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OZET
Yiiksek Lisans Tezi
JUNIPERUS OXYCEDRUS L. (KATRAN ARDICI) OLGUNLASMAMIS
MEYVELERINDEN SOMATIK EMBRIYOGENESIS VE BITKI
REJENERASYONU

Mustafa KAHY A

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarim ve Yasam Bilimleri Anabilim Dali

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Mehmet SEZGIN

Bu arastirmanin amaci, Juniperus oxycedrus (Katran ardici) olgunlasmamis
meyvelerinden somatik embriyogenesis yoluyla, in vitro sartlarda yogun ve klonal
tretimdir. Somatik embriyogenesisi (SE) uyarmak amaciyla baslangic asamasinda,
Murashige ve Skoog (MS), Driver ve Kuniyuki Walnut (DKW) ve Woody Plant
Medium (WPM) temel besin ortamlarina, sakkaroz (30 g/L), L-glutamin (500 mg/L),
gelrite (2,1 g/L) ve 6 farkli bitki biiyiime diizenleyici madde kombinasyonu [(1) BA (1
mg/L)+NAA (0,5 mg/L), (2) BA (1 mg/L)+IBA (0,1 mg/L), (3) KIN (2 mg/L)+NAA
(0,5 mg/L), (4) KIN (2 mg/L)+IBA (0,1 mg/L), (5) BA (1 mg/L)+KIN (2 mg/L)+NAA
(0,5 mg/L), (6) BA (1 mg/L)+KIN (2 mg/L)+IBA (0,1 mg/L)] kullanilmistir. Petri
kaplarina, J. oxycedrus’un olgunlasmamis meyvelerinden elde edilen eksplantlar 5’er
adet/Petri olacak sekilde dikilmistir. Deneme toplam 180 adet petri kabi igerisinde 900
eksplant ile yiiritilmiistir ve en az ikiser kez tekrarlanmistir. Ancak, calismada
hedeflenen J. oxycedrus eksplantlarindan somatik embriyogenesis uyarimi
saglanamamistir. Aragtirmada elde edilen verilerden daha sonra yapilacak calismalara
yol gdstermesi amaciyla, meydana gelen kalluslarin olusum interaksiyonlar1 ve somatik
embriyogenesisin  olusmama nedenleri incelenmistir. Buna gore; temel besin
ortamlarinin kallus olusumu tizerindeki etkisinde; % 82 ile WPM en iyi temel besin
ortami oldugu ve onu % 43 ile MS ve % 28 ile DKW besin ortamlariin izledigi
belirlenmistir.

Aralik 2019, 29 sayfa
Anahtar Kelimeler: Bitki rejenerasyonu, somatik embriyogenesis, Katran ardici, Juniperus

oxycedrus L.



ABSTRACT

M.S. Thesis

SOMATIC EMBRYOGENESIS AND PLANT REGENERATION FROM
IMMATURE FRUITS OF JUNIPERUS OXYCEDRUS (PRICKLY JUNIPER)

Mustafa KAHYA

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agriculture and Life Sciences

Supervisor: Dr. Mehmet SEZGIN

The objective of this study is intensive and clonal propagation of Juniperus oxycedrus
(prickly juniper) in vitro by somatic embryogenesis from immature fruits. In the initial
phase, to induce somatic embryogenesis (SE), sucrose (30 g/l), L-glutamine (500 mg/L),
gelrite (2.1 g/L) and 6 different plant growth regulator combinations [(1) BA (1
mg/L)+NAA (0.5 mg/L), (2) BA (1 mg/L)+IBA (0.1 mg/L), (3) KIN (2 mg/L)+NAA
(0.5 mg/L), (4) KIN (2 mg/L)+IBA (0.1 mg/L), (5) BA (1 mg/L)+KIN (2 mg/L)+NAA
(0.5 mg/L), (6) BA (1 mg/L)+KIN (2 mg/L)+IBA (0.1 mg/L)] were added in the
Murashige and Skoog (MS), Driver and Kuniyuki Walnut (DKW) and Woody Plant
Medium (WPM) basal media. The explants obtained from the immature fruits of J.
oxycedrus were planted in Petri dishes as 5 pieces/Petri dish. Experiments were
conducted with a total of 900 explants in 180 Petri dishes and were repeated at least
twice. However, somatic embryogenesis induction from the immature fruits of J.
oxycedrus, the objective of the study, was not achieved. In order to guide future studies
from the data obtained in the study, the formation interactions of the calluses obtained,
and the reasons for the absence of somatic embryogenesis were examined. According to
this; the effect of basal media on callus formation; WPM was the best with 82%,
followed by MS with 43% and DKW with 28%.

December 2019, 29 pages
Key Words: Plant regeneration, somatic embryogenesis, prickly juniper, Juniperus oxycedrus
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1.GIRIS

Ardig agaci (Juniperus sp.) cinsinin diinya tiizerinde 70 kadar tiirtiniin oldugu
bilinmektedir. Ardig¢ tiirleri, genellikle kuzey yarim kiirede genis bir yayilis alanina
sahiptirler. Yayilis alanlari, Japonya ve Dogu Asya’dan baslayip, Asya ve Avrupa’yi
icine alir. Kuzey ve Dogu Afrika’dan Kuzey Amerika ve kutup bolgesine kadar
ulagsmaktadir (Adams and Hagerman 1977).

Ardiglar; agag, kiiciik agac, cali ve siirliniicii gibi farkli yapida bulunmaktadir. Cok sik
ibre yapilar1 nedeniyle riizgar, kar ve ses perdesi olarak kent ormanlarinda kullanilan
Oonemli tiirler olmalarimin yani sira yaban hayatinda da onemli bir yere sahiptir.
Anadolu’da kurulan uygarliklar ardi¢ odunlarini; ¢iliriimeye, suya dayanakligi ve ses
iletiminin yiiksek olmasi nedeniyle; bina, ¢ati, kuyu insaatlarinda, bahge ¢itlerinde,
miizik aleti (saz ve kemencge) yapiminda kullanmiglardir. Bununla birlikte Ardicin
cesitli organlart ise ylin boyamada, tibbi amacli, insanlarin ve hayvanlarin dogrudan
beslenmesinde kullanmislardir (Ansin ve Ozkan 1997; Baytop, 1999; Yaltirik ve Efe,
2000; Tiimen ve Hafizoglu, 2003).

Ardig agaclari; kok, meyve ve yapraklarinda bulunan ugucu yag, tanen, flavanoit,
recine, lignan ve triterpen nedeniyle tarih boyunca agri, 6ksiiriik, romatizma, tiiberkiiloz
vb. hastaliklara kars1 ilaclar hazirlanarak antiseptik olarak kullanmislardir. Ayrica,
ardiglarin ¢esitli kistmlart kozmetik ve gida sanayinde ham madde olarak kullanildig:
gibi kozalaklarimin i¢erdikleri karbonhidrat ve yaglar nedeniyle de besincilikte dogrudan

kullanilabilecekleri farkl arastiricilar tarafindan bildirilmistir.

Ardig, tiirleri Tiirkiye’deki toplam orman alanlarinin %2,7’sinde bulunmakta olup artan
niifus, asir1 otlatma ve asin tiiketim ile birlikte miktar1 giderek azalmaktadir. Bunun
nedenleri; tohumlarmin ¢imlendirilememesi, fidanlik teknigi, agaclandirma ve dogal
genclestirme tekniklerinin uygun bir sekilde ortaya konamamasidir. Bunun yani sira
otlak alanlarmmin tarimsal amacli kullanimi, kegi otlatmasinin daha c¢ok ardig
ormanlarina yonelmesi, ardi¢ ormanlarinin yaban hayatina ¢ok 1yi barinma ve beslenme

ortam1 olusturmasi nedeniyle yogun avlak alanlar1 olarak kullanilmasi, 6zellikle de ardig



kuslarinin yasa disi yontemlerle avlanmasi, bunun sonucunda ardi¢ tohumlarinin
yayllmasini saglayan yabani hayvan varligmin hizla azalmasi; yasal yontemlerle elde
edilemeyen ardig iiriinlerinin yasa dis1 yontemlerle temin edilmesidir (Ansin ve Ozkan

1997; Timen ve Hafizoglu, 2003).

Bu ¢alismada kullanilan Katran ardict (Juniperus oxycedrus L.), Uluslararast Doga ve
Dogal Kaynaklar1 Korunma Birligi [International Union for Conservation of Nature
(IUCN)] tarafindan yok olma tehlikesi altindaki bitkiler listesinde (The IUCN Red List
of Threatened Species) en az endise verici (least concern, LC) smifinda yer almaktadir

(Sekil 1.1).

Sekil 1.1 Katran ardic1 ve olgunlagsmamis meyveleri

Ardig tiirlerinin tohumlarinda, ¢imlenme engelli bulundugu bilinmektedir. Bu engelin;
yetersiz embriyo gelismesi, tohum kabugunun gecirgenliginin azlig1 veya yapisindaki
¢imlenmeyi engelleyici “blastakolin” adi verilen maddenin varligi gibi ¢esitli
nedenlerden kaynaklandig: birgok kaynakta vurgulanmaktadir (Simsek 1993; Urgeng
1998; Giiltekin ve Giiltekin 2006).

Bitki embriyolari; polenden gelen sperm hiicreleri ile yumurta hiicresinin déllenmesi
sonucu olusan 2n kromozoma sahip zigottun bir sira mitoz bdliinmesi ile meydana
gelmektedir. 1950 yilinda, doku Kkiiltiiri calismalarinda kallustan da embriyo ve
embriyo benzeri yapilarin gelistigi gozlenmistir. Steward vd. (1958)’de tarafindan ilk

somatik embriyogenesis ¢alismasi havucgta somatik dokulardan gerceklestirilmistir.



Kallus ve vejetatif dokulardan gelisen embriyolar somatik embriyo olarak
adlandirilmaktadir. Ozellikle zigotik embriyolar yiiksek totipotensi kabiliyeti bulunmasi
nedeniyle Onemli bir eksplant kaynagidir. Giinimiizde doku kiiltiirii teknikleri
kullanilarak bir bitkinin herhangi bir doku veya organindaki somatik hiicreden,
dogrudan ve kallus yolu ile embriyo elde etmek miimkiin olabilmektedir (Ozcan vd.
2002). Somatik embriyo ile zigotik embriyo arasindaki en onemli fark; somatik
embriyodan elde edilen bitkiler genetik olarak klon olustururken, zigotik embriyodan

gelen bitkiler bir agilim gostermektedir.

Biyoteknolojik yontemler tek baslarna ya da klasik yontemler ile birlikte kullanilarak
odunsu bitki tiirlerinde 1slah ve ¢ogaltimda kisa zamanda ve basariyla sonuglanmasini
olast kilmaktadir. Klasik yontemler ile yapilan ¢aligmalarda zamanin etkin olarak
kullanimi, klonlarin kisa sitirede olusturulmasi ve gerekli testlerin in vitro kosullarda
gerceklestirilmesi i¢in rejenerasyon sorunu olmayan hiicre ve dokulara gereksinim
bulunmaktadir. Ozellikle hizli hiicre béliinmesine sahip ve igsel bilyiime hormonlarin
diger dokulara nazaran biinyesinde fazlaca bulunduran olgunlasmamis tohumlardan
basariyla elde edilebilen somatik embriyolar, siirgiin ucu kiltiirii gibi diger in vitro
tekniklerin basarili olamadig1 odunsu tiirlerde zigot orijinli yogun klonal ¢ogaltim i¢in
cok uygundur. Bu kapsamda somatik embriyogenesis, bir¢ok tiirde yogun klonal
¢ogaltim ve bunun sonucu olarak bol ve temiz fidan iiretimi, gen transferi, genetik
materyalin korunmasi, ¢gok amagli in vitro testler, melezleme ¢aligsmalar1 sonucunda elde
edilen hibritlerden kisa zamanda klonlarin olusturulmasi, molekiiler teknikler i¢in temiz
DNA ekstraksiyonu gibi birgok alanda biiyiik kullanim kolayligi saglamaktadir
(Hatipoglu 1999; Ozcan vd. 2002).

Tip, ormancilik ve peyzaj alaninda biiyiik bir 6neme sahip olmasmin yani sira ITUCN
tarafindan yok olma tehlikesi altinda bulunan bitkiler listesinde bulunan Katran
ardicinin, olgunlasmamis meyvelerinden somatik embriyogenesis yoluyla in vitro

sartlarda yogun ve klonal {iretim amaglan bu c¢alisma ile;



() Juniperus oxycedrus bitkisinin olgunlasmamis meyveleri eksplant
kaynagi olarak kullanilarak, degisik dozlarda ayarlanmis bitki bliylime diizenleyiciler ve

organik madde i¢eren farkli besin ortamlarinda kiiltiire alinmasi,

(i)  Kiiltiire alinan eksplantlardan, direkt olarak ya da once kallus elde ederek

somatik embriyo olusumunun saglanmast,

(ili)  Somatik embriyolarin siirgiin ve kok rejenerasyonun saglanmasi,

(iv)  Aklimitizasyon asamasi icin rejenere olmus Dbitkilerin serada

yetistirilmesi amaglanmastir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Juniperus sp.’nin Kullanim Alanlari

Uluslararas1 Doga ve Dogal Kaynaklart Korunma Birligi [International Union for
Conservation of Nature (IUCN)], tarafindan yok olma tehlikesi altindaki bitkiler (The
IUCN Red List of Threatened Species) listesinde en az endise verici (least concern, LC)
olarak smiflandirilan Katran ardici (Juniperus oxycedrus), Akdeniz boyunca maki ve
ormanlik alanlarda yayilis gosteren bir tiirdiir (Farjon 2013). Kaya ve Raynal (2001)
yaptiklar1 c¢aligmada Tiirkiye ormanlarinin biyogesitliligi ve korunmasinin 6nemini
vurgularken Juniperus sp. tiirlerinin agag step vejetasyonlart ve ¢ali formasyonlarindaki

Onemini belirtmistir.

Salido et al. (2002) J. oxycedrus sp. badia’dan elde ettikleri ugucu yaglarin kimyasal
ozellikleri lizerine ¢aligmistir. Digrak vd. (1999) yine ardigtan elde ettikleri ugucu
yaglarin antimikrobiyal etkilerini arastirmis ve bazi bakterilerin gelisimini

baskilamasinin yani sira antifungal etki gosterdigini bildirmistir.

Tiimen ve Hafizoglu (2003) yaptiklar1 ¢alismada, J. oxycedrus’un yapraklarindan elde
ettikleri ugucu yagda, toplam 72 farkli madde belirlemis ve bu maddelerden 67 tanesini
teshis etmistir. Tespit edilen kimyasal bilesikler 6 gruba ayrilmistir. Bu gruplar;
monoterpen hidrokarbonlar (19 adet), oksijenli monoterpenler (15 adet), seskiterpen
hidrokarbonlar (18 adet), oksijenli seskiterpenler (9 adet), diterpenler (6 adet) ve

digerleri (5 adet) olarak bulunmustur.

Ardig, kozalak ve yapraklari, tip ve kozmetik sanayinde, cilt hastaliklari, kurt diisiirticii,
uyarici ve antiseptik olarak kullanildigr ve adi ardi¢ (J. communis L.) meyvelerinin cin
yapiminda kullanildig1 Baytop (1984) tarafindan bildirilmistir. Tibbin heniiz yeterince
gelismemis oldugu eski devirlerde bitkiler ile tedavi yaygin bir sekilde kullanilmistir.
Ardig tiirlerinin orta ¢agda her derde deva bir ilag olarak kullanildigi bilinmektedir.
Idrar arttirici, terletici ve antiseptik Ozelliklerinin yani1 sira degisik hastaliklarin

tedavisinde dahili olarak yaygin sekilde kullanildigi gibi, harici olarak da cilt {izerine



uygulandigr Kog (2002)’de vurgulanmistir. Halen halk ilaci olarak iilkemizde ve baska
tilkelerde deri iltihaplari, bas agrilari, seker hastaliklari, sindirim yolu hastaliklari,
bronsit, astim, bobrek ve idrar yolu rahatsizliklari, sarilik, siyatik, romatizma, nefes yolu
rahatsizliklari, siniizit, karaciger rahatsizliklari, metabolizma bozukluklarina iyi geldigi
bilinmekte ve kullanilmaktadir (Acartiirk, 1996; Erenler, 1997; Giirkan, 2003). Ayrica
Anadolu’da J. oxycedrus yaginin ardi¢ yagi olarak kullanildigi belirtilmistir (Baytop,
1999).

2.2 Juniperus sp.’nin in vitro Cogaltim

Gomez and Segura (1994) yaptiklar1 ¢aligmada, J. oxycedrus’un yetiskin bireylerinin
stirgiin uclarindan aldiklar1 eksplantlari, Murashige and Skoog (MS) ve Schenk and
Hildebrandt (SH) besin ortamlarimna 0, 0,05, 0,5, 5, 10 ve 25 uM benziladenin (BA) veya
kinetin (KIN), veya 0 ve 0,05 uM naftalenasetik asit (NAA)’i tek basina ya da bunlarin
kombinasyonlarini ilave ederek dikmislerdir. Elde ettikleri kallojenik dokunun siirgiin

ve kok olusturarak bitkiye doniisiimii saglanmaistir.

Gomez and Segura (1996), aynmi bitkideki ¢aligmalarinda yine eksplant kaynagi olarak
yetigkin bireylerin siirgiin uglarini kullanmislardir. Bu ¢alismalarinda MS, SH, Gressoff
and Doy (GD) ve Heller (H) besin ortamlarina BA’nin 0, 0,05 veya 0,5 uM dozlarini
tek basina ya da 0,05 pM indolasetik asit (IAA) ile birlikte kombinasyonlarin1 kallus
uyarimi i¢in denemislerdir. Siirgiin olusumunu tesvik etmek amaciyla SH besin
ortamina BA (0, 0,05 veya 0,5 uM) dozlarimi yalniz ya da 0,05 uM KIN ile birlikte
uygulamiglardir.  Bitkiye donlisim miktarmin = %7-10 arasinda  gergeklestigini

bildirmislerdir.

J. phoenicea L. nin mikrogogaltimi iizerine yaptiklar1 ¢alismada Loureiro et al. (2007),
en iyi gelisimi oranlari1 Driver and Kuniyuki (DKW) besin ortamina yalniz basina
KIN ya da NAA, ilave edilmis Rugini Olive (OM) ortaminda elde ettiklerini
bildirmiglerdir. Koklendirme asamasinda 2,4 uM indolbiitirik asit (IBA) igeren OM

ortaminda %40 oraninda basar1 elde etmislerdir.



Castro et al.(2011) tarafindan yayinlanan c¢alismada, endemik J. navicularis’in mikro
cogaltiminda OM ve Gupta and Durzan (GD bu kisaltma daha 6nce Gressoff and Doy
i¢in kullanilmis), besin ortamlarinin her ikisinde de 0,45 uM BA ilave edilmis ortamda
en 1yi siirgiin gelisimini, 12,3 uM IBA ilave edilmis ortamda da %60 oraninda

koklenme oranini basarmiglardir.

J. oxycedrus’un olgun bireylerin siirgiin u¢larindan alinan yapraklarin eksplant kaynagi
olarak kullanildig1 ¢alismada, SH besin ortamma 0,6 uM 2.4-diklorofenoksiasetik asit
(2,4-D) ve 100 mg/L kazein hidrolizat igeren ortamda kallus dokusu tesvik edilerek
embriyogenik doku olusumu %18 oraninda uyarilmistir. Olusan kallus dokusu 6 pM
veya 10 uM 2,4-D ya da pikloram igeren SH besin ortaminda somatik embriyogenesis
saglanmistir. Ancak embriyolarin hicbiri bitkiye doniismemistir. Arastirmacilar ayrica
yaprak dokusundan meydana gelen kallus dokusunun hiicre kiiltiirii ¢alismalari igin
uygun bir materyal olmasina karsin, somatik embriyogenesis ve embriyolardan bitki

rejenerasyonu i¢in uygun olmadigini vurgulamislardir (Gomez and Segura 1996).

Koger et al. (2011) tarafindan Juniperus communis L. in vitro sartlarda rejenerasyonu
icin yapilan c¢alismada; kallus uyarimi, organogenesis ve koklendirme deneyleri
yapilmustir. Eksplant pozisyonu, genotip, cinsiyet, besin ortami ve drnekleme tarihinin,
kallus olusumunda Onemli etkiye sahip oldugu belirlenmigstir. Deney sonucunda,
eksplant kaynagi olarak bahar doneminde toplanan J.communis L.’in siirgiin ug¢larinin
dikildigi MS besin ortami; 0,1 mg/1 BA, 0,5-4,0 mg/1 IBA, %3 sakkaroz ve %0,7 agar
igerigi ile kallus olusumu i¢in en uygun besin ortami oldugu bulunmustur. Ayrica, organ
gelisimi i¢in eksplant pozisyonuna bakilmaksizin iki aylik kiiltiir doneminin ardigta
kallus indiiksiyonu igin yeterli oldugu diisiiniilmiistiir. Iki aylik inkiibasyon evresinden
sonra, kallus dokularindan adventif tomurcuk olusumunu saptamak amaciyla,
eksplantlar hazirlanan besin ortamlarma transfer edilmistir. Kallus yaslanmasinin
adventif tomurcuk olusumunu olumsuz etkilemesine ragmen; 1,0 mg/L BAP ve 0,5
mg/L 2,4-D igeren besin ortaminin %37,5 adventif tomurcuk olusturma kapasitesi ile
optimum kiiltiir ortam1 oldugu bulunmustur. Adventif siirglinlerin koklenme
koklendirme deneylerinde Juniperus communis L. in vitro olarak kok elde edebilmek

i¢in uygulanan besin ortamlarinin higbiri basarili olmamustir.



Helmersson and Von Arnold (2009) J. communis’te, embriyogenik hiicre hatlar1 ve
embriyo olgunlagtirmasi amaciyla yaptiklar1 calismada, olgunlasmamis kozalaklar
icerisindeki tohum dokusundan elde ettikleri zigotik embriyolar1 %2 LP besin ortaminda
karanlik kosullarda saklamislardir. Embriyolar1 olgunlagtirmak amaciyla 60 pM absisik
asit (ABA) icerisinde inkiibe etmislerdir. Calismada arastiricilar, olgunlasmamis meyve
igerisinde bulunan tohumlarin biitiiniinii (megagametofit) besin ortami, biiylime
diizenleyici madde, organik madde vs. gibi in vitro doku kiltiirii bilesenlerini

aciklamamiglardir.



3. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢alisma, Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii biinyesinde

bulunan Biyoteknoloji Laboratuvarinda 2018-2019 yillar1 arasinda yiiriitilmiistiir.
3.1 Materyal Temini

Ardiglar (Juniperus L.), Cupressaceae (Pul yapraklilar) ailesine aittirler ve hemen
hemen yurdumuzun tamaminda yayilis gosterirler. Cankir1i Merkez Orman Isletmesi
Eldivan Biilbiilpinar1 mevkiinde, Pinus nigra Arnold. (karagam), Quercus cerris L.
(sagli mese), Q. pubescens Willd. (tiiylii mese), Q. robur L. (sapli mese), Corylus
avellana L. var avellana (adi findik), Acer campestre L. (ova akgaagaci), Populus
tremula L. (titrek kavak) ve Salix alba L. (aksogiit) ile karisik mescereler olusturan
(Oner ve Imal 2006) Juniperus oxycedrus (Katran ardic1) alanda degisik yaslarda, bol
miktarda bulunmaktadir (Sekil 3.1).
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J.communis L.subsp.communis
J.communis L.subsp.nana Syme
J.excelsa Bieb

J.sabina L.

Sekil 3.1 Tiirkiye’de dogal olarak yetisen ardi¢ (Juniperus) tiirlerinin dagilimi (Tiimen Ve

Hafizoglu 2003).

Biilbiilpmart mevkiinin disinda Korgun’da ve Ilgaz Dagi’nda da karacam ile karisik

mescereler igerisinde Katran ardict bulunmaktadir. Her dem yesil olan bitkinin
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J.oxycedrus L.subsp.macrocarpa
J.oxycedrus L.subsp.oxycedrus

J.oxycedrus L.subsp.oxycedrus var.spilinana
J.phoenicea L.



meyveleri iki yilda olgunlasmaktadir ancak, bolgede degisik yaslarda ve yeterli

miktarda bulunmasi materyal teminini kolaylastirmaktadir.

Bu caligma icin 04 Nisan 2018 giinii Cankir1 ili Yaprakl ilgesi sinirlari icerisinde
bulunan 40°45'59"N, 33°46'27"E koordinatlarindaki bélgeden agaglarin dogal yasam
alanlarina, {iremelerine ve ¢ogalmalarina engel olmayacak sekilde Juniperus
oxycedrus’un gen¢ dallarinda bulunan heniiz olgunlasmamis meyveleri toplanarak

laboratuvar ortamina getirilmistir.

3.2 In vitro Cogaltim Asamasi

3.2.1 Sterilizasyon

Araziden laboratuvar ortamina getirilen olgunlasmamis meyveler, Oncelikle yiizey
sterilizasyonu igin akan musluk suyu altinda (Sekil 3.2) 20 dakika yikandiktan sonra
%70°1ik etanolde 3 dakika siiresince bekletilmistir (Sekil 3.3). Etanol uygulamasindan
sonra meyveler steril saf su ile yikanmustir. igerisinde %15 Kklorin bulunan ticari sodyum
hipokloritin birkag damla Tween 20 ilave edilmis %?20’lik soliisyonunda, 10 dakika
boyunca sterilize edilmistir. Sodyum hipokloritin dokulardan uzaklagsmasi igin 3 defa
5’er dakika siire ile steril saf su ile aseptik kosullarda ¢alkalanmistir (Sekil 3.3) (Sezgin
and Dumanoglu 2014).

Sekil 3.2 J.oxycedrus’nin olgunlagmamig meyvelerinin yikanmasi
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L a
Sekil 3.3 J.oxycedrus meyvelerine sterilizasyon uygulamalar1 @) %70’lik EtOH uygulamasi b)

%20’1ik NaOCl uygulamas1

3.2.2 Eksplantlarin dikime hazirlanmasi

Olgunlasmamis meyveler, sterilizasyon islemi sonrasinda laminar hava akigh kabin
icerisinde meyve dis kabuklari bir bistiiri yardimiyla soyulmus ve steril kurutma
kagitlar1 lizerinde yaklagik 0,5 cm ebatlarinda kesilerek dikime hazir eksplantlar haline
getirilmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 J.oxycedrus’nin olgunlasmamis meyvelerinin eksplant haline getirilmesi

3.2.3 In vitro ¢ogaltim icin besin ortam bilesimleri

Calisma igin Katran ardicinin (Juniperus oxycedrus) olgunlasmamis tohumlar1 eksplant

kaynagi olarak kullanilmig, somatik embriyogenesis uyarimi igin farkli bilesimlerdeki
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besin ortamlar (Cizelge 3.1) ile oksin ve sitokinin grubu bitki biiylimeyi diizenleyici
madde kombinasyonlar1 hazirlanmistir (San et al. 2007; Sezgin and Dumanoglu 2014).

1) Temel besin ortam
a) MS (Murashige and Skoog 1962) (Cizelge 3.1)
b) DKW (Tulecke and McGranahan 1985) (Cizelge 3.1)
c¢) WPM (Lloyd and McCown 1981) (Cizelge 3.1)

2) Biilyiimeyi diizenleyici madde kombinasyonlari
1) BA (1 mg/L) + NAA (0,5 mg/L) (San et al. 2007)
2) BA (1 mg/L) + IBA (0,1 mg)
3) KIN (2 mg/L) + NAA (0,5 mg/L)
4) KIN (2 mg/L) + IBA (0,1 mg/L)
5) BA (1 mg/L) + KIN (2 mg/L) + NAA (0,5 mg/L)
6) BA (1 mg/L) + KIN (2 mg/L) + IBA (0,1 mg/L)

Juniperus oxycedrus’nin olgunlasmamis tohumlarindan elde edilen eksplantlar igin 3
farkli temel besin ortami1 ve 6 farkli biiylimeyi diizenleyici maddenin (BDM) yer aldigi
18 farkli kombinasyonda hazirlanan besin ortamlarina; katilagtirict olarak Gelrite (2,1
g/L), organik madde kaynagi olarak L-glutamin (500 mg/L) ve sakkaroz (30 g/L) ilave
edilmistir. Ortamin pH’s1 5,7’ye ayarlanmigtir. Her bir kombinasyon 10’ar tekerriir ve
her bir tekerriirde 5’er adet eksplant olacak sekilde hazirlanmistir (Sezgin and
Dumanoglu 2014).

Besin ortamlarimin sterilizasyonu dijital kontrollii otoklav ile 121°C ve 1,2 atmosfer
basing altinda 20 dakika siireyle yapilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan besin ortamlari
laminar hava akisli kabin igerisinde katilagsmasindan hemen once steril petri kaplarina

(100x10 mm) 40’ar mL olarak dagitilmistur.
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Cizelge 3.1 Temel besin ortamlarinin igerigi

MS DKW WPM

(A) MAKRO ELEMENTLER g/mol Ortami Ortami  Ortami

mg/L mg/L mg/L
Amonyum nitrat (NH4;NO3) 80,04 1650 1416 400
Potasyum nitrat (KNO3) 101,11 1900 - -
Kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl,.2H,0) 147,02 440 149 96
Kalsiyum nitrat tetrahidrat (Ca(NQO3),.4H,0) 236,15 - 1968 -
Cinko nitrat heksahidrat (Zn(NO,),6H,0) 297,48 - 26.68 -
Potasyum siilfat (K,SOy) 174,27 - 1559 -
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) 136,09 170 265 -
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgS0O,4.7H,0) 246,48 370 740 370
(B) DEMIR
Sodyum-demir EDTA (CyoH12N,FeNa) 367,1 36,7 - -
Sodyum EDTA (Na,EDTA) 372,24 - 454 37,3
Demir siilfat heptahidrat (FeSO, 7 H,0) 278,02 - 33,8 27,8
(C) MIKRO ELEMENTLER
Mangan siilfat monohidrat (MnSO,. H,0) 169,02 16 33,4 22,3
Cinko siilfat heptahidrat (ZnSQ,4.7H,0) 287,54 8,6 - 8,6
Nikel siilfat heksahidrat (NiSO4.6H,0) 262,90 - 0,05 -
Borik asit (H3BO3) 61,83 6,2 4,8 6,2
Potasyum iyodiir (KI) 166,01 0,83 - -
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) 136,09 - 265,0 -
Sodyum molibdat dihidrat (Na,M00,4.2H,0) 241,95 0,25 0,39 0,25
Bakar siilfat pentahidrat (CuSO,4.5H,0) 249,68 0,025 0,25 0,25
Kobalt kloriir heksahidrat (CoCl,. 6H,0) 237,9 0,025 - -
(D)VITAMINLER
Myo-Inositol (CsH1,06) 180,16 100 100 100
Glisin (C,HsNOy) 75,07 2 2 2
Thiamin klorid hidroklorid 337,27 0,1 2 1
(C12H8C|2N4OSXH20)
Nikotinik asid (CsHsNO,) 123,11 0,5 1 0,5
Pridoksol hidroklorid (CgH1,CINO3) 205,64 0,5 - 0,5

3.2.4. 1. deneme i¢in eksplantlarin dikimi ve inkiibe edilmesi

Sterilizasyon sonrasinda dikim i¢in hazir hale getirilmis olan eksplantlar 04 Nisan 2018
tarihinde, baslangi¢ ortamlari igerisine yatay pozisyonda 5 adet/Petri olarak dikilmistir.
Petri kaplarinin etrafi stre¢ film ile sarilarak besin ortamin nem ve gaz dengesinin
korunmasi ve dis ¢evreden kaynakli olast bir kontaminasyon durumunun onlenmesi
saglanmistir. Somatik embriyogenesin uyarilmasi amaciyla tim kiiltiirler 25+1°C
sicaklikta ve tamamen karanlik kosullara sahip iklim kabininde 4 hafta siireyle inkiibe

edilerek her giin diizenli olarak kontrol edilmistir.
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3.2.5. I. deneme ig¢in alt kiiltiire alma ve denemenin sonlandirilmasi

Eksplantlar dikim tarihinden 2 hafta sonra birinci alt kiiltiire alinmistir. Alt kiiltiir
asamasinda eksplantlar, baslangi¢ asamasinda dikildikleri MS, DKW ve WPM temel
besin ortamlart ile biiylime diizenleyicilerinin bulundugu ortamlara aktarilmistir.
Kiiltiirler tizerinde fenolik oksidasyon kaynakli kararma meydana gelen eksplantlar alt
kiiltiir ortamina alinirken, endojenik ve ekzojenik kaynakli kontamine olmus ekplantlar

ayrilmistir. Tiim denemeler karanlik sartlarda tekrar inkiibe edilmistir.

Ik denemedeki tiim tekerriirler 15 May1s, 06 Haziran ve 02 Temmuz 2018 tarihlerinde
ic kez daha alt kiiltiire alinmuistir. Ancak, yeniden alt kiiltiire alinan eksplantlar da dahil
olmak tizere kallus olusum asamasina gecen ¢ok az tekerriir olmasi, olusan kalluslarin
ise yogun fenolik oksidasyon sebebiyle kararmasi, alt kiiltlirler arasi donemde hacim
artisinin sinirlt kalmasi nedeniyle birinci denemeye 07 Agustos 2018 tarihinde son

verilmistir.

3.2.6. II. deneme i¢in eksplantlarin dikimi ve inkiibe edilmesi

[k denemede elde edilen veriler dikkate aliarak ikinci deneme 17 Eyliil 2018 tarihinde
tekrardan kurulmustur. Ik denemedeki eksplant kaynagi olarak kullanilan Katran ardici
(J. oxycedrus)’in olgunlasmamis meyveleri |. deneme icin toplanan lokasyondan 17
Eylil 2018 tarihinde tekrar toplanmis, olgunlasmamis meyvelere I. denemedeki

sterilizasyon protokolii uygulanarak steril eksplantlar elde edilmistir.

I. denemeden farkli olarak Il. denemede Katran ardici (J.oxycedrus)’nin olgunlagsmamis
meyvelerinin embriyogenik kotiledonlar1 penset ve bistliri yardimiyla ¢ikarilarak
eksplant kaynagi olarak kullanilmasina karar verilmistir. Bu embriyogenik kotiledonlar
icin de yine 3 farkli temel besin ortami1 (MS, DKW ve WPM) ve 6 farkli biiylimeyi
diizenleyici madde (BDM) yer aldig1 18 farkli kombinasyonda ve 5’er tekerriir halinde

besin ortamlar1 hazirlanmustir.
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Embriyogenik kotiledonlarin yan1 sira I. denemedeki gibi olgunlasmamis meyvelerden
elde edilen ekplantlardan dikim ig¢in hazirlanmistir (Sekil 3.6). Her iki eksplant igin
hazirlanan besin ortamlarina; katilastirici olarak gelrite (2,1 g/L), organik madde
kaynagi olarak L-glutamin (500 mg/L) ve sakkaroz (30 g/L) ilave edilmis ve ortamin
pH’st 5,7’ye ayarlanmistir. Tim ortamlara ayn1 zamanda 1 ml/L PPM (Plant
Preservative ~ Mixture™™-Plant Cell Technology) ilave edilerek olast  bir

kontaminasyonun 6niine gecilmeye ¢alisiimistir (Sezgin 2018).

@

3.2.7. 11. deneme i¢cin eksplantlarin alt kiiltiirlere alinmasi

06 Ekim 2018, 07 Kasim 2018, 07 Aralik 2018, 18 Ocak 2019 tarihleri olmak {iizere
kiiltirler 4’er haftalik periyotlarda 4 kez daha alt kiiltiire alinmistir. J. oxycedrus’un
olgunlasmamis meyvelerinin embriyogenik kotiledonlarmin eksplant kaynagi olarak
denemede kallus ve herhangi bir doku gelisimi gozlenememis ve bu denemeye 07

Aralik 2018 tarihinde son verilmistir.
20 Subat 2019 tarihinde Juniperus oxycedrus’un olgunlasmamis meyvelerinin eksplant

kaynagi olarak kullanildig: kiiltiirlerde ise MS ve WPM temel besin ortamlarinda kallus

olusumu ve 6n olusum asamasindaki somatik embriyolar (PEM-Proembriyonic masses)
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gozlenmistir. Olusan kallus dokularindan ve embriyogenik kiitlelerden somatik
embriyogenesisi tesvik etmek ve mevcut kalluslarin miktarin1 artirmak amaciyla

siispansiyon kiiltiirii denenmistir.

Siispansiyon kiiltiiri igin; steril haldeki erlenmayer kaplarina igine 100’er ml sivi
haldeki MS, DKW ve WPM besin ortami ve biiyiime diizenleyici madde
kombinasyonlar1 ve L glutamin (500 mg/L) ilave edilerek hazirlanmistir. Hazirlanan bu
ortamlara bu dokular esit olarak aktarilmistir. Ortamlar karanlik sartlarda, 25°C’de sabit
1sida, 110 rpm/dakika hizda calkalayict yardimiyla stirekli ¢alkalanmigstir. Bu islem 30
giin boyunca devam etmis ve her giin kontrol edilmistir.

Sivi besin ortamindaki kallus dokular1 ve 6n olusum asamasindaki somatik embriyolar
30 giinde hacimce ve miktarca artis gostermistir. Dokularin gelisimini stirdiirmesi igin
igerisinde biiylime diizenleyici madde bulunmayan MS, DKW, WPM besin ortamlarina
Gelrite (2,1 g/L) ve L glutamin (500 mg/L) eklenerek tekrar yari1 kati ortama alt
kiiltiirleri yapilmistir. Denemeler 25+1 °C sicaklik ve 16 saat aydinlik (35 pmol-m‘z's'l),
8 saat karanlik kosullara sahip iklim kabininde 4’er haftalik periyotlarla alt kiiltiirlere
alinmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.6 Sivi kiiltiir ortamlar1 a-b) sivi besin ortamindaki kallus dokulari ve 6n olusum
asamasindaki somatik embriyolar ¢) sivi besin ortamlarmin karanlik kosullarda
bekletilmesi d) sivi besin ortamindaki kallus dokulari ve 6n olusum asamasindaki
somatik embriyolarin 25°C’de sabit 1sida, 110 rpm/dakika hizda ¢alkalanmasi

Kallus dokularindan somatik embriyogenesis uyarimi ve on olusum asamasindaki
somatik embriyolarin gelisimlerinin hizlandirilmas: amaciyla 05 Mayis 2019 tarihinde
sakkaroz miktar1 30 g/L’den 40 ¢/L’ye ¢ikarilmistir (Hatipoglu 1999). Besin
ortamindaki bu degisiklik i¢in 4 hafta sonra yapilan gozlemlerde kallus dokusu artist

veya somatik embriyo olusumuna neden olmadig anlasilmustir.

09 Haziran 2019 tarihinde kallus dokusunun yaslanmasi, fenolik oksidasyona bagli

kararmalar ve somatik embriyo olusmamasi nedeniyle denemelere son verilmistir.
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3.2.8. Verilerin istatistiksel analizi

Bu calismada denemelerin tamami “Tesadiif Parselleri Deneme Deseni” ne gore
kurulmustur. Denemelerden elde edilen verilerin ortalamasi varyans analizi yontemi
(ANOVA) ve Duncan ¢oklu karsilastirma testine gore MSTAT 5.4 istatistik analiz

paket programi kullanilarak kontrol edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Somatik Embriyo Olusumu

Calismada hedeflenen ve siirgiin ucu kdltiirii gibi diger in vitro tekniklerin bagarilarinin
sinirlt oldugu odunsu tiirlerde zigot orijinli yogun klonal ¢ogaltim i¢in ¢ok uygun olan
ve ozellikle olgunlasmamis tohumlardan basariyla elde edilebilen somatik embriyolar
Juniperus oxycedrus’un olgunlasmamis meyvelerinden elde edilememistir. Bu
dogrultuda somatik embriyo oran1 (SEO) ve ortalama somatik embriyo sayis1 (OSES)

gibi veriler hesaplanamamustir.

4.2 Kallus Olusumu

Calismada somatik embriyolarin uyarilamamasindan sonra eksplantlarin iizerinde
meydana gelen kallus dokusuna ait veriler toplanarak degerlendirilmistir. Bu amagla
eksplantlarin tamami degerlendirilmis ve lizerinde kallus dokusu meydana gelenlerin
baslangi¢ ortamina dikilmis olan toplam eksplant sayisina oranlanmasi ve sonucun 100
ile ¢arpilmasi kallus olusturma orani (%) bulunmustur. Kallus olusturmus eksplantlarin
sayisi, uygulamadaki tiim eksplant sayisina boliinmesi ile adet/ kallus eksplant olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Temel besin ortamlarina gore kallus orani (%) ve ortalama kallus sayisi

. Eksplant Kallus olusturan Ortalama kallus Kallus olusturma
Besin Ortamlar1
sayisi eksplant sayisi sayis1 orant
1. MS 300 128 0,4 %43
2. DKW 300 85 0,3 %28
3. WPM 300 221 0,7 %82

Juniperus oxycedrus’un olgunlasmamis meyvelerinden kallus olusum orani iizerine
“temel besin ortami x biiylimeyi diizenleyici madde kombinasyonu” arasindaki

interaksiyonun etkisi istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur (P<0.05).
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En yiiksek kallus olusum orant WPM besin ortami ile 3 no’lu KIN (2 mg/L) + NAA
(0,5 mg/L) biiyiimeyi diizenleyici madde kombinasyonunda ve 6 no’lu BA (1 mg/L) +
KIN (2 mg/L) + IBA (0,1 mg/L) biiyiimeyi diizenleyici madde kombinasyonunda elde
edilirken, DKW besin ortam1 x 2 no’lu BA (1 mg/L) + IBA (0,1 mg) biiyiimeyi
diizenleyici madde kombinasyonunda en diisilk miktarda kallus meydana gelmistir.
Temel besin ortam1 x Biiylime diizenleyici madde kombinasyonu interaksiyonlarina ait

kallus olusum verileri Cizelge 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.2 Temel besin ortami x biiylimeyi diizenleyici madde kombinasyon interaksiyonu
(P<0.045)

Besin Ortamlari
Biiylime Diizenleyici Kombinasyonlari

MS DKW WPM
1. BA (1 mg/L) + NAA (0,5 mg/L) 4,500 ab” 3,000 def 3,200 cde
2. BA (1 mg/L) + IBA (0,1 mg) 1,900 fg 1,200 g 3,200 cde
3. KIN (2mg/L) + NAA (0,5 mg/L) 2,800 def 2,700 ef 5,000 a
4. KIN (2 mg/L) + IBA (0,1 mg/L) 2,600 ef 3,200 cde 3,900 abcd
5. BA (1 mg/L) + KIN (2 mg/L) + NAA (0,5 mg/L) 4,200 abc 3,500 bcde 4,400 ab
6. BA (1 mg/L) + KIN (2 mg/L) + IBA (0,1 mg/L) 2,300 ef 2,400 ef 4,800 a

“Farkl1 harfler uygulamalar arasindaki farklilig1 gostermektedir.

Besin ortamlarinda en iyi kallus olusumunun sirasiyla Woody Plant Medium (WPM),
Murashige ve Skoog (MS) ve Driver ve Kuniyuki Walnut (DKW) olarak gergeklestigi

anlasilmstir.

Biiytimeyi diizenleyici madde kombinasyonlarinda ise WPM besin ortami ile en iyi
sonuca 3 no’lu KIN (2 mg/L)+NAA (0,5 mg/L) ve 6 no’lu BA (1 mg/L)+KIN (2
mg/L)+IBA (0,1 mg/L) kombinasyonlar ile ulagirken yine ayni kombinasyonlar diger
temel besin ortamlari ile buna yakin sonuglara ulasamamiglardir. MS besin ortami ile 1
no’lu BA (1 mg/L)+NAA (0,5 mg/L) ve 5 no’lu BA (1 mg/L)+KIN (2 mg/L)+NAA
(0,5 mg/L) kombinasyonlarin etkili oldugu anlagilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 J.oxycedrus eksplantlarindan elde edilen kalluslar a-b) WPM temel besin ortami 3
no’lu KIN(2mg/L)+NAA(0,5 mg/L) bitki biiyiime diizenleyici madde kombinasyonu
bulunan ortamdaki kallus dokulart ¢c-d) MS temel besin ortami 1 no’lu BA(1
mg/L)+NAA(0,5 mg/L) bitki biiyime diizenleyici madde kombinasyonu bulunan
ortamdaki kallus dokular
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, doku kiiltiiri tekniklerinden olan somatik embriyogenesis yontemi ile
Juniperus oxycedrus(Katran ardici)’un olgunlasmamis meyvelerini eksplant olarak
kullanarak yogun bir klonal ¢ogaltim hedeflenmistir. Bunun igin, degisik dozlarda
ayarlanmig bitki biiylime diizenleyiciler ve organik madde iceren farkli besin
ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlardan, direkt ya da indirek somatik embriyo
olusumunun saglanmast ve bu embriyolarin siirgiin ve kok rejenerasyonun

gerceklestirilerek, rejenere olan bitkilerin aklimitizasyonu amaclanmistir.

Calisma boyunca gergeklestirilen deney ve gozlemlerde, doku kiiltlirii ortaminda
bulunan uygun besin ve biiyiime diizenleyici kombinasyonu ile direk ve indirekt
somatik embriyogenesis ve kallus olusumu saglanmaktadir. Eksplantlar tizerinde direk
somatik embriyo olusumu elde edilememistir. Bunun yani sira meydana gelen kallus
dokusu da somatik embriyoya doniisememektedir. Bunun temel nedeninin; Simsek
(1993), Urgeng (1998), Giiltekin ve Giiltekin (2006), Gomez and Segura (1996),
Helmersson and Von Arnold (2009), Koger et al. (2011)’unda ¢alismalarinda belirtildigi
lizere meyvenin yapisinda bulunan ve ¢imlenme engeli meydana getirdigi diisliniilen,
kolin grubu bir bitki sekonder metaboliti olan “blastakolin” maddesinin varlig

olabilecegi kanisina varilmustir.

J.oxycedrus’un olgunlasmamis meyveleri dogal yasam dongiisii i¢inde incelendiginde;
tohumun meyve, kabuk ve embriyo kaynakli ¢imlenme engelini agsmasi i¢in ortalama 2
yillik bir zamana ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenle ayni agac tizerinde farkli zamanlarda
tohumlar olustugundan tohum toplama zamani da eksplant kaynaginin segilmesi
acisindan onem kazanmaktadir. J. oxycderus L. i¢in en uygun tohum toplama zamanin
Haziran-Agustos aylar1 oldugu yapilan arastirmalarda anlagilmistir (Giiltekin ve Bayav
2005).

Yapilan ¢alismaya benzer olarak Gomez and Segura (1996) J.oxycedrus’un yetiskin

bireylerin siirgiin uglarin1 eksplant kaynagi olarak kullandiklart denemelerde Murashige
and Skoog (MS), Schenk and Hildebrandt (SH), Gressoff and Doy (GD) ve Heller (H)
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besin ortamlarina BA’nin 0, 0,01 veya 0,1 mg/L dozlarii tek basina ya da 0,01 mg/L
indolasetik asit (IAA) ile birlikte kombinasyonlarini kallus uyarimi i¢in denemislerdir.
Olusan embriyogenik kalluslarin bitkiye doniisiim oraninin %7-10 arasinda oldukca

diisiik bir oranda gergeklestigini bildirmislerdir.

Eksplant kaynagi olarak J. oxycedrus’un olgun bireylerinin siirgiin uglarindan alinan
yapraklarin ~ kullanildigi  ¢alismada, SH besin ortammma 0,1 mg/L 2,4-
diklorofenoksiasetik asit (2,4-D) ve 100 mg/L kazein hidrolizat eklendiginde kallus
dokusu uyarilarak embriyogenik doku olusumu %18 oraninda olmustur (Gomez and
Segura 1996). Ancak embriyolarin higbiri bitkiye doniismemistir. Aragtirmacilar ayrica
yaprak dokusundan meydana gelen kallus dokusunun hiicre kiiltiirii calismalari i¢in
uygun bir materyal olmasina karsin, somatik embriyogenesis ve embriyolardan bitki

rejenerasyonu i¢in uygun olmadigini vurgulamislardir.

Juniperus oxycedrus’un olgunlasmamis tohumlarindan elde edilen kalluslar doku
kiiltiri ¢alismalarinda bir¢ok deneme i¢in uygun bir kaynaktir. Elde edilen kallus
dokularindan Somatik embriyo olusumu ve bitki rejenerasyonu icin Blastakolin
maddesinin tohumun etli dokularindan uzaklastirilmas: gerekmektedir. Bu nedenle,
tohumlar ¢imlenme agisindan en verimli oldugu Haziran—Agustos doneminde
toplanmalidir.  Olgunlasmamig tohumlarin sterilizasyonu yapilirken, etil alkol
uygulamasi ya da suda kaynatmak, ¢esitli konsantrasyonda siilfiirik asit, sitrik asit ve
hidrojen peroksit ile mekanik asindirma islemi blastakolin maddesinin bir kisminin

dokulardan uzaklagsmasini saglayacaktir.

Calismada eksplantlar iizerinde, Woody Plant Medium (WPM) besin ortaminda 3 no’lu
bitki biiyiime diizenleyici madde kombinasyonu KIN (2 mg/L)+NAA (0,5 mg/L) veya 6
no’lu BA (I mg/L)+KIN (2 mg/L)+IBA (0,1 mg/L) biiyiime diizenleyici madde
kombinasyonu iceren ortama, katilastirici olarak gelrite (2,1 g/L), organik madde
kaynagi olarak L-glutamin (500 mg/L) ve sakkaroz (30 g/L) ilave edilerek pH’s1 5,7’ ye
ayarlanmali ve karanlik kosullarda 4 hafta siire ile baslangi¢ asamasinda Kkiiltiire
almmaldir. Ilk alt kiiltiirde, baslangigtaki biiyiime diizenleyiciler olmadan ayn1 besin

ortaminda ve karanlik sartlarda inkiibe edilerek bol miktarda kallus dokusu elde
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edilebilmektedir. Bu yogun miktarda iretilen kallus dokusu da farkli in vitro

calismalarda kullanilabilir.

TUBITAK tarafindan hazirlanan Ulusal Bilim ve Teknoloji Politikalar1 2003-2023
Strateji Belgesinde de (Anonim 2011), siirdiiriilebilir kalkinma hedefi dogrultusunda,
“Gen kaynaklarinin karakterizasyonu, muhafazasi ve biyolojik ¢esitliligin korunmasina
yonelik teknolojiler gelistirebilmek™ hedefi belirtilmistir. Bu ¢alismada, ormancilik ve
peyzaj alaninda biiyiik bir 6neme sahip olmasinin yani sira [UCN tarafindan yok olma
tehlikesi altinda en az endise verici (least concern, LC) bitkiler listesine alinan Katran
ardic1 (Juniperus oxycedrus)’nda, olgunlasmamis tohumlardan somatik embriyogenesis
ve bitki rejenerasyonu g¢alismasi bir¢ok deneme ile yapilmaya ¢alisilmig ancak bitkinin
icsel ve fizyolojik engellerinden kaynakli sorunlar yiiziinden hedeflenen seviyede
basarilamamistir. Ardig, Tirkiye’deki toplam orman alanlarinin %2,7’sinde bulunmakta
olup artan niifus, asir1 otlatma ve asir1 tiiketim ile birlikte miktar1 giderek azalmaktadir.
Bu calismada, Katran ardici (Juniperus oxycedrus) bitkisinin neslinin devam ettirilmesi
amaciyla atilmis olan bir adim vardir. Bu konuda ileride yapilmasi planlanan

calismalara 1s1k tutulacaktir.
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