hem yalniz ve hem de IBA ve NAA ile kombine
edilerek test edilmistir. Sonugta; Salix tarlerinde en iyi strgin geligiminin
1/2 GD ve GD'de hormon eklenmedifinde, kdklenmenin 0.1 - 0.2 mg/t IBA'h
ortamda, Sorbus aucuparia'da en iyi sirgun geligsiminin 0.6 - 0.8 mg/l BAP
ve 0.05 mg/l IBA'll ortamda, kéklenmenin 1/2 GD ortaminda 0.3 mg/l IBA ya
da 0.3 mg/l NAA eklendiginde, Robinia pseudoacacia'da ise en iyi strgin
gelisiminin 0.4 - 0.6 mg/l BAP va 0.05 mg/l IBA'li ortamda, kéklenmenin 1/2
GD ortaminda 0.3 mg/l IBA ya da 0.3 mg/l NAA eklendiginde mamkan
oldugunu ortaya koymustur.
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Robinia pseudoacacia L.cv. " Jaszkiseri " 'de 15 yagindaki bir bireyden
elde edilmis gévde ve kok geliklerinin kéklendilmesi sonucunda elde edilen
fidanlarini tomurcuklarini kullanarak, Barghchit (105) bir galigma yapmistir.
MS besin ortamina BAP ve NAA'nin tek tek ve birlikte eklenmesiyle, en iyi
sirgan olusumunun 1.0 mg/l BAP ortaminda gergeklestigi belirlenmis ve
sarganler 1/2 MS ortamina 1.0 - 2.0 mg/| IBA eklenerek koklendirilmigtir.

Keresztesi (106) Robinia pseudoacacia L.'nin 4 farkl kaltivarinda MS
ortamini kullanarak yaptigi aragtirmada, gerek surgtin olugsumu ve gerekse
kéklenme bakimindan ayni hormon igeriklerinde kaltavarlara bagl olarak
gelisme farkliliklarinin bulundugundan sézetmektedir.

Yine Robinia pseudoacacia L. ile ilgili olarak Davis (107)'in yaptig
calismada, 5 farkli klondan dormansi déneminde elde edilen tomurcuklar
kulture alinmigtir. Sonugta yalnizca 2 klonda godalmanin saglandigi ve
diger 3 klonda her hangi bir gelisme olmadi§i, ayrica koklenme Uzerinde de
klonal etkinin bulundugu belirlenmigtir.

Morus alba L. ile ilgili olarak Ohyama ve Oka (108) yapmis olduklar
caligmada, yagh ortetlerden dormansi dénemi ve vejetasyon dénemi
icerisinde elde ettikleri tomurcukliari 1.0 mg/l BAP'In eklendidi MS ortaminda
kultire alarak surgan gelisimi saglandigini, kéklenmenin ise hormonun
bulunmadigi MS ortaminda 30 gun sonra gergeklestiginden
bahsetmektedirler.

Ohyama ve Oka (109) diger bir ¢aligmalarinda, Morus spp.’larda
tomurcuklarin  buyamesi igin sitokininlerin gerekli oldugunu, BAP'In
zeatinden daha ¢ok etki gosterdigini, kinetinin ise bekienen etkiyi yapma-
di§im bildirmektedirler.

Sharma ve Thorpe (110) Morus alba L.'min 3-4 yagindaki fidanlarinin
nodal pargalarini in vitro'da MS ortamina 0.5 mg/l BAP ekleyerek kultare
aldiklarinda optimum surgun gogalmasini elde etmiglerdir. Sakkarozun 30
g/l dan daha az ve daha ¢ok eklenmesi strgun buyamesini engellemigtir.
Sakkarozun 30 g/l olarak eklendidi ortamlarda eksplantlarda birer stirgin
olugsumunun oldugu fakat 6 hafta sonra sararip 6ldikleri belirtiimektedir. MS
+ 0.5 mg/l BAP ortaminda sirgin olugumu ile birlikte kék geligimi de
g6zlenmisgtir. ’

Yadav ve ark. (111) Morus nigra L:'da gergeklestirdiklieri calismalarinda
BAP ve kinetini strgun olugsumu icin denemigler, 0.1 - 1.0 mg/l arasindaki
dozlari test ettiklerinde, sirgiin g¢ogalmasi igin 1.0 mg/l BAP'In etkili
oldugunu, kinetinin ise sdrgin olusumunu sadlamadifini ortaya



19

koymuslardir. MS besin ortaminda 12 yasindaki ortetin surgin ucglari ve
nodal pargalarinin kaltire alindiffi arastirmada, kulturden 4 hafta sonra
uretilen sargunlerin, 0.25 mg/l IBA ortaminda kdklendigi de bildirilmektedir.

1.0 mg/l BAP ve 0.1 mg/l IBA igeren modifize MS ortaminda, Prunus
avium L.'un yash ortetlerinin dallarindan ya da kék surgUnlerinden alinan
tomurcuklar kilttre alindiginda, hizli bir strgan olugsumunun gergeklestigi,
Riffaud ve Cornu (112) tarafindan yapilan bir arastirmada belirtiimektedir. 4
- 5 hafta igerisinde her bir eksplant kiona bagh olarak 4 - 15 arasinda
surgin olusturmusgtur. Kesilmis mikrogelikler, ©6nce IBA solusyonuna
batirilarak, 1/5 MS ortaminda hormon eklenmeksizin kiltire alinmig ve
kéklendirilmig ve kdklenme ise % 67 - 100 oraninda elde edilmistir.

Cornu ve Chaix (113) yine Prunus avium L.'da yaptiklari benzer bir
aragtirmada yagli ortetlerden elde ettikleri son yillik sdrginlerin
tomucuklarini kullanarak modifize MS ya da QP ortamina 1.0 mg/l BAP ve
0.1 mg/l BAP ekleyerek iyi bir sirgiin olugumu elde etmisierdir. Olusan
sargunler IBA'nin eklendigi MS ortaminda kéklendirilmigtir.

Meier-Dinkel (114)'in Prunus avium L.'da yaptigi aym nitelikli
calismada, toplam 23 klondan elde etti§i tomurcuklari, MS ortamina 1.0
mg/l BAP, 0.1 mg/l IBA ve 0.1 mg/l GA3 ekleyerek sirgin olugsumu elde
etmistir. SGrgunlerin kéklendirilmesi 1/3 MS + 0.5 mg/l IBA - 2.0 mg/l NAA
ortaminda saglanmistir. Kéklenme klona bagli olarak % 70 - 95 arasinda
gercekliesmisgtir.

Curir ve ark. (115) Eucalyptus gunii Hook.f. ve E. stuartiana F.V.M.'da
fideciklerin nodlarini, Fossard ortamina 0.2 mg/l BAP ekleyerek kulture
aldiklann arastirmalarinda, yiksek ¢oJalma orani elde etmigler ve
koklendirmeyi sadlamak igin ise IBA kullanmiglardir.

Sita ve ark. (116) Eucalyptus grandis (Hill.) Maiden'de 4 yagindaki
fidanlarin nodiarini kullanarak yaptiklan cgaliginada sirgun g¢ogalmasinda
BAP'in etkili oldugunu kinetin ve 2IP'nin kullaniimasiyla sirginlerde
kahverengilegsme goraldaguna, koklenmenin ise |AA'l ortamda gergek-
lestigini bildirmektedirler.

Eucalyptus camaldulensis [Dehn.'de Kumar ve Ayyapan (117)In
yaptiklar bir galismada ise, fideciklerin nodlarini kullanarak hizli bir sargin
cogalmasi saglamiglardir Modifize bir MS ortamida BAP eklenmesiyle
strgun gogalmasi, bitki bayame diizenleyicilerinin bulunmadid: bir ortamda
ise strgunierin kéklenmesi mumkiin olmugtur.
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Rao (118) Eucalyptus treticornis Sm.'de gergeklestirdigi arastirma-
sinda, nodal eksplantlari kultire alarak strgin ¢odalmasini ve kéklenmeyi
elde etmistir. Modifize MS ortamina 1.0 mg/l NAA, 0.2 mg/l IAA ve 1.0 mg/l
BAP eklenmesi siurgin gelisimine olumlu etki yapmigtir. Kéklenmenin ise
1/2 MS ortaminda mumkun oldudu belirtilmektedir.

Warrag (119) Eucalyptus grandis (Hill.) Maiden. hibritlerinde 5
yasindaki bireylerin koltuk tomurcuklarini, 0.5 mg/l BAP ve 0.01 mg/l NAA'h
MS ortaminda kaltare alarak tomurcuklarin gelismesini, 0.6 mg/l BAP'l
ortamda ise yiksek oranda g¢ogalma elde etmistir. Strganlerin kéklenmesi
1/4 MS'de % 98 oraninda gergeklesmistir.

Ayni tar ile ilgili olarak Warrag ve ark. (120)nin yapti§i bagska bir
calismada in vitro'da Gretim teknigi, yash ortetlerden alinan eksplantlar igin
de denenmigtir.Yasgli ortetlerden alinan nodlarin % 100'G enfekte olurken,
bogulan strginlerin nodlar eksplant olarak kullanildi§inda enfeksiyon % 40
olarak belirlenmistir.

Trindade ve ark. (121) Eucalyptus globulus Labill. (121)un 12
yasindaki bir ortete ait strgin nodlarinin geligiminde sitokinin etkisini
belirlemek igin BAP ve kinetini test etmis ve kinetinin strgun gelisiminde
etkili olmadiini ortaya koymuslardir. In vitro'da elde edilen surginlerin
kéklendirilmesi igin ise ortamda oksin eklenmesine gerek olmadid: yine
¢aligma sonucunda ortaya konmustur.

Van-Standen ve Le-Roux (122) sogufa dayanikli Eucalyptus spp.
tarleri ve hibritlerinde fidecik ve degisik yash ortetlerin nodlarini 0.1 mg/l
BAP'h modifize MS ortaminda kultlre alarak strgun bayumesi, 0.2 mg/l BAP
ve 0.01 mg/l NAA'lI ortama naklederek slrgin gogalmasini elde etmigtir.
Koéklenme 2.0 mg/l IBA'lt 1/2 MS ortaminda gergeklegmistir.

Acer platonoides L.'de sirgiin uglart BAP ve IBA'h modifize MS
ortaminda kulture alinarak, 6 hafta icerisinde sirgin g¢ogalmasi
saglanmigtir. Cheng (123)'nin yapti§i bu ¢aligmada strgunlerin kéklendiril-
mesinin ise IBA'lt ortamda gergeklestirildigine isaret edilmektedir.

Juglans regia L. ile ilgili olarak Steffen ve Millikan (124) yaptiklan
yayinda, yasgl ortetlerden elde ettikleri meristem dokularinin c¢ogaltil-
masinda basari saglanamadijindan ve endogenik fenolik maddelerin
oksidasyona neden olmasinin dnemli bir sorun oldugundan bahset-
mektedirler.

Kai ve ark. (125) Corylus avellana L.'nin geng¢ fidanlarinin koltuk
tomurcuklarini kullanarak gergeklestirdikleri aragtirmalarinda, 5.0 mg/l BAP
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+ 0.1 mg/l GA3 + 0.01 mg/l NAA'h MS ortaminda, surgin olugsumu
bakimindan en iyi sonucu elde etmisglerdir. Kéklenmede ise 0.1 mg/l IBA
dozu iyi gelisme saglamig, 0.5 mg/l IBA dozu anormal kék olusumlarina
neden olmustur.

Sutter ve Barker (126) degisik yagh fidanlarin tomurcuklarini
kullandiklan Liquidambar styracifiua L.'da, 0.2 ve 1.0 mg/l BAP'h WPM
ortaminda sirgin g¢ogalmasi, 0.5 mg/l IBA ortaminda kéklenmie elde
etmistir.

Burger ve ark. (127) Paulownia tomentosa Steud.'da yagh ortetierin
sarganlerinin nodlarini modifize MS ortaminda kuittre aldtklarinda, 5.0 mg/|
BAP ve 0.5 mg/l NAAh dozlarda srgin olugumu gergeklesmis, olusan
strginler hem in vitro'da hem de in vivo'da kéklendirilmistir.

Preece ve ark. (128) Fraxinus spp. turlerinde, WPM + 5.0 yada 10.0
mg/l BAP ortaminda s(rgin uglarini (geng ve yagh bireylerin) kiitire alarak
elde ettikleri strgunleri, hem in vitro'da hem de in vivo'da kékiendirmislerdir.

Elaeagnus angustifolia L.'nin yasli bir bireyinin tomurcuklarini
kullanarak, Economou ve Spanoudaki (129)nin gergeklestirdikleri
galigmada, BAP sirgin olusumunda kinetinden daha etkili olmus, kéklenme
ise oksin bulunmayan ortamda gergeklegmistir.

Song ve ark (130) Paulownia catalpifolia ile ilgili yayinlarinda, strgln
olusumunda U¢ ortamdan (MS, WPM ve BTM) BTM'nin en iyi sonucu
verdigini, en iyi surgin olugsumunun 0.2 mg/l BAP dozunda, kék olugumunun
ise 4.0 mg/l IBA dozunda gergeklestigini bildirmektedirler. -

Garton (131) Salix spp. tarlerinde hibritler ve klonlar arasinda, in vitro'
da surgin olugturma bakimindan, ayni ortamda 6nemli farklihiklarin
oldugunu ortaya koymustur.

Yunnita ve ark. (132) Cercis canadensis var. alba L:'da farkh
sitokininlerin surgin olugsumuna etkilerini aragtirmig ve BAP'In daha etkili
oldugunu belirlemiglerdir. Kok geligimi ve olugumu bakimindan da IBA'nin
NAA'ya gore daha etkili oldugu bildirilmektedir.

Masubucht (133) ise Aesculus x carnea Hayne. Uzerine yapti§
caligmada, BAP ve IBA'yi ortama birlikte eklemenin sirgin c¢ogalmasi
sagladidini, koklenmenrin ise IBA'lI ortamda AC'nin de eklendiginde
gergeklestigini belirtmektedir.

Gymnospermae'lerde Sequoia sempervirens (Lamb.) Endl. (134)
diginda, organ kaltarG ile dretim Angiospermae'lerde oldugu gibi, gen¢ ve

yaglt materyalden elde edilen eksplantiarla degil, embriyo ve embriyodan
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elde edilen kotiledon, hipokotil ve epikotil eksplantlari Gzerinde olusturulan
adventif tomurcuklarin sirgine geligtiriimesi ve koéklendirilmesi esasina
dayanmaktadir.

Kathryn ve Washer (135) Pinus radiata D.Don'da kotiledon ve
hipokotilleri, Mott ve Amerson (136) Pinus monticola Dougl.'da embriyo ve
kotiledonlari, Von Arnold (137) Picea ables (L.) Karst.'da embriyolan,
Pletikapic ve ark. (138) Pinus nigra Arnold.'da embriyolari, Rumary ve
Thorpe (139) Picea glauca (Moench.) Voss. ve Picea mariana (Mill.) BSP'
da epikotilleri, Patel ve Thorpe (140) Picea engelmanii Parry'de embriyo,
kotiledon, hipokotil ve epikotilleri, Harry ve ark. (141) Thuja occidentalis L.'
de embriyolan, Pulido ve ark. (142) Pinus caneriensis Sweet ex K. Spreng.'
de kotiledonlari, Webb ve ark. (143) Pinus strobus L.'da embriyo, kotiledon,
hipokotil ve epikotilleri, Chang ve ark.(144) ise Pinus virginiana Mill.'da
embriyolari baglangi¢ eksplanti olarak kullanarak rejenere bitkiler elde
ettiklerini bildirmektedirler.

1. 2.3. Embriyo Kiltiirti lle ligili Literattir Ozeti

Embriyo kiltird orman agaci tarlerinde katlama problemlerini ortadan
kaldirmak i¢in kullanilabilmektedir (31).

Bulard ve Monin (145) Fraxinus excelsoir L.'in embriyo kultarinde besin
ortamina hormon eklemeksizin, 30 g/l glukozun eklenmesiyle bitki
rejenerasyonu saglandigini aragtirma sonunda ortaya koymuslardir.

Yice (146) Olea europea L.'da tohumlardan izole ettidi embriyolari, hig
bir katlamaya tabi tutmaksizin 1AA ve GA3 ekienen ortamlarda kulture
aldiginda normal c¢imlenme ve bitki rejenerasyonunun gergeklestigini
bildirmektedir.

Vieitez ve Vieitez (147) Castanea sativa Mill.'nin embriyo ug¢ kisimlarini
kaltare alarak yaptiklari c¢alismalarinda, 2.0 mg/l BAP'in eklendigi
ortamlarda koltuk sirgunlerinin  olusumunu ve bitki rejenerasyonunu
saglamiglardir. Yine aragtirmacilar bagka bir yayinlarinda (148) bu
bitkiciklerin nodal eksplantlarini  kullanarak koltuk surgtnleri elde
etmiglerdir. v

Bellarosa (149) Quercus suber L. embriyolarini 2.0 mg/l BAP ve 2.0
mg/l NAA eklenen ortamlarda kultiire almig ve embriyolar tzerinde kallus
olusumu gergeklegmistir. Aragtirmanin sonucunda normal bitkicikleri



23

uretmek igin ortamdan NAA'nin uzaklastinimasinin gerekli oldugundan séz
edilmektedir.

Deidda ve ark. (150) tarafindan Quercus suber L. embriyolar: ile ilgili
olarak yapilan baska bir galigmada, 2.25 mg/l BAP eklenen ortamlarda
embriyolarin iki hafta igerisinde g¢imlendigi, 1 - 1.5 ay sonra da slrgin
gogalmasinin gergeklestigi bildiriimektedir. .

Srivastava ve Steinhauer (151) Quercus lebani Oliv'de yaptlklan
arastirmada ise embriyolari farkll sitokinin ve oksin dozlarinda kualture
almiglardir. IAA, 2IP ve 40 g/l sakkarozun eklendigi ortamda embriyolarin %
42'sinde bitki rejenerasyonu elde edilmistir.

Sommers ve ark. (152) Juglans regia L.'da embriyo kaltra igin en iyi
ortamlarin, 5.0 mg/l BAP'In eklendii MS ve WPM ortamlari oldugunu,
embriyolarin ¢imlenmesiyle elde edilen suargin uglarindan koltuk
surgunlerinin g¢ogaltiimasinin ise BAP ve IBA'li ortamda gergeklestigini
ortaya koymuslardir.

Caruso (153) tarafindan Juglans nigra L.'da yapilan bagka bir
calismada, sitokinin ve oksin birlikte kullanilarak embriyodan strgin
cogalmasi ve bitki rejenerasyonu elde edilmistir.

Jay-Allemand ve Cornu (154) Juglans regia L.embriyolart ile
gergekiestirdikleri aragtirmalarinda, epikotil ve kék geligsiminin ortama 20 g/l
sakkaroz eklenmesiyle saglandidini bildirmektedirler.

Cossio ve Minolta (155) Juglans regia L.'da yaptiklari galismalarinda,
kiltare edilen embriyolarin bluyUmesi ve gelismesi Uzerinde BAP'In
istenmeyen bir etkiye sahip oldugunu belirtmektedirler.

Ahuja (95) Fagus sylvatica L.'da BAP ve NAA'yi birlikte ortama
ekleyerek embriyolari kultire almig ve bazi embriyolarda sirgin ve kok
farklilagmasi elde etmistir.

Chalupa (76) Sorbus aucuparia L.'da yapti§i aragtirmada, tohumlardan
izole edilen embriyolarin, MS besin ortamina 0.4 - 0.6 mg/l BAP ve 0.1 mg/l
IBA eklenerek kulttre alindi§ini ve 6 - 8 hafta igerisinde strgin olugsumunun
bagladigini bildirmektedir.

Sharma ve Thorpe (110) Morus alba L.'nin in vitro'da nodal segmentler
kullanilarak gogaltiimasi igin, embriyolari, 30 g/l sakkarozun eklendigi
ortamlarda kuilttre alarak gimiendirmiglerdir.

Olgunlasmis ve olguniagsmamig embriyolardan yararlamlarak, elde
edilen kallus dokulari (zerinde somatik embriyo olusumu ile bitki
rejenerasyonu da; Eucalyptus grandis (Hill.) Maiden'de Warrag (119), Tilia
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amurensis Rupr.'de Kim ve ark. (156), Robinia pseudoacacia L.'da Merkle
ve Wiecko (157), Magnolia spp.'da Merkle ve Wiecko (158), Quecus robur
L. ve Tilia cordata Mill.'da Chalupa (159), Fraxinus spp.'da Preece ve ark.
(128) tarafindan gergeklegtirilmigtir.



2. YAPILAN GALISMALAR

2.1. Materyal
2.1.1. Titrek Kavak fle ligili Bitkisel Materyal

Denemelerde kullanilan degisik yasli (Tablo 1) ortetlere ait strgunler,
Sebinkarahisar Orman Igletme Mudurlaga, Merkez Bélgesi Asarcik serisinde
dogdal olarak yayihis go6steren titrek kavak alanlarindan elde edilmigtir.
Ortetler fenotipik seleksiyona tabl tutularak segilmigtir. Tablo 1'de verilen
08 kodlu geng fidanlara ait materyal ise Karadeniz Teknik Universitesi
kampusunden saglanmstir.

2.1.2. Kafkas lhlamuru lie ligili Bitkisel Materyal

Denemelerde kullanilan tohumlar, Karadeniz Teknik Universitesi
kampustu igerisinde bulunan ortetlerden toplanmistir.

2.2. Yontem
2.2.1. Materyalin Alinma Zamam
2.2.1.1. Titrek Kavakta Materyalin Alinma Zamani

Sargdnlerin alinma iglemlerinin tama vejetasyon déneminin diginda
yapiimigtir. Sturgin érnekleri 10 Ekim 1992'de 2 adet ortetden (Tablo 1'de
01 ve 02); 14.2.1993'de 5 adet ortetden (Tablo 1'de O3, 04, 05, 06 ve
07) toplanmigtir. Geng ortetlere ait surglnler ise 04 Ocak 1993'de
alinmigtir. 10 cm uzunlugunda kesilen surginler, polietilen torbalar iginde
piknik sogutucularina konularak, kullanim yerlerine ulagtinnimis ve deneysel
c¢alismalarda kullanilana kadar +4 °C'de saklanmigtir.
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Tablo 1 : Titrek Kavakta Strgan Alinan Ortetlere Ait Bilgiler

Ortet Kodu Ortet Yasi Siirgtnlerin Alindifjt Tarih Yiikseklik (m)
01 20 10.10.1992 1550
02 30 10.10.1992 1550
03 20 14.02.1993 1550
04 27 14.02.1993 1550
05 15 14.02.1993 1550
06 16 14.02.1993 1550
o7 18 14.02.1993 1550
08 2 04.01.1993 50

2.2.1.2. Kafkas lhlamurunda Materyalin Alinma Zamani

Kafkas thlamurunda tohum olgunlugu, brahtelerin agik yesilden agik
kahverengine, tohumun beyazdan kahverengine dénagmesiyle
anlagiimaktadir (160).

Ihlamur tarlerinde tohum, Agustos ve Eylal basinda olgunlagmadan
once toplanip ekilirse iyi sonug¢ alinabilmektedir. Aksi halde hemen
katlamaya alinmahdir.

Tohumlar, kahverengine dénugsmeden yesil halde, 25 - 30 Agustos
1992, 4 - 6 Agustos 1993 ve 25 - 30 Agustos 1993'de ug¢ farkli tarih
stresinde toplanarak, deneysel galigmalarda kullanilincaya kadar +4°C'de,
polietilen torbalar igerisinde saklanmiglardir.

2.2.2. Besin Ortamlarinin Saptanmasit ve Hazirlanmasi

Bitki doku kalturlerinde dikkate alinmasi gereken faktdrlerden birtanesi
de c¢esitli mineral besin elementleri ve vitaminleri igeren besin ortamlaridir.
(161). Gunumuze kadar bir gok sentetik besin ortami geligtirilmigtir. Bu
temel besin ortamlari, bitkilerin isteklerine gdre modifize edilebilmektedir.
Bu galismada; Murashige ve Skoog tarafindan geligtirilen MS (162) ve Llyod
ve McCown tarafindan geligtirilen WPM (Woody Plant Medium) (163) adli iki
temel besin ortami kullanilmistir. Bu besin ortamlarinin igerikleri ve
hazirlanig sekilleri Tablo 2, ve 3'de verilmigtir.
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Tablo 2 : MS ve WPM Temel Besin Ortamlarinin Igerikleri

Bilesimleri Ortamin Adi
MS (mgll) WPM (mg/l)

NH4NO3 1650 400
KNO3 1900 -
MgS04.7H20 370 370
KH2P0O4 170 170
CaCl2.2H20 440 96
MnS04.H20 223 223
Ca{NO3)2.H20 - 556
K2S04 - 990
ZnS04.7H20 86 8.6
H3BO3 6.2 6.2
Kl i 0.83 -
Na2M04.2H20 0.25 0.25
CuS04.5H20 0.025 0.25
CoCl2.6H20 0.025 -
FeS04.7H20 27.8 27.8
Na2EDTA 2H20 37.3 37.3
Nikotinik asit 0.5 0.5
Thiamin. HCI 0.5 1.0
Pyridoxin. HCI 0.5 0.5
Inositol 100 100
Glycin 2.0 2.0

1 litre MS besin ortami hazirlamak igin Tablo 3'de verilen stok
eriyiklerden; stok - 1'den 50 ml, stok - 2'den 5 ml, stok - 3'den 5 ml, stok -
4'den 5 mi alinarak 1 litrelik behere konulmusgtur.

1 litre WPM besin ortami hazirlamak i¢in Tablo 3'de verilen stok
eriyiklerden; stok - 1'den 100 ml, stok - 2'den 100 ml, stok - 3'den 10 ml ve
stok - 4'den 10 ml alinarak 1 litrelik behere konulmustur.
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Tablo 3:MS ve WPM Temel Besin Ortaminin Hazirlanmasinda Kullanilan

Stok Eriyikleri

Besin Maddeleri MS (mg/l) Besin Maddeleri WPM (mg/l)
STOK ERIYIK - 1 STOK ERIYIK - 1
NH4NO3 33000 NHANO3 4000
KNO3 38000 Ca(NO3)2.4H20 5560
CaCl2.2H20 8800 CaCl2.2H20 960
MgS04.7H20 7400 KH2PO4 1700
KH2PO4 3400 MgS04.7H20 3700
STOK ERIYIK - 2 STOK ERIYIK - 2
Ki 116 K2S504 9900
H3BO3 1240 STOK ERIYIK - 3
MnS04.4H20 4460 H3BO3 620
ZnS04.7H20 1720 MnS04.H20 2230
Na2M04.2H20 50 ZnS04.7H20 860
CuS04.5H20 5 CuS04.5H20 25
CoCI2.6H20 5 Na2Mo4.2H20 25
STOK ERIYIK - 3 FeS04.7H20 5560
FeS04.7H20 5560 Na2EDTA.2H20 7460
Na2EDTA.2H20 7460 STOK ERIYIK - 4

STOK ERIYIK - 4 Thiamin.HCI 100
Nikotinik asit 100 Nikotinik asit 50
Thiamin.HCL 100 Pyridoxin.HCI 50
Pyridoxin.HCI 100 Inositol 10000
Inositol 20000 Glycin 200
Glycin 400

Her iki ortamin hazirlanmasinda, ortamlara ayrica istenilen miktarlarda
sakkaroz ve bitki buyime dizenleyicileri (hormonlan) eklenerek ortamin
hacmi 1l'ye tamamlanmigtir. Bu islemlerden sonra ortamiarin pH't manyetik
kangtirici yardimiyla 0.1 N NaOH ve 0.1 N HCI ilave edilerek ayarlanmigtir.
pH ayarlamasi yapilan ortamlar, igerisinde agar bulunan erlenmayerlere
bosaltilmigtir. Ortamlar su banyosunda agarin ortama tamamiyle karigmasi
igin, seffaf bir renk alincaya kadar kaynatiimigtir. kaynama isleminin
ardindan elde edilen eriyik, kullanilacak ortamin niteliine gdére 15 x 150
mm'lik kaltar taplerine wyada 60 x 120 mm'lik kaltar kaplarina aktariimistir.
Kultar taplerinin  ve kaplarinin  agizlari aluminyum folye ile sikica
kapatiimigtir. Kaltar kaplarinin aliminyum folye ile kapatiimasindan sonra
ayrica, sterilizasyon esnasindaki sicakiiya dayanikh kapaklaria da tzerleri
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kapatiimigtir. Agizlar kapatilan tlpler ve kaltar kaplan bu agamadan sonra
otoklavda sterilizasyona tabi tutularak, kullanima hazir hale getirilmisgtir.
Koklendirme denemelerinde kullaniimak Gzere, 1/2 (yarim kuvvetde) ve
1/4 (¢eyrek kuvvetde) MS ve WPM ortami hazirlamak igin de yukarida
anlatilan iglemler sirasiyla uygulanmistir. Ancak burada stok eriyiklerden
alinan miktarlar, 1/2 oraninda yada 1/4 oraninda alinarak 1l.'ye
tamamlanmgtir. "

2.2.2.1. Sakkaroz ve Bitki Bilylime Diizenleyicilerinin Seg¢imi

Sakkaroz odunsu bitki turlerinde, strgin olugsumu tzerinde buyime ve
farklilagmanin desteklenmesi igin en iyi karbonhidrat olarak nitelenmektedir
(164).

Bitki dokularinin mikrovejetatif yétemlerle gogaltiimasinda, bitki buaylime
duzenleyicilerinin gok blylk édnemi vardir. Bunlarin bir bélumi dogal olarak
olusabilecedi gibi (IAA), bir bélumi de sentetik olarak (2.4-D, BAP) elde
edilebilmektedir (165, 166).

Cesitli bitki dokularinin ¢ogaltiimasinda, sirgin olusumunu saglamak
igin, gogunliukla sitokininler kullaniimaktadir. BAP ve kinetin en g¢ok
kullanilan sitokininlerdir. Bazi durumlarda ise zeatin de etkili olmaktadir.
Sargunlerin  kéklendirilmesi ise, oksinlerin dusik dozlanyla saglanabil-
mektedir. Sentetik oksinler IBA ve NAA'nin genel olarak, IAA ve 2.4-D'den
bu bakimdan daha etkili oldugu belirtiimektedir (167).

2.2.2.1.1. Titrek Kavakta Denenen Dozlar

Denemelerde; Sakkaroz, BAP, kinetin, IBA ve NAA degisik doz ve
kombinasyonlarda kullanitmigtir.

Kuitare alinan tomurcuk eksplantlarinda, sirgtn olugsumu ve geligimi ve
bu surginlerin kbklendirilmesi i¢cin, MS ve WPM ortamiarina ekienen
sakkaroz, sitokinin sitokinin + oksin ve oksin + oksin doz ve kombinasyon-
lari ve ortamian katilagtirmak igin kullanilan agar miktarlar tablo 4, 5, 6, 7,
8, 9 ve 10'da verilmigtir.”

Tablo 4, 5, 6, 7 ve 8'de verilen tim sakkaroz, sitokinin, sitokinin + oksin
denemelerinde kulture alinan tomurcuk eksplantlan Tablo 1'de verilen ve
01 ve 02 olarak kodlandirilan, iki ortetin strgtnlerinden alinmigtir.
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Tablo 4 : Surgun Olugumu ve Geligmi Igin Ortamlara Eklenen Sakkaroz ve

Agar Miktarlariari
Sakkaroz (g/) 10 20 30 40
Agar (g/l) 7 7 7 7

Tablo 5 : Strgun Olugumu ve Geligimi lgin Ortamiara Eklenen BAP Dozlari,
Sakkaroz ve Agar Miktarlar

BAP (mg/l) 0.2 0.5 1.0 2.0
Sakkaroz (g/l) 30 30 30 30
Agar (g/l) 7 7 7 7

Tablo 6 : Strgiin Olusumu ve Geligimi lgin Ortamlara Eklenen BAP + IBA
Dozlari , Sakkaroz ve Miktarlar

BAP (mg/l) 0.2 0.5 1.0 20
IBA (mg/l) 0.1 0.1 0.1 0.1
Sakkaroz (g/l) 30 30 30 30

Tablo 7 : Sargin Olugsumu ve Gelisimi Igcin Ortamlara Eklenen Kinetin
Dozlari, Sakkaroz ve Agar Miktarlari

Kinetin {mg/l) 0.2 0.5 1.0 2.0

Sakkaroz (g/) 30 30 30 30

Agar (gll) 7 7 7 7
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Tablo 8 : Surgin Olusumu ve Geligimi Igin Ortamlara Eklenen Kinetin + IBA
Dozlari Sakkaroz ve Agar Miktarlar

Kinetin (mg/1) 0.0 0.2 0.5 1.0 2.0

IBA (mg/l) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Sakkaroz (g/l) 30 30 30 30 30
Agar (gfl) 7 7 7 7 7

Tablo 9: 03, 04, 05, 06 ve O7 ve 08 No lu Ortetlerde Sturgun Olusumu ve
Gelisimi Igin Ortamlara Eklenen BAP Dozlar1, Sakkaroz ve Agar

Miktarlari
BAP (mg/!) 0.2 0.5
Sakkaroz (g/l) 30 30
Agar (g/l) 7 7

Tablo 10 : Surgunlerin Kéklenmesi Igin Ortamlara Eklenen IBA + NAA
Dozlari, Sakkaroz ve Agar Miktarlari

IBA (mg/l) 0.2 0.5 1.0 2.0
NAA (mg/l) 0.1 0.1 0.1 0.1
Sakkaroz (g/l) 15 15 15 15
Agar (g/!) 8 8 8 8

In vitro'da elde edilen surgunleri, in vitro disinda in vivo'da, direk olarak
toprak karigimina alinarak koklendirilmesi igin de denemeler kurulmugtur.
Bunun igin strgtnler Gg farkli uygulamadan gegirilmigtir.
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1. Uygulamada; surgunlerin dip kisimlani % 0.1'lik IBA solisyonuna
batirilarak toprak karigimina alinmiglardir.

2. Uygulamada; surgunilerin dip kisimiari % 0.3'lik IBA solusyonuna
batirilarak toprak karigimina alinmiglardir.

3. Uygulamada; strginler herhangi bir igleme tabi tutulmaksizin toprak
karigimina alinmiglardir.

2.2.2.1.2. Kafkas lhlamurunda Denenen Dozlar

Denemelerde; sakkaroz, BAP ve IBA'nin farkli dozlar kullaniimigtir. 25
- 30 Agustos 1992 tarihleri arasinda toplanan tochumlardan izole edilen
embriyolar; Tablo 11, 12 ve 13'de verilen sakkaroz, BAP ve IBA dozlarinda
kaltare alinmiglardir.

Tablo 11 : Embriyolarda Fidecik Olusumu ve Geligimi lgin Ortamiara
Eklenen Sakkaroz Dozlar ve Agar Miktarlar

Sakkaroz (g/l) 10 20 30 40

Agar (g/l) 7 7 7 7

Tablo 12 : Embriyolarda Fidecik Olugumu ve Gelisimi Igin Ortamiara
Eklenen BAP Dozlari Sakkaroz ve Agar Miktarlar:

BAP (mg/l) 0.1 0.2

Sakkaroz (g/1) 30 30

Agar (g/l) 7 7
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Tablo 13 : Embriyolarda Fidecik Olugumu ve Geligmi lgin Ortamlara
Eklenen IBA Dozlar Sakkaroz ve Agar Miktarlari

IBA (g/) 0.1 0.2
Sakkaroz (g/l) 30 30
Agar (g/l) 7 7

4 - 6 Agustos 1993 ve 25 - 30 Afustos tarihleri arasinda toplanan
tohumlardan izole edilen embriyolar; 30 g/l sakkaroz ve 7 g/l agar eklenen
ortamlarda kulttire alinmiglardir.

2.2.3. Sterilizasyon
2.2.3.1. Besin Ortamlarninin Sterilizasyonu

Ortam sterilizasyonu igin 6nerilen minimum zaman sdresi ortamin
hacmine gére degigsmektedir. Bu stre 20 - 50 ml hacim igin minimum 15
dakika, 50 - 75 mi hacim igin minimum 20 dakika olarak belirlenmigtir (168).

Kaltar topleri ya da koltar kaplarina konan ortamlar, agizlari kapatilarak
icerdikleri ortam hacimlerine gére, 121°C sicaklikta ve 1.05 kg/cm2 (15-20
psi) basingta 15 - 20 dakika sureyle otoklavda, sterilize edilmistir.

2.2.3.2. Bitkisel Materyalin Yiizeysel Sterilizasyonu

Eksplantlarin sterilizasyonu, odunsu bitki tarlerinin doku kualtarlerindeki
en Onemli problemlerden birisidir. Ozellikle bitkisel materyal olgun
agaglardan segildiginde, gogu kez enfeksiyon (kontaminasyon) daha fazla
olmaktadir (30). Eksplantlarin yuzeysel sterilizasyon sureleri ise, eksplantin
tarne ve tazeligine gére deigmektedir (169).

Dokularin sterilize edilmesinde en gok kullanilan yazeysel sterilizasyon
maddeleri; NaOCI (sodyum hipoklorit) ve CaOCI (kalsiyum hipoklorit) dir
(170).



34

2.2.3.21. Titrek Kavaktan Elde Edilen Materyalin Yiizeysel
Sterilizasyonu

Daha 6nceden degisik yagh ortetlerden kesilerek + 4°C'de saklanmakta
olan surgunler, deterjan katkili normal gegsme suyu ile iyice yikandiktan
sonra, temizlenip durulanmigtir. Bu 6n yikama isleminden sonra surgunler,
ug¢ tomurcugu ve 2 - 3 adet yan tomurcuklar tagiyacak sekilde kesiimisdir.
Bu kisa surgun pargalar, steril galisma kabini igerisinde ylzeysel
sterilizasyon igin hazirlanmig olan % 70'lik alkol solisyonu ve % 3'lUk
NaQCI iginde tutulmustur. Bunu takiben, 3 kez ve 5 er dakika sareyle steril
saf sudan gegirilerek ylzeysel sterilizasyon islemi tamamianmigtir.

2.2.3.2.2. Kafkas Ihlamuru Tohumlarinin Yiizeysel Sterilizasyonu

llk 6nce, tohum kabuklart bisturi yardimiyla soyularak, endospermler
agiga cikartilmistir. Bu endospermler, steril calisma kabini icerisinde
yuzeysel sterilizasyon i¢in hazirlanmig olan % 70'lik alkol solisyonunda 3
dakika, % 3'lik NaOCI solisyonunda 10 dakika sureyle bekletilmigdir. Daha
sonra 3 kez ve 5 er dakika sureyle steril saf sudan gegirilerek, ylzeysel
sterilizasyon iglemi tamamlanmigtir.

2.2.3.3. Kullanilan Alet ve Ekipmanin Sterilizasyonu

Steril galisma kabini, kaltur agilama ¢alismalarina baglamadan 6nce,
30 dakika sureyle calistirildiktan sonra % 96'lik alkolle silinmistir. Eksplant
sterilizasyonu igin kullanilan cam malzeme, otoklavda sterilizasyona tabi
tutulmustur. Cesitli amaglarla kullanilan tim cam malzeme; otoklavda
steilizasyondan 6nce 150° C'de etluvde, 1 saat sireyle bekletilmigtir.

Eksplantlann kalture almada kullanilan pens, igne ve bistariler,
¢alismaya baglamadan énce alkolle silinip atesten gegiriimistir.

2.2.4. Materyalin Killtire Ahinmasi
2.2.4.1. Titrek Kavak Materyalinin Killtiire Ainmasi

Sterilize edilen surginlerdeki ug ve yan tomurcuk eksplantlarinin énce
_pullan temizlenmistir. Bu tomurcuklar bir kag yaprak taslags tagtyan odunsu
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doku ile birlikte 6 -8 mm uzunlujunda kesilmig ve iginde steril besin ortami
bulunan kultar topleri igerisinde kaltire alinmiglardir. Eksplantlar, bazal
kisimlari ortam igerisinde kalacak gekilde yerlestirilmigtir. Kaltarler geligsme
durumlarina gére 4 - 6 haftada bir taze steril besin ortamlarina aktariimigtir.
Gelisme olan eksplantlara daha fazla alan saglamak icin taze ortamlara
aktarilirken, kaltar kaplan kullaniimigtir.

2.2.4.2. Kafkas [hlamuru Materyalinin Kilitlire Alinmasi

Sterilize edilmis endospermlerin iginden, steril igneler kullanilarak
embriyolar izole edilmigtir (gikanimigtir). Embriyolar, iginde steril besin
ortami bulunan kultar taplerinin igine, hipokotilleri ortam iginde kalacak
sekilde dugey olarak kulture alinmistir.

2.2,5. Ortam pH' sinin Ayarlanmasi

Genel bir kural olarak ortamin pH'si sterilizasyondan énce 5.0 - 6.0
arasinda bir degere getirilmektedir. Normalde, 5.0 den daha dusik pH
degeri iyi sonug vermemektedir (171).

Denemelerde kullanilan besin ortamlarinin pH'si doku kiltarlerinde
genel olarak kullanilan 5.6 + 0.2 deerine ayarlanmigtir

2.2.6. Killtiir Kogullan

Eksplantlarin kultre alinmasindan sonra; geligsebilmeleri igin uygun
gcevre kosullarinda bulundurulmalari gereklidir. Kultirlerin geligsebilmeleri
igin, sicakhik 1gik ve rutubetin belli oranlarda uygulanmasi gerekmektedir.
Orman agaci doku kaltarleri igin inkibasyon sicakliklari, 20 - 28°C arasinda
degigmekle birlikte, gogu kulturlerde sicaklik ortalama olarak 25°C civarinda
uygulanmaktadir (172). Igik siddeti genel olarak, 1000 - 5000 luks arasinda
degismekte (46, 60, 73), rutubet ise % 70 seviyesinde tutulmaktadir. (60,
73, 95). Inktibasyon ortami olarak; 25 + 1°C sicaklik, 3000 luks 11k giddeti,
16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik kosullu ve % 70 rutubete ayarh iklim
dolabi kullaniimistir.



2.2.7. Geligme Siiresince Yapilan Olglim ve Gézlemler
2.2.7.1. Titrek Kavakta Yapilan Olglim ve Gbzlemler
2.2.7.1.1. Eksplantlardaki Geligme ve Sirgin Olugumu

Eksplantlarin kaltare alinmasindan itibaren; gelisme durumlari; renkleri,
canhliklari ve sUrgin olugsumlian koltirler taze ortamlara aktarildikga
gbzlenmistir.

Sargin olugumu goralen kuaitar ortamlarinda, denemelerin baslan-
gicindan 10 hafta sonra; explantlarda olusan surgun sayisi, surgun
uzunlugu ve bu siurgunlerdeki nod sayilari belirlenmistir. Bu kltarler 4 - 6
haftada bir pargalanarak yeni ortamlara aktariimistir.

2.2.7.1.2. Siirglinlerin Kbklendirilmesi

Sargunlerin kéklendirilmesi igin in vitro'da ve in vivo'da olmak Gzere iki
farkli yéntem denenmistir.

In vitro'da kdklendirmede temel besin ortaminin 1/2 ve 1/4 10k oraniari
kullaniimigtir,

In vivo'da kéklendirmede surginler 4 : 1 : 1 oranin da hazirlanmig,
yaprak ¢uriaga : kum : perlitden olugsan sterilize edilmemis toprak karisimina
alinmiglardir. Sagirtma sonrast 20 - 22°C sicaklik, normal gin i1gi1g1 ve % 80
- 90 rutubet igeren kontrolll gevre gartlari kullaniimigtir.

Kéklendirme ortamlartna alinan sarganlerde, kéklenme basglangici ve 4.
haftaya kadar koklenme durumu goézlenerek, koéklenme oranlari
belirlenmistir.

2.2.7.2. Kafkas thlamurunda Yapilan G8zlem ve Olgtimler

Embriyolarin kaltare alinmasin takibeden ilk haftadan itibaren, 30 gun
sureyle kdaltar ortamlarindaki gelisme durumlar izlenmistir. Kaltar
baglangicindan 30 gin sonra embriyolarin geligerek fidecik olugturdugu
ortamlardaki bu fideciklerin epikotil ve kék uzunluklar élgGlmastar.
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2.2.8. Kokl Fideciklerin Sagirtiimasi
2.2.8.1. Titrek Kavak Fideciklerinin Sagirtiimasi

In vivo'da kéklenmig fidecikler, kbkienme siresince tabi oldugu sartlara
uyum saglayarak sera sartlarina alinmiglardir.

In vitro'da kéklenmis bitkicikler 2 : 1 : 1 oraninda hazirlanmig turba :
kum : perlit karigimina sasirtilarak (¢ hafta sureyle 20 - 22°C sicaklik,
normal gun 151g1 ve % 80 - 90 rutubet iceren kontrolli ¢evre gartlarinda Gg
hafta bekletildikten sonra, sera kogullarina alinmiglardir.

2.2.8.2. Kafkas lhlamuru Fideciklerinin Sagirtiimasi

Embriyolarin kaltare alimasindan 30 gin sonra, epikotil ve koék
farklilagmasinin gergeklestigi fidecikler, kék budamasi yapilarak, 1 : 1
oraninda hazirlanmig turba : kum karisimina sasirtilmigtir. 20 - 22°C
sicaklik, normal gun 15191 ve % 80 - 90 rutubet igeren kontrolli gevre
sartlarinda Ug¢ hafta bekletiidikten sonra, sera kosullarina alinmiglardir.

2.2.9. Denemelerin Kurulmasi ve Degerlendirilmesi
2.2.9.1. Titrek Kavak lie ligili Denemelerin Kurulmasi

Her bir deneme 2 tekrarli olarak kurulmus ve toplam olarak en az 40
(40 - 45) eksplant kullaniimigtir.

2.2.9.2. Kafkas lhlamuru lle ligili Denemelerin Kurulmasi

Her bir deneme 2 tekrarli olarak kurulmusg ve toplam olarak en az 25
(25 - 30) adet embriyo kullanmimigtir.

2.2.9.3. Verilerin Degerlendiriimesi

Denemeler sonucunda elde edilen veriler, varyans analizi yéntemi ile
deg@erlendirilmigtir. F testi ile 0.01 yaniimayla kontrol edildikten sonra, farkh
gruplarin tesbitinde Duncan testi 0.05 ve 0.01 yaniima esas alinarak
kullaniimigtir. Sayi degerlerlerinde X + 0.5 dénustma uygulanmigtir (173).



3. BULGULAR

3.1. Titrek Kavak ile ligili Bulgular
3.1.1. Sakkaroz Dozlannin Strgiin Olugumu ve Geligsimine Etkisi

Tablo 1'de verilen 01 ve O2 nolu ortetlere ait tomurcuk eksplantlari,
tomurcuk pullan temizienerek, birkag geng yaprak taslagimin bulundugu
odunsu doku ile birlikte kaltire alinmiglardir.

Tum sakaroz dozlarinda (10, 20, 30 ve 40 g/l), hem WPM ve hem de
MS ortamlarinda eksplantlar kaltire alindiktan sonra 7 - 10 gan igerisinde,
dormansi kinimig ve geng yaprak taslaklarn buyumeye baglamigtir. Kaltar
baglangicindan 3 hafta sonra tum sakkaroz dozlarinda gelisme goésteren
yaprakiarda kallus olusumlari ve sararmalar géraimagtar (Sekil 1).

Sekil 1 : WPM ve'MS Ortamlarinda 10, 20, 30 ve 40 g/l Sakkaroz
Dozlarinda 3 Hafta Sonra Gelisme Durumu (lkigerli Gruplardan
Soldakiler WPM, Safdakiler MS ortamlarindakiGeligmeleri
Gostermektedir)
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Eksplantlarin kiltare alinmasindan 4 hafta sonra yapilan géziemlerde,
tom sakkaroz dozlarinda gelismelerin, WPM ortamlarinda, MS ortamiarina
kiyasla daha iyi oldugu, 20 ve 30 g/l sakkaroz dozlarinin daha iyi geligim
saéladucjl goralmustur. Taze ortamlara aktarilan eksplantlarda 10. haftaya
kadar gézlemlere devam edilmig, ancak sargin gelisimi gergeklesmemis ve
buyime gdsteren yaprak taslaklari sararmig ve éimustar.

3.1.2. BAP Dozlarnin Siirgiin Olugumu ve Geligimine Etkisi

Tablo 1'de belirtilen O1 ve O2 nolu ortetlere ait tomurcuk eksplantlar
BAP'In 0.2, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l olarak eklendigi MS ve WPM ortamlarinda
kaltare alinmiglardir.

MS ve WPM ortamlarinda eksplantlarda 7 - 10 gun iginde tomurcuk
dormansisi kirilmigtir. Geng yaprak taslaklarinin odunsu doku ile birlegim
noktalarinda beyaz renkli kallus olusumu goéruaimastar, MS ortamlarina
konan eksplantlarda, geng¢ yapraklar geligsmesine kargin bu yapraklarda
sararma ve kahverengilesmeler olmustur. WPM ortamlarina konan
eksplantlardan bazilarinda 3 hafta sonra tomurcuklarda gen¢ yaprak
taslaklarinin odunsu doku ile birlegsim noktalarinda beyaz renkli kallus
olugmus ve bu bdlgelerden sitrgun farkhlagmasi ve surgiin gogalmasinin
bagladigi g6zlenmigtir. Eksplantlarin kaltire alinmasindan 4 hafta sonra
yapilan gézlemlerde WPM ortamlarindaki eksplantlarda  sargun
farkhilagmasinin devam ettigi belirlenmigtir (Sekil 2). MS ortamlarinda geng
yaprak taslaklarinin bayimesine karsin, sirgun farklilagmasi gértimemis,
yapraklarda sararmalar ve kahverengilegmeler olmusgtur (Sekil 3).

Kaltar baglangicindan 10 hafta sonra yapilan gézlem ve déigumierde;
MS ortamlarinda strgan farklilagmasi gérilmemistir. WPM ortamlarinda ise,
BAP dozlarinda sargin sayisinda, boylarinda ve sUrginlerdeki nod
sayllarinda farkhhklar oldugu gézlenmigtir. BAP dozlarindaki artig, surgin
sayisi, sirgun uzunlugu ve nod sayilarinda deg@isime neden olmus (Sekil 4
ve 5) ve eksplantlarda gorilen beyaz renkte kallus olusumunu artirmigtir.
Godzlem ve 6lgim sonucunda elde edilen de@erler Tablo 14'de verilmis ve
Sekil 6, 7, 8 ve 9'da gdsterilmistir.

Elde edilen veriler arasinda BAP dozlarina gére farklilik bulunup
bulunmadigini belirlemek igin varyans analizi ve Duncan testi yapiimistir.
Sonuglar Tablo 15'de verilmistir.
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Sekil 2 : WPM + 0.2 mg/l BAP Ortaminda Kulturden 1 Ay Sonra
Eksplantlardaki Geligme Durumu

Sekil 3: MS + 0.2 mg/l BAP Ortaminda Kulturden 1 Ay Sonra
Eksplantlardaki Geligme Durumu
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Sekil 4 : WPM + 0.2 mg/l BAP Ortaminda Kaltirden 10 Hafta Sonra Surgiin
Geligimi

Sekil 5: WPM + 2.0 mg/I BAP Ortaminda Kulturden 10 Hafta Sonra Surgun
Geligimi v



Tablo 14 : Farkli BAP Dozlarinda Kulture Alinan Eksplantlardaki Geligme
Durumlari (Kultar Baglangicindan 10 Hafta Sonra)

Ortam No BAP Dozlari Bir Eksp. lgin Ort. Sor. Say. Max. Str. Uz. Min. Sor. Uz. Ort. Sor. Uz.  Ort. Nod. Say.
(mg/) (Adet) (mm) (mm) (mm) (Adet)
1 0.2 41.85 15.0 8.0 10.78 w 2.0
2 0.5 10.00 10.0 4.0 6.36 2.0
3 1.0 5.20 8.0 2.0 3.53 1.34
4 20 2.0 2.0 2.0 2.0 1.00

45

401

35

8

N
&

Sirgun Sayisi (Adet)

0.2 0.5 1 2
BAP Dozlarl (mg/l)

Sekil 6 : WPM Ortamindaki Farkli BAP Dozlarinin Strgan Sayisina Etkisi

Tablo 14 ve Sekil 6 incelendiginde goérulecegi gibi, en yluksek ortalama
stirgiin sayisi 41.85 ile 0.2 mg/l BAP eklenen ortamlarda gérulmustar. Bunu
10.0 ile 0.5 mg/l BAP dozu izlemigtir. BAP dozunun artmasiyla birlikte 1.0
mg/l BAP' da surgun sayisi 5.20 olarak gergeklesirken, 2.0 mg/l BAP
ortaminda ortalama surgun sayisi 2.0 olarak belirlenmisgtir.

Ayni durum surgin uzunludu igin de sdylenebilir. Ortalama sdrgin
uzunlugu en iyi, 10.78 mm ile 0.2 mg/l BAP'In eklendi§i ortamda olmus,
bunu sirasiyla 6.36 mm ile 0.5 mg/l BAP, 3.53 mm ile 1.0 mg/l BAP. ve 2.0
mm ile 2.0 mg/l BAP dozlari izlemigtir. (Tablo 14, Sekil 7).
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Ort.Sur.Uzn.(mm)
L

a

0.2 0s 1 2
BAP Dozlarl (mg/l)

Sekil 7 : WPM Ortamindaki Farkli BAP Dozlarinin Ortalama Sargun
Uzunluguna Etkisi

Sargun Uzn.(mm)
*

Max.Sir.Uzn.
Min.8dr.Uzn.

0.2 0.5 e 1 2
BAP Dozlarl (mg/l)

Sekil 8 : WPM Ortamindaki Farkl BAP Dozlarinin Maksimum ve Minimum
Sargun Uzunluguna Etkisi



Ort.Nod Say. (Adet)

0.5

O.B—- 1 2
BAP Dozlarl (ml/l)

Sekil 9 : WPM Ortamindaki Farkli BAP Dozlarinin Ortalama Nod Sayisina
Etkisi

Maksimum ve minimum sargin uzunluklart 15.0 mm ve 8.0 mm ile en iyi
duzeyde 0.2 mg/l BAP' da 6lgtimustar. Bunu sirasiyla 10 mm ve 4.0 mm ile
0.5 mg/l BAP, 8.0 mm ve 2.0 mm ile 1.0 mg/l BAP ve 2.0 mm ve 2.0 mm ile
2.0 mg/l BAP dozlari izlemistir (Tablo 14, $ekil 8).

Kultar baglangicindan sonra eksplantlarda olusan surgunlerdeki nod
sayllarinda da BAP dozuna gore farkliliklar olmustur. BAP dozlan 0.2 mg/l'
dan 2.0 mg/l'a arttikga strgin boylarinin kisalmasina parelel olarak nod
sayllarinda dusus olmustur. En fazla nod sayisi 0.2 mg/l ve 0.5 mg/l BAP
dozlarinda 2.0 olarak belirlenmigtir. 1.0 mg/l BAP ve 2.0 mg/l BAP
dozlarinda, nod sayilarinda azalma olmusg, ortalama nod sayisi sirasiyla
1.34 ve 1.00 olarak sayillmistir (Tablo 14, Sekil 9).

BAP dozlari arasinda surgun sayisi, surgun uzunlugu ve nod sayilari
bakimindan olusan farkhliklarin, istatistiksel olarak kontrolini yapmak igin
varyans analizi ve Duncan testi yapiimigtir. Sonuglar Tablo 15'de verilmistir.

Tablo 15 incelendiginde goérulecedi gibi surgin boyu, surgin sayisi ve
nod sayisi bakimindan kuvvetli duzeyde anlamh farklilhklar bulunmusgtur.
Dozlar arasinda bulunan farkliliklar Duncan Testi lle kagilagtiriimistir.
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Tablo 15 : WPM Ortaminda Farkli BAP Dozlarindaki Eksplantlarda Kaltarden 10 Hafta Sonra Elde Edilen Degerlerin
Istatistiksel Denetimlerine Ait Varyans Analizi ve Duncan Testi Sonuglari

Incelenen  Varyasyon  Kareler SD. Kareler F-Oram Olasilik Duncan Testi Sonuglar**
Ozellik Kaynagi Toplami Ort. 1 m v
Sargon Gruplar ar 76.729 3 25576 28.456 .0000 I 2 2 2
Sayisi Gruplar igl 16.178 18 898 ] 0 1
Toplam 92.907 21 mn 0
Sargun Gruplar ar. 606.060 3 202020 68.643 0000 | 2 2: 2
Uzunlugu Gruplar igi 217.785 74 2943 1 2 2
Toplam 823.846 L4 m 1
Nod Gruplar ar. 1.547 3 518 22.081 .0000 | 0 2 2
Sayisi Gruplar igi 1.868 80 0238 1l 2 2
Toplam 3.415 83 1]} 1
| = 0.2 mg/l BAP ** 0 = Istatistiki dozeyde snemli farkiihk belirlenememistir
Il = 0.5 mg/l BAP 1 = Fark 0 05 yaniimayla dnemlidir
1l = 1.0 mg/l BAP 2 = Fark 0.01 yaniimayla dnemlidir.

IV = 2.0 mg/l BAP

Surgun sayisi bakimindan; 0.2 mg/l BAP dozu diger dozlara gore 0.01
yaniimayla farkli bulunmustur. 0.5mg/l BAP dozu 2.0 mg/l BAP dozuna gére
0.05 yanilmayla farkhilik géstermigtir. 0.5 mg/l BAP dozu ile 1.0 mg/l BAP
dozu arasinda ve 1.0 mg/l BAP dozu ile 2.0 mg/l BAP dozu arasinda,
dozlarin artmasina parelel olarak strgiin sayisinda azalma olmasina karsin
bu farkhlik, istatistiki olarak 6nemli gikmamistir.

Sargun uzunlugu bakimindan; 0.2 mg/l BAP dozunun 0.5, 1.0 ve 2.0
mg/l BAP dozlarina gére 0.01 yanilma ile farkli oldugu tesbit edilmistir. Yine
0.5 mg/l BAP dozunun, 1.0 mg/l BAP ve 2.0 mg/l BAP dozuna kiyasla 0.01
yanilma ile farkliliklar gésterdigi anlagilmistir. 1.0 mg/l BAP dozunun, 2.0
mg/l BAP dozuna gére 0.05 yanilma ile farkl oldugu bulunmustur.

Surgunlerdeki nod sayisi bakimindan; 0.2 mg/l BAP dozu ile 0.5 mg/!
BAP dozu arasinda istatistiki diizeyde bir farkhilik bulunamazken, 0.2 mg/l
BAP dozunun, 1.0 mg/l ve 2.0 mg/l BAP dozlarina gére 0.01 yaniima ile
farkl oldugu belirlenmistir. Yine 0.5 mg/l BAP dozu ile 1.0 mg/l BAP dozu
arasinda ve 0.5 mg/l BAP dozu ile 2.0 mg/l BAP dozu arasindaki farklihgin
0.01 yanilma ile anlamh oldugu bulunmustur. 1.0 mg/l BAP dozu ile 2.0 mg/I
BAP dozu arasinda 0.05 yanilma ile farklilik saptanmistir.
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10 haftalik kualtar periyodundan sonra, farkh BAP dozlarinda, surgin
farklilagmasi ve gogalmasi gérilen tomurcuk eksplantlari pargalanarak;
srgun sayisi, uzunlugu ve nod sayisi bakimindan diger dozlara gére daha
iyi sonug¢ veren 0.2 mg/l BAP dozunun eklendigi WPM ortamlarina 4 - 6
haftada bir aktarilmistir. Bu ortamda pargalanmis tomurcuk eksplantlarinda
surgun ¢ogalmasi ve uzamasi devam etmistir. Bu sekilde pargalanan bazal -
dokularda ¢ok sayida surgin ve kok elde edilmistir (Sekil 10).

Sekil 10 :Pargalanmis Tomurcuk Eksplantlarinda Surgiin Gogalmasi ve Kok
Olugumu

Yapilan gézlemlerde; sirgin gogalmasi gergeklesen ve pargalanarak,
0.2 mg/l BAP'In eklendigi WPM ortamlarinda kultire alinan eksplantlarda
kalttrden 6 - 8 hafta sonra bazi explantlarda hem siirgin gogalmasi ve hem
de koklenmenin oldugu gérulmuastir (Sekil 11). O1 ve 02 nolu ortetlerden
alinan eksplantlarda olusan surgunlerde, yapraklar genel olarak kugik
yuzeyler olusturmuslardir. Kultar degisimlerinde surginlerin selekte edilerek
kesilmesi, buyuk yaprak ytzeylerinin olusmasini saglamistir (Sekil 12).

v
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Sekil 11 : WPM + 0.2 mg/l BAP Ortaminda Sargun ve Kék Farklhilagmasinin
Birlikte Géralmesi

Sekil 12 : WPM + 0.2 mg/l BAP Ortaminda Surgin Seleksiyonu lle Yaprak
Yuzeylerinith Artmasi



3.1.3. BAP + IBA Doz ve Kombinasyonlarinin Siirgiin Olugumu ve
Geligimine Etkisi

Tablo 1'de verilen O1 ve 02 no lu ortetlere ait tomurcuk eksplantlari,
BAP'In 0.2, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l' lik dozlarimin, IBA' nin 0.1 mg/l dozu ile
kombine edilerek eklendigi MS ve WPM ortamlarinda kulture alinmiglardir.

MS ortamlarina konan eksplantlarda 7 - 10. gunden itibaren -yapilan
gozlemlerde, geng yaprak taslaklarinda bir gelisme olmamistir. Yapraklarin
gelisme olmaksizin kahverengilesmeye bagladig géralmastar. WPM
ortamlarinda geng yaprak taslaklarinda uzamalar olmus ve yapraklarin
odunsu doku ile birlesim noktalarinda, beyaz renkli kallus olugumu
go6zlenmistir. Daha sonra yapraklarda (3 hafta sonra) kahverengilesmeler ve
sararmalar belirlenmistir. Eksplantlarin kultire alinmasindan 1 ay sonra MS
ortamlarina konan eksplantlarda yapraklar, tamamiyle kahverengilesmistir
(Sekil 13, 14).

Sekil 13 : BAP' In (0.2, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l), IBA (0.1 mg/l) lle Kombine
Edilerek Eklendigi MS Ortamlarinda, Eksplantlarin Kaltire
Alinmadindan 1 Ay Sonraki Gelisme Durumu

v
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Sekil 14 : BAP'In (0.2, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l), IBA (0.1 mg/l) ile Kombine
Edilerek Ekendigi WPM Ortamlarinda, Ekspantlarin Kualture
Alinmasindan 1 Ay Sonraki Gelisme Durumu

Eksplantlar ayni igerikli taze ortamlara aktarilarak 10. haftaya kadar
gelismeleri izlenmistir. Her iki ortamda da batun kombinasyonlarda surgun
olusumu ve gelisimine yonelik bir farklilagsma géralmemistir.

3.1.4. Kinetin Dozlarinin Stirglin Olugumu ve Gelisimine Etkisi

Birkag geng yaprak taslagi tasiyan tomurcuk eksplantlari, kinetinin 0.2,
0.5, 10 ve 2.0 mg/l eklendigi MS ve WPM ortamlarinda kultare
alinmiglardir. Eksplantlardaki Geligme durumu 10. haftaya kadar, explantlar
4 haftada bir taze ortamlara aktarilarak izlenmistir.

Eksplantlarin kaltare alinmasini takibeden 7 - 10 gun igerisinde bir
gelisme goralmemistir. MS ortaminda eksplantlarda yaprak taslaklarinda,
kahverengilesmeler géralmus ve bir geligme olmamistir. WPM ortamlarinda
ise geng yaprak taslaklarinda, yesillenme ve uzama gézlenmistir. Kaltirden
1 ay sonra yapilan goézlemlerde, WPM ortamlarinda, yapraklarin odunsu
doku ile birlesim yerlerinde beyaz renkte kallus olusumu ve yapraklarin
uzamig oldugu géralmustar. MS  ortamlarinda ise  yapraklarda
kahverengilegsme olmustur ( Sekil 15, 16).
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Tomurcuklar aynt nitelikli taze ortamlara aktanlarak 10. haftaya kadar
zlenmis ancak, sargiin  olugumu Ve geligimine yonelik bir gelisme

yralmemistir.

3.1.5. Kinetin + IBA Doz ve Kombinasyonlannin Siirgiin Olugumu ve
Gelisimine Etkisi

Kinetinin 0, 0.2, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l'lik dozlari 0.1 mg/| IBA dozu ile
ombine edilerek eklendigi MS ve WPM ortalarinda, kaltar baslangicindan
libaren gozlemler yapiimistir. MS ortamlarindaki eksplantlarda ilk haftadan
tibare yapraklarda sararmalar ve kahverengilesmelerin oldugu gorulmustar.
NPM ortamlarinda kultore alinan eksplantlarda, geng yaprak taslaklarinda
pir miktar uzama olmasina karsin, punlarda da yapraklarda sararma Ve
kahverengilesme|erin oldugu gézlenmistir. Kaltarden 4 hafta sonra, MS ve
WPM ortamlarindaki tum kinetin  + IBA kombinasyonlarmda, surgun
olusumuna yonelik bir gelisme olmamistir (Sekil 17). MS ortamindaki
kombinasyonlarda, tomurcuk yapraklari kahverengilesmis, kallus olusumu
gérulmemistir. Bu nedenle bu eksplantar taze ortamlara aktariimamislardir.
WPM ortamindakiler ise, ayni igerikli taze ortamlara aktanlarak geligmeler
izlenmis ancak, surgn olugumuyla ilgili bir gelisme g(’)ru|memi§tir,

Sekil 15 MS + 0.5 mg/l Kinetin Ortaminda Kaltarden 1 Ay sonra
Tomurcuklardaki Geligme Durumu
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Sekil 16 : WPM + 0.5 mg/l Kinetin Ortaminda Kaltirden 1 Ay Sonra
Tomurcuklardaki Geligme Durumu

Sekil 17 : WPM ve M8&'nin 0.2 mg/l Kinetin + 0.1 mg/l IBA Eklendigi
Ortamlarinda Kultarden 1 Ay Sonra Tomurcuklardaki Geligme
Durumu (Soldaki ki Tip WPM, Diger Iki Tup MS ortamindaki
Gelismeyi Gostermektedir.)
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3.1.6. Farkli Ortetlere Ait Eksplantlarin 0.2 ve 0.5 mg/l BAP
Dozlarindaki Gelisme Durumlar

Tablo 1'de kod numaralari verilen degisik yasli 6 farkli ortetin dormansi
dénemi igerisinde alinmis tomurcuklar; surgiin sayisi, sirgin uzunlugu ve
nod sayisi bakimindan daha iyi sonug veren 0.2 ve 0.5 mg/l BAP dozlarinin
eklendigi WPM ortamlarinda kltire alinmislardir.

Batan ortetlerin tomurcuk eksplantlarinda dormansi, eksplantlar kaltiire
alindiktan sonra 7 - 10. gunden itibaren kiriimaya baslamis, explantlarin
bazal kisimlarinda sismeler, geng yaprak taslaklarinin odunsu doku ile
birlesim noktalarinda beyaz renkli kallus olusumlari géralmastur. Geng
yaprak taslaklarinda biiyiime ve gelisme gozlenmistir.

03 nolu ortetin eksplantlarinda 28. gunden itibaren strgin
farklilagsmasinin bagladigi tespit edilmistir. Ancak bu farklilasma zayif
duzeyde gorilmustiir. Eksplantlarda gériilen kallus olusumu 0.5 mg/| BAP'
da 0.2 mg/l BAP' a oranla daha fazla miktarda olmustur.

04 nolu ortetin eksplantlarinda, diger ortetlere kiyasla farklilasma daha
kisa surede; 17 - 18, gunlerde gérilmastir. Bu ortetin tomurcuklarinda
olusan az oranda kallusun 0.5 mg/l BAP ortaminda, 0.2 mg/l BAP' a kiyasla
daha fazla oldugu goézlenmistir.

O5 nolu ortetin tomurcuklarinda da surgun farkhlasmasi O3 nolu ortetin
eksplantlarinda oldugu gibi, daha kisa sirede; 16 - 17. gunlerden itibaren
géralmustar. Bu ortetin eksplantlarinda da, bazal kisimlarda ve geng yaprak
taslaklarinin odunsu doku ile birlesim noktalarinda gorulen beyaz renkli
kallus olusumu, 0.5 mg/l BAP'da daha fazla oranda gozlenmistir.

06 nolu ortetin tomurcuk eksplantlarinda sargun farklilagsmasinin 22.
gunden itibaren basladigi gozlenmistir. Diger ortetlerin eksplantlarinda
oldugu gibi, bu ortetin eksplantlarinda da kallus olusum orani, 0.5 mg/l BAP'
da 0.2 mg BAP' a gére daha fazla oranda gérulmastar.

O7 nolu ortetin eksplantlarinda, gerek 0.2 ve gerekse 0.5 mg/l BAP
ortaminda surgin farklilagmasi ¢ok zayif duzeyde olmustur. 27 - 28. ginden
itibaren bazi eksplantlarda ¢ok zayif stirgiin olugumlar goéralmastar. Bunlar,
ayni icerikli taze ortamlara tasinip 10. haftaya kadar gozlenmis ancak,
surgun olusumu  sinirly dizeyde kalmis ve bayume gerceklesmemistir. O
nedenle O7 nolu ortet degerlendirmelere dahil edilmemistir.

Tablo 1' de 08 kodu ile verilen geng ortetlerden alinan tomurcuklarla
kurulan denemelerde, sirgun farklilagmasi 17 - 18. gunden itibaren
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gorulmeye baslamistir. Eksplantlarda 6nce genc yaprak taslaklari uzamig ve
daha sonra surgin olusumu gergeklesmistir.

Tomucuklarin kalture alinmasindan 10 hafta sonra 0.2 mg/l ve 0.5 mg/l
BAP ortaminda bazi ortetlerdeki gelisim durumlari Sekil 18, 19, 20, 21, 22
ve 23'de gosterilmistir.

Sekil 18 :WPM + 0.2 mg/l BAP Ortaminda O4 Nolu Ortete Ait Eksplantlarda
Surgun Cogalmasi

Butin ortetlerde, 0.2 mg/l ve 0.5 mg/l BAP ortaminda kultare alinan
eksplantlar her 4 - 5 haftada bir ayni nitelikli taze ortamlara aktariimiglardir.
Kultarden 10 hafta sonra eksplantlar Gzerinde olugan ortalama surgun
sayllari, maksimum ve minimum sUrgin uzunluklari, ortalama surgun
uzunluklari ve bu surgunlerdeki ortalama nod sayilari belirlenmistir. Buna
gore elde edilen deg@erler, 0.2 mg/l BAP ortami igin Tablo 16, 0.5 mg/l BAP
ortami igin Tablo 18'de verilmis, 0.2 mg/| BAP ortamindaki de@erler Sekil 24,
25, 26 ve 27'de, 0.5 mg/l BAP ortamindaki degerler ise Sekil 28, 29, 30 ve
31'de gosterilmistir.
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b -

Sekil 19 :WPM + 0.5 mg/l BAP Ortaminda O4 Nolu Ortete Ait Eksplantlarda
Suargun Cogalmasi

Sekil 20 : WPM + 0.2 mg/l BAP Ortaminda O5 Nolu Ortete Ait Eksplantda
Sargun Cogalmasi
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Sekil 21 : WPM + 0.5 mg/l BAP Ortaminda O5 Nolu Ortete Ait Eksplantlarda
Sargan Gogalmasi

Sekil 22 : WPM + 0.2 mg/l BAP Ortaminda O8 Nolu Ortetlere Ait Eksplantda
Sargun Gogalmasi
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Sekil 23 : WPM + 0.5 mg/l BAP Ortaminda 08 Nolu Ortetlere Ait
Eksplantlarda Strgin Cogalmasi

Tablo 16: WPM + 0.2 mg/l BAP Ortaminda Farkli Ortetlere Ait
Explantlardaki Gelisme Sonuglari (Kultir Baslangicindan 10 Hafta

Sonra)
Ortet No  BAP Dozu  Bir Eksp. Igin Maks. Sor. Uz. Min. Sar. Uz. Ort. Sor. Uz. Ort. Nod Say.
(mg/ ) Ort. Sor. Say. (mm) (mm) (mm) ( Adet)
03 0.2 3.0 6.0 4.0 5.50 122
04 0.2 3.12 20.0 7.0 12.22 2.90
05 0.2 6.0 25.0 3.0 12.00 2.65
06 0.2 4.70 20.0 4.0 9.56 239
08 0.2 12.50 320 6.0 1291 3.55

Tablo 16 ve Sekil 24 incelendiginde gorulecegi gibi 0.2 mg/l BAP
eklenen ortamlarda, en yiiksek ortalama surgun sayisi, geng ortetlerden
elde edilen tomurcuklarda olusmustur. Bunu sirasiyla 05, 06, 04 ve 03
nolu ortetler izlemistir

Maksimum ve mifiimum strgin uzunlugu bakimindan, ortetlere gére
farklilklar belirlenmis, en uzun surgiin uzunlugu O8 nolu ortetin
eksplantlarinda élgulmistur. Bunu sirasiyla O5 nolu ortet izlemis, O4 ve 06
nolu ortetler ayni degerde bulunmus ve en son olarak da O3 nolu ortet
izlemistir. Minimum suargan uzunlugu bakimindan; en uzun sirgiin 04 nolu
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ortetde olugmus, bunu sirasiyla 08, O3 06 ve O5 ortetleri izlemistir (Tablo
16, Sekil 25).

Ort.Surg. Say. (Adet)

03 04 [el.] o8 o8
Ortet No.

Sekil 24 : WPM + 0.2 mg/l BAP Ortamindaki Farkli Ortetlerde
Eksplantlardaki Ortalama Sirgun Sayisi

40

Sdrgin Uzn.(mm)

Max.Sir.Uzn.
Min.Siir.Uzn.

03 o4 o5 | os o8
Ortet No.

Sekil 25 : WPM + 0.2 mg/l BAP Ortamindaki Farkl Ortetlere Ait
Eksplantlardaki Maksimum ve Minimum Sargan Uzunluklar
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Ort.Sarg.Uzn.(mm)

o3 04 o5 o8 os
Ortet No.

Sekil 26 : WPM + 0.2 mg/l BAP Ortamindaki Farkli Ortetlerde
Eksplantlardaki Ortalama Strgin Uzunluklar

Ort.Not.Say.(Adst)

o3 04 os o8 o8

Ortet No.

Sekil 27 : WPM + 0.2 mg/l BAP Ortamindaki Farkl Ortetlerde
Eksplantlardaki Ortalama Nod Sayisi Farkliklar
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Ortalama surgin uzunlugunda en iyi sonug, O8 eksplantlarinda
bulunmus, bunu sirsiyla 04, 05, 06 ve O3 nolu ortetler izlemistir (Tablo 16,
Sekil 26).

Eksplantlarin kaltare alinmasindan 10 hafta sonra, belirlenen bir diger
ozellik olan ortalama nod sayilarinda da ortetlere goére farkhliklar
goralmustur. (Tablo 16, Sekil 27). O8 kodu verilen ve geng ortetlere ait
eksplantlarda olusan surgunlerdeki nod sayilari, en yuksek bulunmué, bunu
sirasiyla O4, 05, 06 ve O3 nolu ortetler izlemistir.

Ortetler arasinda sargun sayisi, surgin boyu ve nod sayilari
bakimindan olusan farkliliklarin istatistiksel olarak kontrolini yapmak igin
varyans analizi ve Duncan testi yapilmistir. Sonuglar Tablo 17'de
verilmistir.

Tablo 17: WPM + 0.2 mg/l BAP Ortaminda Degisik Ortetlerden Kaltare Alinan Eksplantiarda, Koltorden 10 Hafta
Sonra Elde Edilen Degerlerin Istatistiksel Denetimlerine Ait Varyans Analizi ve Duncan Testi Sonuglari

Incelenen Varyasyon Kareler S.D Kareler F - Oram  Olasihk Duncan Testi Sonuglari
Ozellik Kaynagi Toplami Ort. 04 O5 06 08
Surgan Gruplar ar. 13.386 4 3.346 25.455 0000 03 0 2 50 2
Sayisi Gruplar igi 3.81 29 A31 04 1 0 24
Toplam 17.199 33 oS 0 2
06 2
Sorgn Gruplar ar. 630.107 4 157.526 6.564 .0001 03 2 2 i 82
Uzunl. Gruplar igi 2879.684 120 23.997 04 0™ "ol e
Toplam 3509.792 124 05 0 0
06 0
Nod Gruplar ar. 3.475 4 .868 14.079 .0000 03 2 2 2 2
Sayisi Gruplarigi  7.899 128 061 04 0o 0 2
Toplam 11.375 132 05 0 1
06 2

* : Duncan Testi Sonuglar
0 = Istatistiksel olarak snemli farklilik belirlenememistir.
1 = Fark 0.05 yaniimayla 8nemlidir.
2 = Fark 0.01 yamImayla snemlidir.

Tablo17 incelendiginde goérulecegi gibi, 0.2 mg/l BAP ortaminda
kalture alinan eksplantlardan elde edilen bulgularin varyans analizi
sonuglarinda; surgin sayisi strgun uzunlugu ve nod sayisi gibi incelenen
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batin 6zellikler bakimindan, ortetler arasinda kuvvetli duzeyde anlamli
farkliliklar bulunmaktadir. Ortetler arasindaki farkliliklari ortaya koymayi
amaglayan Duncan testi sonuglar su sekilde siralanabilir

Sargun sayisi bakimindan, O8 kodlu geng ortetlerin tomucuklarinda
olusan surgin sayist, O3 nolu ortetin tomucuklarinda olusan strganlerin
sayisina gére 0.01 yanilmayla farkli bulunmustur. Yine ayni sekilde O8 nolu
fidanlara ait tomurcuklarda olusan sirgin sayisi, 04, 05 ve (56 nolu
ortetlerin strgun sayisina gére 0.01 yanilma ile farklidir. O5 nolu ortet ile
O3 nolu ortet arasinda da 0.01 yanilma ile farkhlik mevcuttur. O5 nolu ortet
ile 04 nolu ortetin strgun sayilari arasinda ise 0.05 yanilima ile anlamli bir
farkhhk bulunmustur. Diger ortetler arasinda istatistiksel anlamda bir
farklilk belirlenememistir.

Surgun uzunlugu bakimindan ortetler arasinda olusan farkliliklar
incelendiginde; 08 kodlu ortetlerin tomurcuklarindan olusan sirgiin boylari,
O3 nolu ortetin strgiin boylarindan 0.01 yaniima ile, O4 nolu ortetin
tomurcuklarindan olusan surgunlerin  boylarinda ise O3 nolu ortetin
tomurcuklarindan olusan surgiin boylarina gére 0.01 yanilma ile, O5 nolu
ortetin tomurcuklarindan olusan surgunlerin boylarinda ise O3 nolu ortetin
tomurcuklarindan olusan surgunlerdeki boylara gére 0.01 yaniimayla daha
fazla oldugu belirlenebilmisti. 06 nolu ortetle O3 nolu ortetin
tomurcuklarindan elde edilen surgiinler arasinda da 0.05 yanilmayla anlamh
farklilik bulunmustur. Diger ortetlerin tomurcuklarindan elde edilen surgin
boylari arasinda ise anlamh bir farkhhk yoktur.

In vitro'da farklilagmis surginlerdeki nod sayisi degerlerine
bakildiginda; ortetler arasinda anlamli  farkliliklarin bulundugu
gorulmektedir. Buna gore ortetler arasinda; 04 nolu ortetin surgunlerdeki
nod sayisinin O3 nolu ortetin nod sayisina gére 0.01 yaniima ile, O5 nolu
ortetin surgunlerdeki nod sayilarinin O3 nolu ortetin nod sayisina gére 0.01
yanilma ile, O6 nolu ortetin O3 nolu ortetin nod sayisina gére 0.01 yaniima
ile ve 08 nolu ortetlerin O3 nolu ortetin nod sayisina gére 0.01 yaniima ile
farkli oldugu belirlenmistir. O8 ile O5 nolu ortetler arasinda da 0.01
yaniimayla farkhlik mevcuttur. Dider ortetler arasinda ise, farklilasmis
surgunlerdeki nod sayisi bakimindan istatistiki olarak anlamli bir farklilik
bulunamamistir.
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Tablo 18 : WPM + 0.5 mg/l BAP Ortaminda Farkl Ortetlere Ait
Eksplantlardaki Gelisme Sonugclari

Ortet No  BAP Dozu  Bir Eksp. lgin Maks. S0r. Uz. Min Sur. Uz. Ort. Sar. Uz. Or. Nod. Say.
(mghn) Ort. Sar. Say. (mm) (mm) (mm) (Adet)
03 0.5 3.0 11.0 30 541 . 188
04 05 3.0 15.0 4.0 9.0 2.05
05 0.5 3.0 15.0 50 9.35 220
06 0.5 3.0 60 4.0 478 1.50
08 05 6.66 220 8.0 12.50 2.96

Tablo 18 ve $Sekil 28 incelendiginde gérulecegi gibi 0.5 mg/l BAP
eklenen ortamlarda, en yiksek ortalama stirgun sayisi geng ortetlerden elde
edilen (O8 nolu) tomurcuklarda olugmustur. Bunu diger ortetlerin tomurcuk
eksplantlari izlemistir. Diger ortetlerin (O3, O4, O5 ve O6) surgun sayilari
arasinda farklilik olmamistir.

Ort.Sarg.Say.(Adet)

Ortet No.

Sekil 28 : WPM + 0.5 mg/I BAP Ortamindaki Farkli Ortetlerde
Eksplantlardaki Ortalama Sdrgin Sayisi

In vitro'da elde edilen maksimum ve minimum sdrgin uzunlugu
bakimindan, ortetlere gére farkliliklar belirlenmis, en uzun surgin uzunlugu,
0.2 mg/l BAP ortaminda oldugu gibi, O8 nolu ortetlerde 6lgulmustir. Bunu
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sirastyla, O4 - O5 nolu ortetler ayni degerle ve O3 ve 06 nolu ortetler
izlemistir. Minimum strgin uzunlugu bakimindan, en uzun surgin O8 nolu
ortetlerin eksplantlarindan olugsmus, bunu sirasiyla, O5 nolu ortet, 04 - O6
nolu ortetler ayni degerle ve O3 nolu ortet izlemistir (Tablo 18, Sekil 29).

251

20

101

Sargun Uzn.(mm)

Max.Str.Uzn.

V' /' Minsiruzn.

o3 04 05 o8 o8
Ortet No.

Sekil 29 : WPM + 0.5 mg/l BAP Ortamindaki Farkh Ortetlerde,
Eksplantlardaki Maksimum ve Minimum Sdrgin Uzunlugu

Ortalama surgun uzunlugunda en iyi sonug, 0.2 mg/l BAP ortaminda
oldugu gibi 0.5 mg/l BAP ortaminda da O8 nolu ortetde bulunmus, bunu
sirasiyla 05, 04, O3 ve 06 kod nolu ortetler izlemistir (Tablo 18, S$ekil 30)

Eksplantlarin kdltire alinmasindan 10 hafta sonra belirlenen bir diger
ozellik olan ortalama nod sayilarinda da, ortetlere goére farkhliklar
goérulmustar (Tablo 18, Sekil 31). O8 kodu verilen ve geng ortetlere ait
eksplantlardan olusan surgunlerdeki nod sayilari en yuksek bulunmus, bunu
sirasiyla 05, 04, O3 ve 06 nolu ortetler izlemistir.

Ortetler arasinda surgan sayisi, surgun boyu ve nod sayilari
bakimindan, olusan farkliliklarin istatistiksel olarak kontrolini yapmak igin
varyans analizi ve Duncan testi yapilmistir. Sonuglar Tablo 19'da verilmigtir.
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Ort.Sarg.Uzn.(mm)

o3 04 o8 o8 os
Ortet No.

Sekil 30 : WPM + 0.5 mg/l BAP Ortamindaki Farkli Ortetlerde,
Eksplantlardaki Ortalama Surgun Uzunlugu

Ort.Nod Say.(Adset)

o3 04 os (o] os
Ortet No.

Sekil 31 : WPM + 0.5 mg/l BAP Ortamindaki Farkh Ortetlerde,
Eksplantlardaki Ortalama Nod Sayisi

v
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Tablo 19 : WPM + 0.5 mg/l BAP Ortaminda Degtsik Ortetlerden Kaltare Alinan Eksplantiarda, Kaitorden 10 Hafta
Sonra Elde Edilen Degerlerin Istatistiksel Denetimlerine Ait Varyans Analizi ve Duncan Testi Sonuglart

Incelenen Varyasyon Kareler S.D. Kareler F - Orani  Olasihk  Duncan Testi Sonuglari*
Ozellik Kaynag Toplami Ort 04 05 06 08
Sargun Gruplar ar. 716 4 716 8.511 .0003 o3 0 O 0 2
Sayisi Gruplar igi .084 21 04 p- g 2
Toplam 4632 25 05 0o 2
06 2
Sargin Gruplar ar. 609.988 4 1652 499 18.270 .0000 03 20 2 0 2
Uzuni. Gruplar igi 600.988 72 8.347 04 0 2 2
Toplam 1210987 76 05 2 4
06 2
Nod Gruplar ar. 2.108 4 527 9.822 .0000 03 @ 0 0. 2
Sayisi Gruplar igi 4.347 81 .053 04 0 1 2
Toplam 6.456 85 05 1 2
06 2

* . Duncan Testi Sonuglan
0 = Istatistiksel anlamda 8nemli farklilik belirlenememistir.
1 = Fark 0.05 yaniimayla dnemlidir.
2 = Fark 0.01 yaniimayla dnemlidir.

Tablo 19 incelendiginde gorulecegi gibi, 0.5 mg/l BAP ortaminda
kultire alinan eksplantlarda elde edilen degerlerin, varyans analizi
sonuglarina gére; surgun sayisi, surgin uzunlugu ve nod sayisi gibi,
incelenen butun 6zellikler bakimindan, gruplar arasinda kuvvetli dizeyde
anlamli farkhihklar bulunmaktadir. Ortetler arasindaki farklilklar ortaya
koymay amaglayan Duncan testi sonuglari su sekilde belirtilmigtir:

Tomurcuk eksplantlari Gzerinde olusan stirgin sayisi bakimindan, O8
nolu geng ortetlerdeki surgun sayisinin; O3 nolu ortetin tomurcuklarindan
olugsan surgun sayisina gore, O4 nolu ortetin tomurcularindan olugan
strgin sayisina gore, O5 nolu ortetin tomucuklarindan olugan surgin
sayisina gore ve O6 nolu ortetin tomurcuklarindan olusan surgun sayisina
gore 0.01 yanilma ile farkli oldugu belirlenmistir. Diger tim ortetler arasinda
surgun  sayisi baknrdmndan, istatistiksel duzeyde anlamh farkhlik
bulunamamistir.

Surgun uzunlugu bakimindan ortetler arasinda olusan farkhliklar
incelendiginde; O4 nolu ortet ile O3 nolu ortet arasinda, O5 nolu ortet ile O3
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nolu ortet arasinda, O6 nolu ortet ile O4 nolu ortet arasinda, O6 nolu ortet
ile O5 nolu ortet arasinda, O8 nolu ortetler ile O5 nolu ortet arasinda ve 08
nolu ortetler ile O6 nolu ortet arasinda 0.01 yanilma olasihg ile anlamli bir
farklihgin oldugu anlasiimaktadir. Bu farkhlik, O6 ve O3 nolu ortetler ile 05
ve 04 nolu ortetler arasinda ortaya gikmamistir.

Sargunlerdeki nod sayilari bakimindan da bazi ortetler arasinda
istatistiksel olarak anlaml farkhliklar ortaya ¢ikmistir. O8 nolu ortetlerdeki
eksplantlarda olugan surginlerin nod sayilari; O3 nolu ortete gére, O4 nolu
ortete gore, O5 nolu ortete gére ve 06 nolu ortete gére 0.01 yaniima
olasiligi ile farkli bulunmustur. O6 nolu ortet ile O4 nolu ortet arasinda ve
06 nolu ortet ile O4 nolu ortet arasinda ve O6 nolu ortet ile O5 nolu ortet
arasinda 0.05 yanilma ile anlamh farkliliklar belirlenebilmistir. Diger ortetler
arasinda ise, her iki yanilma duzeyinde de anlamh farkhliklar
bulunumamistir.

Tablo 20 : Kultarden 10 Hafta Sonra 0.2mg/l ve 0.5 mg/l BAP Dozlari Arasindaki Degisimlerin Istatistiksel
Denetimlerine Ait Varyans Analizi ve Duncan Testi Sonuglari

Incelenen ~ Varyasyon  Kareler S.D. Kareler F-Orami  Olasilik Duncan Testi Sonugl.
Ozellik Kaynag: Toplamt Ort. BAP (mg/)
Sargan Islemler 2113 1 2113 18.938 .0001 0.2 2.404*
Sayis! Ortetler 12.972 4 3.243 29.060 .0000 05 2.021
Etkilesim 1.857 4 464 4.161 0.055
Hata 5.580 50 A
Toplam 24331 59
Sargtn Islemler 203.476 1 203.476 11.224 .0010 0.2 10.441**
Uzunl. Ortetler 1160.173 4 290.043 15.999 .0000 05 8.211
Etkilesim 139.976 4 34.994 1.930 1070
Hata 3480.672 192 18.128
Toplam 4920935 201
Nod Iglemler 512 1 512 8.802 .0034 0.2 1.707*
Sayisi Ortetler 4972 4 1.243 21.333 . 0000 05 1.595
Etkilegim .863 4 215 3.704 . 0062
Hata 12178 209
Toplam 187484 218

**: Fark 0.01 yanilmayla snemlidir.
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0.2 mg/l BAP ve 0.5 mg/l BAP ortaminda kulture alinan farkl ortetlere
ait eksplantlarda kultirden 10 hafta sonra, strgun sayisi, sirgin uzunlugu
ve nod sayisi gibi tespit edilen 6zellikler bakimindan, BAP dozlari arasinda
farkhlik olup olmadigini belirlemek igin varyans analizi ve Duncan testi
yapiimistir. Elde edilen sonuglar Tablo 20' de verilmistir.

Tablo 20 incelendiginde, 0.2 mg/l BAP ve 0.5 mg/l BAP' i ortamlarda
kaltare alinan eksplantlardan elde edilen degerlerin varyans " analizi
sonuglarina gore; slrgun sayisi, surgin uzunlugu ve nod sayisi gibi
incelenen butun 6zellikler bakimindan, BAP dozlari ve ortetler arasinda
kuvvetli duzeyde anlaml farklihklar bulundugu gértlmektedir.

Yapilan Duncan testi sonucunda; strgun sayisi, surgun uzunlugu ve
nod sayisi bakimindan 0.2 mg/l BAP dozunun, 0.5 mg/l BAP dozuna gdére
0.01 yanilma ile daha etkili oldugu belirlenebilmistir.

WPM + 0.2 mg/l BAP ve WPM + 0.5 mg/l BAP ortaminda surgun
farklilasmasinin  goruldigu cesitli  ortetlere ait tomurcuk eksplantlar
pargalanarak, surgun g¢ogalmasinin devamini saglamak icin, daha etkili
oldugu belirlenen WPM + 0.2 mg/l BAP ortamina 4 - 6 haftada bir
aktarilarak, kulture alinmaya devam edilmistir. Bu ortamda, pargalanmig
tomurcuk eksplantlarinda sirgin gogalmasi ve uzamasi devam etmisgtir.
Pargalanan bazal dokularda sirgin g¢ogalmasi ve uzamasi ile ¢cok sayida
stirgun elde edilmistir (Sekil 32, 33 ve 34). Bu surgunler bazal dokulardan
ayrilarak, koklendirme denmelerinde kullaniimiglardir. Surgunlerin kesildigi
bazal dokular, yeni sturgunlerin olugumu ve ¢gogalmasi igin, WPM + 0.2 mg/I
BAP ortaminda kulture alinmaya devam edilmistir.

Yapilan gozlemlerde; sargun gogalmasi gergeklesen ve pargalanarak,
0.2 mg/l BAP' in eklendigi WPM ortaminda kultire alinan eksplantlarda,
kulturden 6 hafta sonra, bazi eksplantlarda hem surgin ¢gogalmasi ve hem
de kéklenmenin oldugu goéralmustar (Sekil 35 ve 36).

Kéklenme goralen eksplantlarda surgunler, kokle birlikte bazal dokudan
ayrilarak topraga sasirtilmiglardir. Bazal dokular surgin olusumu ve
cogalmasini saglamak igin tekrar kultare alinmaya devam edilmistir.
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Sekil 32 : 04 Nolu Ortetin Pargalanmig Tomurcuk Eksplantlarinda WPM +
0.2 mg/l BAP Ortaminda Surgin Cogalmasi

Sekil 33 : 05 nolu Ortetin Pargalanmig Tomurcuk Eksplantlarinda WPM +
0.2 mg/l BAP Ortaminda Surgin Gogalmasi
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Sekil 34 : O8 Nolu Ortetlerin Pargalanmig Tomurcuk Eksplantlarinda, WPM
+ 0.2 mg/l BAP Ortaminda Sargin Gogalmasi

Sekil 35 :08 Nolu Ortetlere Ait Eksplantda WPM + 0.2 mg/l BAP Ortaminda
Surgun ve Kok Farklilagmasinin Birlikte Gértulmesi
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Sekil 36 : O5 Nolu Ortetde WPM + 0.2 mg/l BAP Ortaminda Surgin ve Kok
Farklilagmasinin Birlikte Géralmesi

3.1.7. IBA + NAA Doz ve Kombinasyonlarinin Mikrogeliklerin
Kéklenmesi Uzerine Etkileri

IBA ve NAA'nin mikrogeliklerin kéklenmesi Uzerine etkisini belirlemek
icin, degisik ortetlerden (01, 02, 03, 04, 05, 06 ve 08) elde edilen
mikrogelikler, 1/2 ve 1/4 WPM ortamlarina; IBA (0.2, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l) ve
NAA (0.1 mg/l)'nin doz ve kombinasyonlari eklenerek kultire alinmislardir.
Kulture alinan mikrogeliklerdeki kéklenme durumu 4 hafta sdreyle izlenmis
ve elde edilen sonuglar Tablo 21'de verilmigtir.

1/2 WPM ortamlarinda kéklenmeye alinan mikrogeliklerde, kaltirden 10
gun sonra yapilan g6zlemlerde, surgunlerin bazal kisimlarinda sismeler ve
beyaz renkli kallus olusumlar gérilmuas, kultiden 4 hafta sonra yapilan
gézlemlerde kéklenmenin hig bir mikrogelikde gegeklesmedigi gézlenmistir
(Sekil 37).

1/4 WPM ortamlarinda kulture alinan mikrogeliklerde, kultur
baglangicini takiben 10. gunden itibaren bazal kisimlarda sisme, beyaz
renkli kallus olusumu ve kallus olusan bélgelerde yildiz seklinde kok
farklilagmalari gézlenmistir. Mikrogeliklerin kéklendirmeye alinmasindan 1
ay sonra (Sekil 38), mikrogelikler Gzerinde olugsan bu kéklerin sayisinin 2 - 5
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arasinda, kék uzunlugunun da 3 - 5 mm arasinda degistigi belirlenmistir.
Buna gore IBA ve NAA doz ve kombinasyonlarinda kéklenmenin géraldaga
mikrogelik sayisi ve orani Tablo 21' de verilmis ve $ekil 39'da gosterilmistir.

Tablo 21 : Surgunlerin Kéklendirilmesinde Denenen Ortamlar ve Kéklenme

Durumlari

Ortam Adi Hormon Dozu Kaltare Al Mikrogellk Say Kokl Strgn Say. Ktklenme Orani

IBA NAA ( Adet ) ( Adet) (%)
(mg/)

12WPM 02 0.1 20 - -

12WPM 05 0.1 20 - -

1/2WPM 1.0 01 22 - =

12WPM 20 0.1 22 - -

1/4WPM 0.2 0.1 22 8 36.66

1/4WPM 05 01 21 it 71.42

1/4WPM 1.0 0.1 24 14 72.33

1/4WPM 20 0.1 20 15 75.00

Sekil 37 :1/2 WPM + 2.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l NAA Ortaminda
Mikrogeliklerin Kultarden 1 Ay Sonraki Kéklenme Durumu
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Sekil 38 :1/4 WPM + 2.0 mg/l IBA + 0.1 mg/l NAA Ortaminda Mikrogeliklerin
Kaltarden 1 Ay Sonraki Kéklenme Durumu

80

40

Kakl.Orani (%)

2.0/0.1

1.0/0.1
IBA/NAA (mg/l)

0.2/0. 0.5/0.1

Sekil 39 : Farkli IBA + NAA Kombinasyonlarinin Mikrogeliklerin Kéklenme
Oranina Etkileri
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Tablo 21 ve Sekil 39 incelendiginde goérulecegi gibi, mikrogeliklerin
koklenmesi WPM ortaminin ve IBA + NAA kombinasyonlarinin dozuna goére
degisiklik gostermisti. IBA ve NAA'nin ayni doz ve kombinasyonlari
kullanilmasina karsin, 1/2 WPM ortamlarinda kék farklilagmasi
gorulmezken, daha zayif olan 1/4 WPM ortami kullanildiginda, kéklenme
gerceklesmis ve kéklenme orani IBA + NAA kombinasyonlarina gére farklilik
gostermistir. NAA, 0.1 mg/l'da sabit eklenerek, IBA dozlar 0.2 mg/l'dan 2.0
mg/l'a artirlldiinda, kéklenme oraninda artiglar olmustur. Kéklenme orani,
% 36.66 ile en dusuk oranda 0.2 mg/l IBA + 0.1 mg/l NAA ortaminda
gorilmis, diger kombinasyonlarda ise kéklenme oranlari (% 71.42, % 72.33
ve % 75.00) genel olarak birbirlerine yakin seviyelerde olmustur.

Koklenmenin goéralduga  surganler, kulture alindiktan 1 ay sonra
kéklenme ortamina alinip, agar artiklari temizlenerek, toprak karigimina
sasirtilmislardir.

3.1.8. Mikrogeliklerin Direk Olarak Toprakh Ortamda
Koklendirilmesi

in vitro' da elde edilen mikrogeliklerin in vitro diginda koklenmesini
saglamak igin, 4 : 1 : 1 oraninda yaprak ¢traga : kum : perlit' den olugan bir
toprak karigimi kullaniimistir. Bu toprakli karigim 30 x 30 x 10 cm ebadinda
hazirlanmig ahsap kasalara yerlestirilmistir.

Surgunler, toprak karisimina alinmadan 6nce, asagida belirtilen
islemlere  tabi  tutulmustur:

1. % 0.1ik IBA solusyonunda 2 dakika bekletildikten sonra
sasirtilmislardir.

2. % 0.3luk IBA solusyonunda 2 dakika bekletildikten sonra
sasirtiimiglardir.

3. Surgunler hig bir igleme tabi tutulmaksizin sasirtiimiglardir.

Kasalar igindeki toprak karisgimina sasirtilan (Sekil 40) bu
mikrogeliklerin tzerleri kasalarla ayni boyutlu seffaf kapaklarla kapatiimistir.

Mikrogeliklerin Gzerinde yapilan gézlemlerde; yukarida belirtilen her Gg
islemde de surginlerde 8. ginden itibaren koklenmelerin basladigi
(Sekil 41) ve mikrogeliklerin topraga sasirtiimasindan 15 gun sonra
tamamen koéklenmis oldugu (Sekil 42, 43), bir baska ifadeyle % 100
koéklenme ve yasama basarisina ulasidigr géralmastuar.
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Sekil 40 : Kasalara Sasirtilmis Mikrogeliklerin $agirtmadan Hemen Sonraki
Gorunusleri

Sekil 41 : Mikrogeliklerin Sasirtiimasindan 8 Gun Sonra Kéklenme Durumu

v
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Sekil 42 : Mikrogeliklerin Toprakli Ortama Sasirtiimasindan 15 Gun Sonra
Koéklenme Durumu

Sekil 43 : Kasalara $asirtilmig Mikrogeliklerde 15 Gun Sonra Yagama ve
Gelisme Durumu
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3.1.9. Koklendirilen Mikrogeliklerin Sera Kosullarina Uyum
Caligmasi

Kasa igerisinde koéklenmis bitkicikler, surgunlerin sasirtilmasindan 15
gun sonra sera kosullarina alinmiglardir. Sera kosullarinda da kasalar
icerisinde 15 yuin sureyle bekletilen kéklenmis mikrogelikler 2 : 1 oraninda
toprak : perlit karigimh hargla dolu tepsi saksilara (Sekil 44) ya da ayni
karigsimi iceren polietilen tuplere sasirtilmiglardir (Sekil 45). Bundan bagka
seraya alinan kasa icerisindeki kéklenmis mikrogelikler, bu kasalarda 1 ay
bekletildikten sonra ($ekil 46), tuplere sasirtiimiglardir. Kasalar igerisindeki
koklenmis mikrogeliklerin seraya alinmasindan 2 ay sonra, tupla fidanlar
sera digina nakledilmiglerdir. Bu gsekilde farkli ortetlere ait cok sayida fidan
elde edilmistir. Sera disinda bir kis dénemi geciren tuplu fidanlar vejetasyon
doéneminin baslamasi ile birlikte buyime faaliyetine baslamiglardir
(Sekil 47).

Sekil 44 :Kasalarda Kéklenmesi Gergeklesmis Olan Fideciklerin Mikrogelik
Olarak Tepsi Saksilara $agirtilmasindan 1.5 Ay Sonraki Gérinugu

v
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Sekil 45 : Tuplere $asirtilmis Fideciklerin Koéklendirme Asamasindan 1.5 Ay
Sonraki Geligme Durumu

Sekil 46 : Kasaya Sasirtiimis Mikrogeliklerin Kéklenmesi ile Birlikte
Baglangigtan 1.5 Ay Sonraki Gelisme Durumu
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Sekil 47 : Titrek Kavakta Doku Kultara lle Uretilen 1 Yasindaki Fidanlarin
Gorunugu

Titrek kavakta eksplantlarin kaltire alinmasindan itibaren, fidecik elde
edilmesine kadar gegen evreleri gosteren akis semasi Sekil 48'de
verilmistir.
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3.2. Kafkas Ihlamuru lle ilgili Bulgular

Universite Kampusu igerisindeki kafkas thlamuru agaglarindan serbest
tozlagsma uranu tohumlar, renkleri yesilden kahverengine dénasmeden, bir
baska deyisle tam olgulagmadan, 25 - 30 Agustos 1992, 4 - 6 Agustos 1993
ve 25 - 30 Agustos 1993 tarihleri arasinda toplanmigtir. Toplanan tohumlar,
denemeler sonuglandiriluncaya kadar + 4°C' de saklanmistir.

Tohumlarin kabuklari soyularak embriyolar gikariimistir. Endosperm-
lerin gerekli sterilizasyon iglemlerine tabi tutulmasindan sonra, embriyolar
izole edilerek, embriyolarin kotiledonlari ortama temas edecek sekilde kaltar
tiplerine yerlestirilmiglerdir.

3.2.1. Sakkaroz Dozlarimin Embriyo Geligimine Etkisi
Kaltir ortamlarindaki embriyolarin  gelismesi Uzerine sakkarozun

etkisini belirlemek amaciyla, 4 farkh sakkaroz dozu (10, 20, 30 ve 40 g/l)
ortamlara eklenmistir.

Sekil 49 : izole Edilmig Kafkas Ihlamuru Embriyolarinin Gérunust
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25 - 30 Adustos 1992 tarihleri arasinda toplanan tohumlarin izole
edilen embriyolari (Sekil 49), kilture alindiklarindan itibaren 30 gun sureyle
go6zlenmistir. 4 farkli sakkaroz dozunda da embriyolar kiltire alindiktan 7 -
8 gun sonra, kotiledonlar yesillenmeye, radikulalar uzamaya baglamistir.
Embriyolarin geliserek ana kék ousturmasindan sonra; 20, 30 ve 40 g/l
sakkaroz ilave edilen kultir ortamlarinda, ana kokten kilcal yan kokler
olusmustur. Sakkarozun 10 g/l yogunlukta eklendigi kultur ortamlarindaki
kok gelisimleri zayif olmus, ana kék geligiminden sonra, kilcal yan kokler
olugsmamistir. Embriyolarin kiltire alinmasindan 30 gin sonra, tum
sakkaroz dozlarinda epikotil uzunluklari ve kok uzunluklar &lgulerek
ortalama epikotil ve ortalama kok uzunluklar belirlenmistir. Ortalama
degerler Tablo 22'de verilmis ve $ekil 50 ve 51'de gosterilmistir.

Tablo 22 : MS ve WPM Ortamlarinda Embriyolarin Farkli Sakkaroz
Dozlarindaki Geligme Durumlarlar

Sakkaroz Ort. Epik. Uz. (mm) Ort. Kék Uz (mm)
Dozlar (g/l) (MS)  (WPM) (MS) (WPM)
10 1.44 1.88 3.85 3.58
20 370 517 477 595
30 6.82 5.40 9.50 9.37
40 375 3.80 930 9.08

Tablo 22, Sekil 50 ve 51 incelendiginde gérulecedi gibi, sakkaroz
dozlarinin 10 g/'dan 30 g/l'a kadar artinlmasi hem MS ve hem de WPM
ortamlarinda epikotil uzunlugunu artirmistir. Sakkaroz dozunun 40 g/l'a
cikarilmasi, epikotil uzunlugunda duguse neden olmustur. Her iki ortamda
da en yiiksek ortalama epikotil ve ortalama kék uzunlugu 30 g/l sakkarozun
eklendigi ortamlarda gergeklegmisgtir.

Sakkaroz dozlari arasinda  epikotil uzunlugu ve kok uzunlugu
bakimindan gerek MS ve gerekse WPM ortamlarinda olugan farkhhiklarin
istatistiksel kontrolunii yapmak igin varyans analizi ve Duncan testi
yapilmistir. Sonuglar Tablo 23'de verilmistir.



81

Ort.Epk.Uzn.(mm)

10 20 30 40
Sakk.Dozlarl (g/1)

Sekil 50 :MS ve WPM Ortamlarinda Embriyolarin Farkli Sakkaroz
Dozlarindaki Epikotil Uzunluklari (Kultire Alindiktan 30 Gan Sonra)

Ort.Kékl.Uzn.(mm)

10 20 30 40
Sakk.Dozlarl (g/1)

Sekil 51 : MS ve WPM Ortamlarinda Embriyolarin Farkli Sakkaroz
Dozlarindaki Kék Uzunluklari (Kaltare Alindiktan 30 Gun Sonra)
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Tablo 23 : Farkli Sakkaroz Dozlarinda Kaltare Alinan Fmbriyolarda, Kaltdrden 30 Gun Sonra Elde Edilen Degerlerin
Istatistiksel Denetimlerine Alt Varyans Anallzi ve Duncan Testi Sonuglar

Incelenen  Varyasyon  Kareler S.D. Kareler F - Orani Olasilik Duncan Testi Sonugl.*
Ozellik Kaynag Toplami Ort nom w
Epikoti Islemler 550 1 .550 .230 8377 W2 2 2
Uzunl. Dozlar 248.387 3 82 795 34.609 .0000 n Y2 i
Etkilegim 25228 3 8.409 3.515 .0180 n 1
Hata 234.444 98 2392
Toplam 526.415 105
Kok Islemler 2.430 1 2.430 .359 5573 I 27 2 2
Uzunl. Dozlar 360.465 3 120.155 17.749 0000 1] 2 2
Etkilesim 1.516 3 5053 .075 9734 m 0
Hata 480.653 98 6.769
Toplam 847.406 105
* : Duncan Testi Sonuglar I = 10 g/l sakkaroz
0 = [statistiksel olarak dnemli farklilik belirlenememistir. Il = 20 g/l sakkaroz
1 = Fark 0.05 yanilmayla snemlidir. 11l = 30 g/l sakkaroz
2 = Fark 0.01 yaniimayla 8nemlidir. IV = 40g/l sakkaroz

Tablo 23 incelendiginde gérilecedi gibi farkh sakkaroz dozlarinda
kultire alinan embriyolardan elde edilen degerlerin varyans analizi
sonuglarina goére, ortamlar (MS ve WPM) bazinda anlamh farkhlik
bulunamamigtir. Sakkaroz dozlarina gére ise, kuvvetli dizeyde anlamh
farkhliklar bulunmaktadir. Sakkaroz dozlari arasindaki farkliliklari ortaya
koymay! amaglayan Duncan testi sonuglar asagidaki sekilde 6zetlenmigtir :

Epikotil uzunlugu bakimindan 20 g/l sakkaroz dozu 10 g/l sakkaroz
dozuna goére 0.01 yaniima ile farkli bulunmustur. Yine 30 g/l sakkaroz
dozunun, 10 g/l sakkaroz dozuna gére ve 40 g/l sakkaroz dozunun, 10 g/l
sakkaroz dozuna goére 0.01 yaniima ile farkli oldugu belirlenmistir. 30 g/l
sakkaroz dozunda olugan epikotil uzunlugunun, 20 g/l sakkaroz dozuna
kiyasla 0.01 yanilma ile daha fazla oldugu, 30 g/l sakkaroz dozunda olusan
epikotil uzunlugunun ise 40 g/l sakkaroz eklenen ortamda olugsan epikotil
uzunluguna gére 0.05 yanilma ile farkhilik gésterdigi bulunabilmistir. 40 g/l
sakkaroz dozu ile 20 gfl sakkaroz dozunda istatistiki anlamda bir farklilik
belirlenememistir.

Kok uzunlugu bakimindan, 20 g/l sakkaroz dozu ile 10 g/l sakkaroz
dozu arasinda, 30 g/l sakkaroz dozu ile 10 g/l sakkaroz dozu arasinda ve
40 g/l sakkaroz dozu ile 10 g/l sakkaroz dozu arasinda 0.01 yaniima ile 20,
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30 ve 40 g/l sakkaroz dozlari lehine farkhliklar tespit edilmistir. 30 g/l
sakkaroz dozunun, 20 g/l sakkaroz dozuna gére ve 20 g/l sakkaroz
dozunun, 40 g/l sakkaroz dozuna gére 0.01 yaniima ile farkhi oldugu
belirlenmistir. 40 g/l sakkaroz dozu ile 30 g/l sakkaroz dozlari arasinda ise
anlamli farkhlik bulunamamigtir.

3.2.2. BAP ve IBA Dozlarinin Embriyo Geligimine Etkisi

Bitki beslenme ortamlarina, BAP ve IBA ayri ayri 0.1 mg/l ve 0.2 mg/|
dozlarinda eklenerek 25 - 30 AJustos 1992 tarihinde toplanan tohumlarin
embriyolari kalture alinmiglardir. Bu ortamlara sakkaroz 30 g/l olarak
eklenmistir.

Embriyolarin BAP ilave edilerek kultire alindigi  ortamlarda
kotiledonlarda ilk haftadan itibaren yesillenme olmaksizin renk degisikligi
olmus ve sararmalar gérulmustior. Radikulalarda uzama olmamistir.
Kotiledonlar, embriyolarin kiltire alinmasindan 30 gin sonra kahverengine
dénusmaus, gelisme olmamis ve embriyolar 6lmustar (Sekil 52).

Sekil 52 : Embriyolarin Kiltire Alinmasindan 30 Giin Sonra MS ve WPM
Ortamlarinda Embriyo Geligimi (Soldakiler 0.2 mg/I BAP' Ii,
Ortadakiler 0.2 mg/I IBA'li, Sagdakiler Ise 30 g/l Sakkarozlu
Ortamdaki Gelismeyi Gostermektedir.)
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Embriyolarin, IBA ilave edilerek kultire alindi§i ortamlarda ise,
kalturden 10 gun sonra kotiledonlar buyumeye ve yesillenmeye baglamig,
bazi  hipokotillerde uzama olmasina kargsin ana kok geligimi
gerceklesmemigstir. Kaltarden 30 gun sonra IBA igeren ortamlarda kulture
alinan embriyolarin hig birinde farklilasmanin gergeklesmedigi gézlenmistir.
Embriyo kotiledonlari sarimsi yesil renge dontsmustar (Sekil 52).

3.2.3. Tohumlarin Farkh Toplama Zamanlarinin 30 g/l Sakkaroz
Ortaminda Embriyo Geligimine Etkisi

Tohumlar, 4 - 6 Agdustos 1993 ve 25 - 30 AgJustos 1993 tarihleri
arasinda toplanarak deneysel c¢alismalarda kulaniimak Uzere +4°C'de
saklanmiglardir. 4 - 6 Agustos tarihleri arasinda toplanan tohumlar agilarak
yapilan gozlemlerde, endospermin tamamiyle sertlesmedigi ve endospermin
iginin sivimsi beyaz oldugu, embriyonun ve kotiledonlarinin endosperm
tarafindan sarilmadigi ve kotiledonlarinin kiguk oldugu géralmastar. 25 - 30
Agustos tarihleri arasinda toplanan tohumlarin ise, sakkaroz BAP ve IBA
denemelerinde kullanilan  ve ayni zaman dilimi igerisinde toplanan
tohumlarda oldugu gibi, endospermlerin kati ve gevrek beyaz bir yapi
kazandigi ve kotiledonlarinin endosperm tarafindan sariimis oldudu
gorulmustar.

Tohumlarin  kabuklari  soyularak  endospermler  gikariimigtir.
Endospermler gerekli sterilizasyon islemlerine tabi tutulduktan sonra,
embriyolar izole edilerek embriyolarin radikulalari ortama temas edecek
sekilde kultar taplerine yerlestirilimiglerdir.

4 - 6 Agustos1993 tarihleri arasinda toplanan tohumlarin embriyo-
larinda, kdltare alindiktan 7 - 8 gun sonra kotiledonlar yesillenmeye ve
buyumeye baglamistir. Kulturden 2. ve 3. haftalarda yapilan gézlemlerde,
kotiledonlarin tamamiyie yesillendigi ve buyuadugu, hipokotillerin gok az
oranda uzama yapti§i ve epikotil farkhlagmasinin olmadi§i géralmustir.
Kiltarden 30 gun sonra hem MS ve hem de WPM ortamlarinda
kotiledonlarin ~ tamamiyle  yesillendigi, buyududa, ancak epikotil
farkhlagmasinin gergeklesmedigi gézlenmistir (Sekil 53).

25 - 30 Agdustos 1993 tarihleri arasinda toplanan tohumlarin
embriyolarinda kulture alindiktan 7 - 8 gun sonra kotiledonlar yesillenmeye,
hipokotiller uzamaya baglamistir. Embriyolarin geliserek ana koék
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olusturmasindan sonra, ana kokten kilcal yan kokler olugsmustur.
Embriyolarin kultire alinmasindan 30 gun sonra, hem MS ve hem de WPM
ortamlarinda epikotil ve kok farklilagmasi gergeklesmistir (Sekil 54).

Sekil 53 : 3 - 5 Agustos 1993 tarihleri Arasinda Toplanan Tohum
Embriyolarinin Kiltirden 30 Gun Sonra MS ve WPM Ortamlarindaki
Geligme Durumu

3.2.4. Bitkiciklerin Sera Kogullarina Uyum Galigmasi

Embriyolarin kiltire alinmasindan 30 gun sonra epikotil ve kok
farklilagmasinin gergeklestigi sakkarozlu ortamlardaki kafkas ihlamuru
fidecikleri kaltar taplerinden gikartilarak kok kesimi yapildiktan sonra, 1 : 1
oraninda turba : kum karigimi igeren saksilara sasirtiimislardir. Uzerleri
seffaf kaplarla kapatilarak 18 - 20°C sicaklik ve % 80 - 90 rutubet igeren
ortamda 15 gun sureyle bekletildikten sonra (Sekil 55) uzerlerindeki seffaf
kaplar uzaklastirilarak, sera kosullarina alinmiglardir ($ekil 56). Fidecikler 1
ay sureyle sera kosullarinda bekletildikten sonra sera digina alinmiglardir.
Sera diginda bir kis dénemi gegiren tuplu fidanlar vejetasyon déneminin
baslamasi ile birlikte, buyume faaliyetlerine devam etmislerdir
(Sekil 57).
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Sekil 54 : 25 - 30 Agustos 1993 Tarihleri Arasinda Toplanan Tohum
Embriyolarinin Kulturden 30 Gun Sonra MS ve WPM Ortamlarindaki
Geligme Durumu

Sekil 55 : Sagirtilmis ve Uzerleri Seffaf Kaplarla Ortilmus Kafkas Ihlamuru
Fidecikleri
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Sekil 56 : Saksiya Sasirtilmis Kafkas |hlamuru Fideciginin Sagirtmadan iki
Hafta Sonraki Gérunusu

Sekil 57 : Kafkas lhlamurunda 1 Yasindaki Fidanlarin Géranusi
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Kafkas thlamurunda embriyolarin kalture alinmasindan, fidecik elde
edilmesine kadar gegen evreleri gdsteren akis gemasi Sekil 58' de

verilmigtir.
(:::)-—-ﬂlll-iggggb 1 HAFTA SONRA

Endosperm Embriyo
izolasyonu

2-3 HAFTA

W:—LU{M SONRA

BASLANGICTAN
4 HAFTA
SONRA

TOPRAGA
SASTRTMA

Budamast

Sekil 58 : Kafkas lhlamurunda Embriyo Kiitiirg lle Uretim Seklin Gésterir
Akis Semas:



4. IRDELEME VE DEGERLENDIRME

Bu caligsma kapsamina giren titrek kavakta; farkli sakkaroz, BAP, BAP +
A  kinetin ve kinetin + IBA doz ve kombinasyonlarinin ve buniarin
lendigi MS ve WPM adh iki farkli temel besin ortaminm, in vitro
sullarda strgun olusumu ve gelisimi Gzerindeki etkileri ve bu denemelerin
nucunda iyi gelisme gdsteren ortamlarda, farkli ortetlere ait tomucuk
splantlarinin strgn olusturma durumlar ve tim denemeler boyunca elde
ilen strgunierin, kéklendirilmesi yollar arastinimistir. Kafkas ithlamurunda
:; de@isik zamanlarda toplanan tohumlara ait embriyolarin, in vitro
sullarda farkli sakkaroz, BAP ve IBA dozlarindaki, gelisimi ve fidecik
isumundaki etkileri arastinimistir. Elde edilen bulgulara ait tartismalar
agida verilmistir.

4.1.Titrek Kavakla llgili Bulgularin Irdelenmesi ve Degerlendirilmesi

Elde edilen bulgulara gére farkh sakkaroz dozlarinin, kultire alinan
nurcuk eksplantiarinda, strgin godalmasi bakimindan tek basina etkili
nadi§ gérulmustur. Hem MS ve hem de WPM ortamiarinda birer strgin
smus, buniar daha sonra sararmig ve 6imustar. Ancak geligmeler, 20 ve
g/l sakkarozun eklendigi ortamlarda daha iyi dizeyde gergekiegmistir.
uglas (63) Populus trichocarpa x Populus tacamahaca hibridi, Sharma ve
orpe (110) Morus alba L.'da yaptiklari benzer .aligmalarinda sdrgan
sumunu sadlamak bakimindan tek bagina yeterli oimamakla birlikte en iyi
kkaroz dozunun, 30 g/l oldugunu belirterek, bu dozlardaki artiglarin ya da
susglerin sargin olugsumunu azalttigim vurgulamaktadiriar.

Bizim ¢aligmamamizda, BAP ve BAP + IBA doz ve kombinasyoniarinin
lendigi MS ve WPM ortamiarinda en iyi geligmeler, WPM ortamiarinda
ralmastar. Sargun farkhlagmast ve ¢gogalmasi yalnizca, WPM ortamina
kh dozlarda (0.2 - 2.0 mg/l) BAP eklendiginde gergeklesmistir. BAP + |IBA
likte eklenerek test edildigi ortamlarda, sUrgin olugsumu ve gelisimine
nelik bir gelisme olmamig, IBA'nin tek bagina ve BAP dozlan ile birlikte

mg/l olarak eklenmesiyle, tomurcuk eksplantlarinda surgin olugumu
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gerceklesmemistir. BAP eklenen ortamlarda kuitare alinan tomucuklarda, 3
hafta sonra surgun farklilagmasi géralmustir.BAP dozlarinin 0.2 mg/lI'dan
2.0 mg/' a kadar artiriimasina bagh olarak, eksplantlarda olusan surgin
sayisl, strgun uzuniugu ve sirgunlerdeki nod sayisinda azalma olmustur.
Tablo 14 ve 15 incelendidinde gérulecegdi gibi, sGrgun sayisi, uzuniugu ve
surgunlerdeki nod sayisi bakimindan en iyi sonugiar, 0.2 mg/l BAP ekienen
ortamda belirlenmigtir. Bunu sirasiyla 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l BAP dozlari
izlemis ve bu sonuglarin istatistiki dizeyde de anlamh oldugu ortaya
konmustur. Bu nedenle strgun olugumu goérulen tomurcuk eksplantiarinin,
daha sonraki gogaltma agsamasinda 0.2 mg/l BAP dozu kullaniimig ve kaltar
baglangicindan 10 hafta sonra, ¢odaltma asamasi igin eksplantlar, WPM +
0.2 mg/l BAP dozunda kuitire alinmaya devam edilmigtir. BAP ve IBA'nin
birlikte eklendigi MS oramlarinda ise surgin olusumu ve geligimine yonelik
bir gelisme olmamigtir. BAP'lI ortamlarda kdltire alinan eksplantlarda
baglangigta gelisme olmasina kargin, daha sonra eksplantlarda sararmalar
ve kahverengilegsmeler goéralmustir. BAP + [IBAh ortamlarda ise
eksplantlarda  herhangi bir gelisme  olmaksizin, yapraklarda
kahverengilegsmeler olmustur. Bu arastirmada, WPM ortamindaki BAP ve
BAP + IBA dozlarinin sirgun olusumu ve gelisimine olan etkilerine
bakildiginda, BAP'In tek bagina eklendiginde etkili oldugu anlasiimaktadir.
Elde edilen bu sonuglar literatur bilgileriyle kargilagtinlacak olursa, BAP
dozunun etkisinin bitki turlerine gére degismekte oldugu, bazi turlerde ise
BAP'In IBA ya da NAA'nin 0.1 mg/l ya da daha duguk dozlanyla birlikte test
edildiginde yine sirgin olugumunun gergeklesebildigi gérulecektir. Nitekim,
Bagnaresi ve Minotta (58) tarafindan Populus alba L., Populus tremula L. ve
Populus canescens (Aiton) Sm. gibi Gg farkl kavak tirunde, ortama 0.2 mg/l
BAP'In eklenmesiyle, sirgin g¢ogalmasinda en iyi sonucun elde edildigi
belirtiimektedir. Yine Ahuja (59) tararindan, Populus tremula L. ve Populus
tremuloides Michx.'de yapilan benzer ¢aligmada, tomurcuk meristemleri, ilk
6nce 0.4 - 0.5 mg/l BAP ve bunu izleyen agamada 0.0.2 mg/l NAA'h ortamda
kalture alinarak surgin gogdalmasi saglanirken, daha sonraki galismasinda
(60), bu iki agamali sistem kaldirilarak, BAP ve NAA ayni dozlarda birlikte
eklenerek, sdrgin c¢ogalmasi saglanmigstir.  Whitehead ve Giles (61)
tarafindan Populus spp. turlerinde yaptlan ayni nitelikli bagka bir ¢aligmada,
0.2 mg/l BAP eklenen ortamda tomurcuk dormansisinin 4 haftada
kirildigindan bahisle, stirgan gogalmasinin saglanmasi i¢in 0.1 mg/i BAP ve
0.02 mg/l NAA'nin birlikte gerekli oldugu belirtiimektedir. Xu (64) ise
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Populus davidiana Dode.'da 0.5 mg/l BAP ve 0.02 mg/l ya da 0.05 mg/l NAA'
li ortamda surgin farkhilagmasinin gergeklestigini bildirmektedirler. Yine
Youn ve ark. (73) Tilia sordata Mill.'da strgun ¢ogalmasinin 0.2 mg/| BAP'l
ortamda, Biondi ve ark. (88) Castanea sativa Mill.'da slrgun
farklilagmasinin 0.5 mg/l BAP'li ortamda, Cornu ve Chaix (113) Prunus
avium L.'da iyi bir sargin olusumunun 1.0 mg/l BAP ve 0.1 mg/l IBA'h
ortamda saglandiini ortaya koymuslardir. Bu durumda tarafimizdan elde
edilen aragstirma sonuglarina gére, titrek kavakta, IBA'nin 0.1 mg/l dozunda,
stirgin olusumunda engelleyici bir etki yaptigi ve BAP'In tek basina
eklendiginde, 6zellikle de 0.2 mg/l BAP dozunun sirgin gogalmasinda daha
etkili oldugu sdéylenebilir.

Yukarida agiklanan bulgulara bakildiginda; temel besin ortami
acisindan WPM ortaminin, sturgun olugsumu ve gelisimi bakimindan MS
ortamina gére daha etkili oldudu, MS ortaminin bu etkiyi gbstermedigi
anlagiimaktadir. Nitekim, bazi aragtirmalarda farkl temel besin ortamlarinin,
ayni bitki blyume duzenleyicisinin eklenmesi durumunda benzer etkiyi
gostermedi@i, ortaya konmustur. Buna goére; Sellmer ve ark. (66) 5 farkl
kavak klonunda, Chalupa (71) Quercus robur L. ve Tilia cordata Mill." da,
San - Jose ve ark. (81) Quercus petraea (Matt.) liebl.'da ve lde ve
Yamamoto (102) Betula maximowicziana Regel.'da farkli temel besin
ortamiarinin strgin olusumundaki etkilerini de arastirdiklan g¢aligmatarinda,
her temel besin ortaminin, sirgin olugsumu ve gelisiminde ayni etkiyi
gosteremedi@i, hatta bazilarinin o bitki tara igin hig etkili olmadigindan
stzetmektedirler.

Mevcut galigmamizda, kinetin ve kinetin + IBA doz ve kombinasyon-
farinin eklendigi MS ve WPM ortamlarinda; tomurcuk eksplantiarinin kitare
alinmasindan itibaren 10. haftaya kadar, sirgin olugsumuna yénelik bir
gelisme géralmemisti. WPM ortamlarinda, eksplantlarin gen¢ yaprak
taslaklarinda baglangigta yesillenme olmasina karsin, daha sonra bu
yapraklarda kahverengilesme olmustur. Bu denemelerden elde edilen
bulgulardan, kinetinin titrek kavakta strgin olusumunda etkili bir sitokinin
olmadi§i sonucuna varilabilmektedir. Bu durum sirgin olusumu
bakimindan, BAP'In etkili oldugu ancak, kinetinin ise gerekli etkiyi
yapmadigini ortaya koymaktadir. kinetinin strgin olugsumu Gzerindeki
etkisini ortaya koymay| amaglayan gesitli aragtirmalarda da benzer sonuglar
elde edilmig ve kinetinin sirgin olusumunda etkili bir sitokinin olmadigi
belirlenmigtir. Chalupa (71) Quercus robur L. ve Tilia cordata Mill.'da yapti§i
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caligmada, kinetinin strgin olusumunda etkili oimadigndan bahsetmektedir.
Barghicht (94) Alnus cordata (Loisel.) Loisel.'de yine kinetinin sargun
olugsumunda etkili olmadigini belirtmektedir. Ohyama ve Oka (109) Morus
spp.'larda tomurcuklarin geligmesinde Kinetinin etkili olmadigini ve ayni
sekilde Trindade ve ark. (121) da, Eucalyptus globulus Labill.'da, kinetinin
strgun gelisiminde etkli bir sitokinin olmadigini belirlemislerdir.

Farkl ortetlere ait tomurcuk eksplantlarinin in vitroda WPM + 0.2 mg/I
BAP ve WPM + 0.5 mg/l BAP ortamindaki gelisme tepkilerini belirlemek igin
yapilan denemeler sonucunda elde ettigimiz bulgular, eksplantlarin alindig
bireye bagh olarak, olusan sirgin sayisi, sirgiin uzunlugu ve nod sayisi
bakimindan farkliliklarin oldugunu (Tablo 16 ve 18) g6stermistir. Strgin
farklilagma sdrelerinde de ortetlere gére farkliliklar saptanmigtir. Dozlar
bazinda ise (0.2 ve 0.5 mg/l BAP) ilk deneme sonuglarindan elde edilen
bulgularia benzer sonuglar alinmistir. Yani 0.2 mg/l BAP dozunun, 0.5 mg/l
BAP dozuna gore (Tablo 20), istatistiksel duzeyde daha etkili oldugu ortaya
konmustur. Tablo 1'de verilen O7 nolu ortetin explantlarinda ise surgin
farklilagmasi, ¢ok zayif dizeyde olmus, strgun geligimi gérilmemistir. Tablo
17 ve 19 incelendiginde eksplantlarin alindi§i ortetlere bagh olarak; strgin
sayisl, strgin uzunlugu ve nod sayisi bakimindan istatistiksel olarak
anlamh farkhliklarin oldugu goéralebilecektir. Sirgin farklilagmasinin
géraldugu tam eksplantlar koltdr baslangicindan 10 hafta sonra, daha
sonraki surgin ¢ogaltilmasini saglamak igin, WPM + 0.2 mg/l BAP
ortaminda kultire alinmaya devam edilmigtir. Bu konu ile ilgili olarak yapilan
benzer galismalarda da ortete bagli olarak gelisme farklihklarinin oldugu
belirtiimektedir. Ahuja (60) Populus tremula L. ve Populus tremuloides
Michx.'de, tomurcuk meristemlerinin kultire ahindi§i ¢alismasinda, klona
bagh olarak surgin olusum surelerinde farkliliklarin  géraldagana
bildirmektedir. Rutledge ve Douglas (65) 12 ticari kavak klonunda yapmig
olduklart ¢aligmalarinda, ortetlerin genotiplerinin, sirgin olugsumunda ve
gelisiminde, besin ortamindan daha fazla etkili oldugunu agiklamaktadiriar.
Yine Coleman ve Ernst (67) de Populus deltoides Marsh.'de sUrgin
olusumunda, genotipin etkisinden bahsetmektedirler. Davis (107) ise
Robinia pseudoacacia L.'nin § farkhi kionundan elde ettigi tomurcuklan
eksplant olarak kullandi§i arastirmasinda, yalnizca 2 klonun eksplantlarinin
stirgiin g¢ogalmasi sagladifini goézlemigtir. Bu c¢alismada elde edilen
sonuglara ve verilen literatur bilgilerine bakildignda, sirgun olugumu ve
c¢ogalmasinda, eksplantlarin alindi§i ortetlerin  6nemli bir etkiye sahip
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oldudu, dolayisiyla da in vitro'da sirgun olugumu ve gogalmasinda, sitokinin
¢esitinden bagka genotipin de, dikkate alinmasi gereken 6énemli bir etken
oldugu aniasiimaktadir.

Bu arastirma kapsaminda in vitro'da farkli ortetlerden elde edilen
surglnlerin kéklendirilmesi igin; in vitro ve in vivo'da olmak Gzere iki farkl:
kéklendirme yéntemi denenmigtir. In vitro'da koéklendirmede; WPM ortaminin
1/2 ve 1/4 dozlarina IBA ve NAA (NAA sabit tutularak) degisik oranlarda
eklenmigti. IBA ve NAA'nin degigik dozlarda eklendigi 1/2 WPM
ortamlarinda kuiltire alinan strgtnlerde, kéklenme gerceklesmemis,
surgunlerin  bazal uglarinda yalnizca sisme ve kallus olugumlarn
goérulmasgtar. 1/4 WPM ortamlarinda kalture ahnan sargunlerde, IBA ve
NAA (NAA sabit tutularak) dozlarina goére degisen (% 36.66 - 75.0)
yuzdelerde koklenmeler olmustur (Tablo 21). Kéklenmeler 10. ginden
itibaren basglamis ve 1 ay sonra degderlendirmeye alinmistir. In vivo'da
kéklendirme seklinde, 3.1.8 basli§ altinda anlatiidi§i Gzere, in vitro'da farkh
ortetlerden elde edilen sirgunler, ug farkli iglemden gegirilerek, yine ayni
baglik altinda agiklanmig olan toprak karigtmina alinmiglardir. Her g
islemde de kdklenme 8. gunden itibaren baglamis ve 15. gin sonunda %100
kéklenme oranina ulagilmigtir. In vitro'da ve in vivo'da kéklendirme sekli pek
¢ok adag tir( icin yapilan calismalarla da ortaya konmustur. In vitro'da
kéklendirmeyle ilgili olarak yapilan galismalarda; Ahuja (59, 60) Populus
tremula ve Populus tremuloides Michx.'da IBA ve NAA'yi birlikte ekleyerek,
Chalupa (71) Quercus robur L. ve Tilia cordata Mill'da 1/2 oranindaki
ortamlara IBA ve NAA'yi ekleyerek surigunierin  kéklenmesini
saglamiglardir. Meier - Dinkel (114) Prunus avium L.'da, in vitro'da elde
edilen surganlerin kdkiendirilmesini, IBA ve NAA ilaveli 1/3 oranindaki
ortamlarda gergeklestirmistir. Warrag (119) Eucalyptus grandis (Hill.)
Maiden.'de yaptigi ¢aligsmada, sutrgunlerin kéklendirilmesini 1/4 oranindaki
ortama IBA ekleyerek gercekiestirmistir.in vivo'da kéklendirme seklinde ise,
arastirma sonucunda elde edilen bulgulara benzer sonuglar bazi turlerde
yapilan ¢alismalarda da elde edilmigtir. Chalupa (57) ve Ahuja (60) baz
kavak tarlerinde, in vitro'da elde ettikleri sGrgunleri in vivo'da
kéklendirdiklerini bildirmektedirler. Barghichi (94) Alnus cordata (Loisel.)
Loisel.'da strgunleri IBA solisyonunda beklettikten sonra, toprakli ortamda
kéklendirmigtir. Struve ve Lineberger (100) Betula papyrifera Marsh.'da
strglnlerin, turba : vermikdlit karigiminda kéklendirildigini agiklamaktadiriar
~ Yine Burger ve ark. (127) Paulownia tomentosa Steud.'da ve Preece ve ark.
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(128) Fraxinus spp. turlerinde strgunlerin, hem in vitro'da hem de in vivo'da
kéklenmesini saglamiglardir. Her iki ortamdaki kéklenme sekli kiyaslanacak
olursa, in vivo'da koéklendirmenin daha basarii ve optimum oldugu
goruimektedir. Ote yandan in vivo'da kéklendirme seklinde, mikrovejetatif
Uretim tekniginde bir adim kisaltiimig ve bdylece ekonomik agidan, in vitro'
da fidecik elde edilmesine gére, daha az masrafla bu ig
gerceklestirilebilecektir.

4.2. Kafkas Ihlamuru fle ligili Bulgulann irdelenmesi ve
Degerlendirilmesi

25 - 30 Agustos 1992 tarihleri arasinda toplanan tohumlarin
embriyolarinin kuaitare alindi§i farkhi sakkaroz (10, 20, 30 ve 40 gfl)
dozlarindaki embriyolardaki geligme sonuglarina gére; gerek MS ve gerekse
WPM ortamlarinda gelismeler iyi dizeyde olmustur. Embriyolarin geligserek
fidecik olugturmasina karsin, bu geligsmenin her iki besin ortaminda da 30 g/l
sakkaroz dozunda daha iyi oldugu gézilenmistir (Tablo 22, Sekil 50 ve 51).
Geligmedeki bu farkliliklarin dozlar arasinda 6nemli oldudu, besin ortamlar
arasinda ise Onemli farklilik olmadig: istatistiksel olarak da ortaya
konmustur (Tablo 23). Kultire alinan embriyolarin yagsama ve blyimesinin
biyuk Olgude, ortama karbonhidratlarin eklenmesine bagh oldugu ve
embriyo kaltarinde genellikle karbon enerji kaynadi olarak sakkaroz
kullanilmakla birlikte, bazi durumlarda glukoz ve fruktozun da uygun
olabilece@i genel bir ifadeyle belirtiimektedir (25, 31). Jay - Allemand ve
Cornu (154) Juglans regia L. embriyolarinda, epikotil ve kék geligiminin,
ortama degigik dozlarda sakkaroz eklenmesiyle gergeklestigini, ancak en iyi
dozun 20 g/l sakkaroz oldugunu bildirmektedirler. Sharma ve Thorpe (110)
Morus alba L.'da embriyolari, 30 g/l sakkaroz ortaminda kuiture alarak
¢cimlenmesini ve fidecik olusturmasini saglamigiardir. Bulard ve Monin (145)
ise Fraxinus excelsoir L.'in embriyo kaltirinde temel besin ortamina hormon
eklemeksizin 30 g/l glukozun eklenmesiyle bitki rejenerasyonu saglandigini
ortaya koymuslardir. Yukarida agiklandigi gibi, kafkas ihlamurunda
tarafimizdan  kurulan denemelerde, bitki blyime duzenleyicileri
eklenmeksizin, sadece sakkarozun bulundugu ortamlarda, fidecik
olusumunun gergeklestigi gorilmastir. Bu  durumda  sakkarozun,
embriyolarin ¢gimlenip fidecik olusturmasinda oldukga énemli bir etkiye sahip
oldugu séylenebilmektedir.
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Bu aragtirma kapsaminda, embriyolarin BAP ve IBA ilave edilerek
kaltare alindigi ortamlarda, epikotil ve kék farklilagmasi, dolayisiyla fidecik
olugsumu gorilmemigtir. BAP'h ortamlarda kulltire alinan embriyolarda
kahverengilesmeler olmus, IBA'lI ortamlarda, kotiledonlarda yesillenme
olmasina karsin epikotil ve kok farklilagmasi gértimemistir. BAP ve IBA
dozlarinin test edildigi ortamlarda, embriyolarin geligme gd&stermemesi
nedeniyle, bu dozlarda BAP ve IBA'nin, embriyolarin geligerek fidecik
olusturmasinda engelleyici bir etkiye sahip oldugu sdylenebilir. Nitekim,
genel bir deyigle bitki bliiyime dlazenleyicilerinin, kultire alinan embriyolarin
baytimesi Gzerine énemli bir etkiye sahip oldugu ve s6z konusu etkinin bitki
buyume diizenleyicisinin tirine, dozuna ve (zerinde galigilacak bitki turtine
bagh olarak, hem gelistirici ve hem de engelleyici olabildidi belirtiimektedir
(31). Vieitez ve Vieitez (147) Castanea sativa Mill.'"nin embriyolarini 2.0 mg/
BAP eklenen ortamda kaltire alindiklarinda bitki rejenerasyonunu
saglamiglardir. Bellarosa (149) Quercus suber L. embriyolarini BAP ve NAA'
Ih bir ortamda kulttre aldiklarinda, embriyolarin gimlenerek normal fidecikleri
olugturabilmeleri igin, NAA'nin ortamdan uzaklastirilmasinin gerekli
oldugunu bildirmektedirler. Yine Quercus suber L.'da Deidda ve ark. (150)
tarafindan yapilan bir bagka benzer galismada, BAP'l ortamda embriyolarin,
iki hafta icinde ¢imiendigi belirtiimektedir. Yine Chalupa (76) Sorbus
aucuparia L.'da, izole edilen embriyolarin BAP ve IBA'y:1 birlikte igeren
ortamlarda kulture alinmasi! durumunda g¢imlenerek 6 - 8 hafta igerisinde
surgan vermeye basgladigini vurgulamaktadir. Cossio ve Minolta (155) ise
Juglans regia L.'da kuolture alinan embriyolarin, buyumesi ve geligmesi
tzerinde BAP'in istenmeyen bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur.

Mevcut aragstirmamizda elde edilen bulgular ve literatir bilgileri
kiyaslandiginda sunlari s6ylemek mimkundur :

Embriyolarin geligsmesinde sitokinin ve oksinler tek tek ya da birlikte
ortama eklendiklerinde, bitki tarinan genetik yapisina ya da isteklerine
bagli olarak, hem olumlu hem de olumsuz etki yapabilmektedir. Nitekim bu
caligmada kafkas ihlamurunda gerek BAP ve gerekse IBA, denemelerde
kultanitan dozlarda embriyolarin geligmesinde olumsuz etki yaparken,
literatUr bilgilerinde agiklandig: Uzere olumlu gelismelerin elde edildigi bitki
turleri de vardir.

Sakkarozlu ortamlarda embriyolarin geligserek fidecik olusumunun
gorilmesi nedeniyle bu kez bu denemelerin kurulmasindan 1 yil sonra
tohumtar, 2 farkli zaman diliminde toplanarak, embriyolarin en iyi gelisim
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g6sterdigi 30 g/l sakkaroz dozunda kultire alinmiglardir. 4 - 6 Agustos 1993
tarihleri arasinda toplanan tohumlarin embriyolarinda yesillenme olmus,
hipokotillerde bir miktar uzama olmasina kargin, epikotil farklilasmas:
gordimemigtir. 25 - 30 Agustos 1993 tarihleri arasinda toplanan tohumiarin
embriyolari, bir dnceki yilda ayni tarihler arasinda toplanan tohumlarin
embriyolariyla ayni gelisme 6zellikleri géstererek (bkz. 3.2.1.), epikotil ve
kék farklilagsmasi, bir bagska ifadeyle c¢imlenerek fidecik olugumu
g6stermiglerdir. lki farkll sirede toplanan tohumiarin embriyofarindaki
gelisme sonuglarindan anlagilacagi gibi, 4 - 6 Agustos tarihleri arasinda
toplanan tohumlarin embriyolarindaki geligme, 25 - 30 Agustos tarihleri
arasinda toplanan tohumlarin embriyolarina goére farkhh olmus ve fidecik
olusumu gergeklegsmemigtir. Bunun nedeninin, bu tarihte toplanan
tohumlarin embriyolarinin tam olarak olgunlagmamasindan
kaynaklanabilecegdi s®ylenebilir. Farkh tarihlerde toplanan bu tohumlarin
endosperm ve embriyolarinda morfolojik bakimdan da farkhiiklar tespit
edilmigtir (bkz. 3.2.3.). Piernik (25) genel bir deyigle, olgunlagms
embriyolarin kaltard igin, mineraller ve sekerden olusan agarh kati bir besin
ortaminin, ¢odu kez yeterli olabilecegini, oysa in vitro'da izole edilmis
olgunlasmamig embriyolarin kaitarindeki basarinin, embriyonun gelismiglik
safhasina badh oldugunu ve daha karmasik bir ortam: gerektirdigine isaret
etmektedir.



5. SONUGLAR VE ONERILER

Doktora tezi olarak gergeklestirilen bu galigmada titrek kavak ve
kafkas ihlamurunda; organ kdltird ve embriyo kuitura gibi iki farkli doku
kultara teknigi kullanilarak, bu turlerde fidan Gretimi amaglanmis ve yapilan
denemelerde; titrek kavakta, deéisik sitokinin (BAP ve kinetin) ve oksinlerin
(IBA) doz ve kombinasyoniarinin strgin olugumundaki etkilegsimleri, farkl
genotiplerin in vitro'da gdsterdigi strgin olugumu ve ¢ogalmasina yénelik
tepkiler ve surganlerin koklendirilmesi sekli arastirdmigtir.  kafkas
ihlamurunda ise, sakkaroz, sitokinin (BAP) ve Oksin (IBA) lerin,
embriyolarin gimlenerek fidecik olusturmadaki etkileri incelenmigtir.

Calisma kapsaminda kurulan tim denemelerde elde edilen sonuglara
bagl olarak gekillenen 6nerileri, asagidaki sekilde belirtmek mumkundar :

A. Titrek Kavak lle ligili Sonug ve Oneriler

1.Titrek kavaktaki denemelerde kullanilan tomucuklarin alindigi
surginlerin tamami, vejetasyon dénemi disinda alinmigtir. Bu durum bize
vejetasyon dénemi diginda alinan tomurcuklari bagarili bir sekilde
kullanmanin mumkuan olabilecedini géstermisgtir.

2. Tomucuk eksplantlarinin kiltire alinmasinda karbon enerji kaynagi
olarak kullanilan sakkarozun, 20 ve 30 g/l dozlarinda daha iyi gelisim
gOsterdidi belirlenerek, strgin olugumu ve gelisimine yonelik tam
denemelerde 30 g/l sakkaroz dozu kullaniimigtir. Yapilacak olan
calismalarda bu doz kullanilmaya devam edilmelidir.

3. Denemelerde kullanilan MS ve WPM adli iki temel besin ortamindan
MS ortami, strgin olugumu ve geligsiminde yeterince etkili olmamig, WPM
ortami ise arzulanan .etkiyi saglamigtir. Bu nedenle uygulamaya yoénelik
yapilacak galigmalarda WPM adli temel besin ortami kullaniimalidir.

4. Test edilen; BAP + |IBA; kinetin ve kinetin + IBA doz ve
kombinasyonlarinda ise sirgin geligsimi gorGimemistirr. BAP dozlari
icerisinde ise tomurcuk eksplantlarinda olugan sirgin sayisi, uzunlugu ve



98

nod sayisi bakimindan en iyi geligim 0.2 mg/| BAP ortaminda eide edilmisgtir.
Farkli ortetlerden elde edilen tomurcuklarla kurulan denemelerde de 0.2
mg/l BAP dozu, 0.5 mg/l BAP dozuna gére daha iyi sonuglar vermistir. Bu
nedenle yapilacak olan ¢aligsmalarda bu dozun kullaniimasi daha faydal
olacaktir.

5. Farkli ortetlerden elde edilen tomurcuk eksplantlarindaki gelismelere
bakildiginda; ortete bagh olarak, strgin farklilagma strelerinde, surgin
sayilari, uzunluklari ve strgunlerdeki nod sayilarinda, ayni zaman periyodu
esas alindiginda, oldukga degisik gelisme farkliliklarinin oldugu, bir ortete
ait eksplantlarda sirgin olugumunun ¢ok zayif dizeyde kaldigi géralmuastar.
Ulkemizde titrek kavakla ilgili olarak gen kaynaklarinin yerinde (in situ) ve
kaynaginin diginda (ex situ) korunmasi igin 1993 yilindan itibaren bir
calismanin baglatildigi ve bu ture iliskin olarak biogenetik rezerv alanlarinin
segilerek, korunmaya alindigi belirtiimektedir (16). Ancak bu alanlarin daha
da genigletilmesi ve tim titrek kavak dogal yayilis alanlarina kaydirilmasi ve
buralarda cok fazia sayida bireyin, fenotipik seleksiyona tabi tutulmasi
yerinde olacaktir. Segilmis bu fertlerin in vitro'da goéterecekieri ¢ogalma
tepkileri belirlenerek, en iyi tepki gosteren fertlerin secilmesi ile 1slah
calismalarinin birinci adimi basglatilmig olacaktir.

6. Calisma kapsaminda; in vitro'da elde edilen surgtnlerin
kéklendirilmesi igin in vitro ve in vivo'da olmak Gzere iki farkh ydntem
denenmistir. Denemeler sonucunda 4 : 1 : 1 oraninda yaprak ¢uruga : perlit
: kum igeren toprak karigiminin kullaniidid: in vivo'da kéklendirme seklinin
kullaniimasi, doku kaltara ile Gretimde, in vitro'da kdklendirme agamasini
ortadan kaldiracaktir. Bunun sonucunda; fideciklerin elde edilme sureleri
kisalacak, bunun da o6tesinde ekonomik agidan kiyaslandiginda maliyetin
dugsmesine neden olacaktir. Bu durumda, uygulama galismalarinda bu
teknigin kullaniimasi gerekli olmaktadir. Elde edilen fideciklerin dig ortama
uyum sag@layabilmesi igin, surgunler toprak kangimina alindiklarinda, 20 -
22 °C sicaklik, normal gin 1513t ve % 80 - 90 rutubet kosullarinda en az 15
gun sureyle bekletilmeli ve sonra normal sera kosullarina alinmahdir.
Burada da 15 gun sureyle bekletildikten sonra 2 : 1 oraninda toprak : perlit
karigimi igeren polietileh tiplere sasirtilmalidiriar.

5. madde de deginildigi Gzere, fenotipik seleksiyonla secilen ve in vitro
kosullarda iyi bir farklilagma ve buyume tepkisi gdsteren Gstin nitelikli
fertler ortaya cikariilmalh ve bunlardan elde edilecek fidanlar, erozyona
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duyarli yamag arazilerde aJag¢landirmalarda kullaniimali ve agaglandirma
projelerinde bu ture yer veriimelidir.

B. Kafkas lhlamuru lle ligili Sonug ve Oneriler

7. Degisik tarihler arasinda toplanan tohumlarin embriyolarinda,
sakkaroz eklenen ortamlardaki gelisme farkliliklarina bakilacak oldugunda,
25 - 30 Agustos tarihleri arasinda toplanan tohumlarin embriyolarinda,
gelisme ve fidecik olusumu gézlenirken, 4 - 6 Agustos tarihleri arasinda
toplanan tohumlarin enbriyolarinda bu durum gorulmemistir. Bu degisik
tarinler arasinda toplanan tohumlarin endosperm ve embriyolarinda
toplandikiari anda bazi morfolojik farklthklarin oldugu anlatilmigtir (bkz.
3.2.3). Tohumiarin toplanacag: ortetlerin degisik yikseltilerde bulunmasi
durumunda, tohumlarin olgunlagma surelerinde de farkliliklar olacaktir. Bu
nedenle in vitro kogullarda, embriyodan fidecik elde etmek igin yapilacak
olan caligmalarda, endosperm ve embriyolardaki olgunlagma durumuna, bu
Slcutler esas alinarak karar verilmeli ve buna gére tohum toplanarak, + 4 °C’
de sogutucuda kullanilincaya kadar saklamaya alinmahidir.

8. Yapilan denemelerde elde edilen bulgular sonucunda fidecik
olugturma bakimindan, en iyi sakkaroz dozunun 30 g/l oldugu belirlenmistir.
Bu gelisme durumu hem MS, hem de WPM temel besin ortaminda benzer
dizeyde olmustur. Bu durumda, fidecik elde etmek igin kiltire ahnacak
embriyolarda sakkaroz dozunun, 30 g/l olarak eklenmesi ve her iki
ortaminda kullaniimasinin yerinde olacagini séylemek mumkundar

9. Sakkaroziu ortamda epikotil ve kék farklilagmasi gérilen fidecikler,
embriyotarin kultare alinmasindan 30 gin sonra kultur taplerinden ahinarak,
kék budamas! yapildiktan sonra 1 : 1 oraninda turba : kum karigimina
sasirtiimalidir. Uzerleri seffaf bir kapla kapatilip 20 - 22 °C sicaklik, gin
15191 ve % 80 - 90 rutubet igeren kontrolll gevre sartlarinda birakilarak
normal gelisimlerinin strmesi saglanmalidir.

Kafkas 1hlamurunda bu sekilde; tohum kabugu ve embriyo
dinlenmesinden kaynaklanan ve tohumlarin tam olgunlagtit anda
toplanmasi halinde bile,” giderilebilmesi igin yaklagik en az 5 aylik bir streyi
gerektiren gimlenme engeli ortadan kaldiriimig olacak ve bu yéntemle,
zamana baglh olmaksizin fidan elde etme imkani saglanmig olacaktir.
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