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OZET

DIREKT ORGANOGENESIS YONTEMI iLE COGALTILAN KIZILCAM’DA
(Pinus brutia Ten.) SURGUN GELISIMININ OPTIMIZE EDILMESI

Siileyman Alpkan AKKUS

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Danmisman: Yrd. Dog. Dr. Tolga YILDIRIM

Ocak 2013, 37 sayfa

Kizilgam (Pinus brutia Ten.), camgiller (Pinaceae) ailesi, igne yapraklilar
(Pinales) takimindan igne yaprakli ve yapragini dokmeyen bir tiirdiir. Tiirkiye’de 5.4
milyon hektarin lizerinde bir alanda dogal olarak bulunan kizilgam, Tirkiye ibreli
ormanlarmin yaklasik %25’ini kaplar ve hizl1 biiyiir (OAE 1987, Kayacik 1965, Oztiirk
vd 2010). Bu ¢alismadaki amag halen devam etmekte olan 1slah ¢alismalarina ek olarak
in vitro (laboratuar kosullarinda) fidan tretim tekniklerinin gelistirilmesi, elde edilen
veya edilecek olan istiin genetik Ozellikli bireylerin siiratle gogaltilmasina katkida
bulunmaktir. Bu amag dogrultusunda 4 deney yapilmistir. Calismalarda, ¢imlendirilen
tohumlardan alian kotiledonlar eksplant olarak kullanilmistir. Siirglin gelisiminin
arastirildigi deneylerde besin ortami olarak DCR (Douglas fir cotyledon revised
medium) besin ortam1 kullanilmistir (Gupta ve Durzan 1985). ilk deneyde 5 farklh
(0.5mg/L, 1.0mg/L, 2.0mg/L, 4.0mg/L, 8.0mg/L) konsantrasyonda GAgs (giberellik asit)
uygulamas1 yapilmis ve kullanilan bu BBD’lerin (bitki biiylime diizenleyici) siirgiin
gelisimi  lizerine etkileri incelenmis ve GAj uygulanmayan eksplantlarla
karsilastirilmas1 yapilmistir. Karsilastirma sonunda GA3 uygulamasinin siirgiin gelisimi
tizerinde olumsuz sonuglar yarattig1 ve siirgiin gelisimini durdurdugu tespit edilmistir.
En vyiiksek siirgiin ortalamasi 4.49 ile kontrol grubundan elde edilmistir. ikinci

calismada GAj3 uygulamaya baglama siirelerinin slirgiin uzamasina etkileri incelenmis



ve bu c¢alisma i¢in de eksplantlar 3, 6 ve 9 hafta gecikme ile BBD i¢ermeyen besin
ortamindan GA3 igeren besin ortamina transfer edilerek siirglin gelisimleri incelenmistir.
Bu galismada en yiiksek siirgiin ortalamasi 2.26 ile 9 hafta gecikmeli transfer edilen
grupta elde edilmistir. Ugiincii calismada ise DCR besin ortaminda kullanilan farkli
makroelement miktarlarinin ( %2 , % ve kontrol) siirgiin gelisimi iizerindeki etkileri
incelenmistir. Caligma sonunda en yiiksek siirgiin ortalamas1 6.80 ile kontrol grubundan
elde edilmistir. Son olarak da kazein (casein hydrolysate) kullaniminin siirgiin gelisimi
tizerine etkisi olup olmadiginin incelemesi yapilmistir. Test sonuclarinin ANOVA
analizlerine gore CH uygulamasi ile kontrol grubu arasinda istatistiksel agidan bir fark

olusmamustir.

Sonu¢ olarak test edilen uygulamalarin tamaminin kontrol gruplart ile

karsilastirildiginda siirgiin gelisimi tizerinde etkili olmadig1 goriilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: Bitki doku kiiltiirii, Direkt organogenez, Pinus brutia var.
brutia Ten.
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ABSTRACT

SHOOT GROWTH OPTIMIZATION ON TURKISH RED PINE (Pinus brutia
Ten.) MULTIPLIED BY DIRECT ORGANOGENESIS METHOD

Siileyman Alpkan AKKUS

M.Sc. Thesis in Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Tolga YILDIRIM

January 2013, 37 pages

Pinus brutia Ten. is a coniferous and evergreen species from Pinaceae family
and Pinales team. Covering an area of more than three million hectares in Turkey
naturally, Pinus brutia Ten. accounts for approximately 25% of coniferous forests of
Turkey and has been expanding its area very fast (OAE 1987, Kayacik 1965, Ozturk
2010). The purpose of this study was to develop in vitro (under laboratory conditions)
young tree cultivation techniques in addition to breeding activities that are still ongoing
and to contribute to the multiplication of superior genetic individuals that have been or
will be obtained. In this respect, 4 experiments were undertaken. In the studies, the
cotyledons that were taken from the germinated seeds were used as explants. In the
experiments in which shoot development was examined, DCR (Douglas fir cotyledon
revised medium) was used as a medium (Gupta and Durzan 1985). In the first
experiment, GAs (gibberellic acid) was applied in 5 different concentrations (0.5mg/L,
1.0mg/L, 2.0mg/L, 4.0mg/L, 8.0mg/L) and the effect of such PGRs (plant growth
regulators) on shoot development was examined and they were compared to explants on
which GA3; wasn’t applied. It was determined that GAs3; application caused negative
results on shoot development and stopped shoot development. The highest shoot
average was obtained from control group with 4.49. The effects of times of starting GA3

application on shoot growth were examined in the second study and the shoot



developments were examined by transferring the explants from a nutritional
environment with no PGR to a nutritional environment containing GA3z with delays of 3,
6 and 9 weeks. The highest shoot average was obtained from the group that was
transferred with a delay of 2.26 to 9 weeks in this study. In the third study, on the other
hand, the effects of different macro element amounts used in DCR nutritional
environment (%2, % and control) on shoot development were examined. As a result of
the study, the highest shoot average was obtained from control group with 6.80. Finally,
it was examined whether use of casein hydrolysate has any effect on shoot development
or not. According to ANOVA analyses of test results, there was no statistically

significant difference between CH application and control group.

In conclusion, when all of the tested applications were compared with control

groups, it was observed that they weren’t effective on the shoot development.

KEYWORDS: Plant Tissue Culture, Direct Organogenesis, Pinus brutia var. brutia
Ten.
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ONSOZ

Ulkemiz cografi konumu ve yiizey sekilleri nedeniyle ¢ok gesitli iklim tiirleri ve
buna bagli olarak ¢ok ¢esitli bitki ve hayvan tiirlerine ev sahipligi yapmaktadir. Bu
tirlerden biri olan ve genelde Dogu Avrupa ililkelerinde yayilis gisteren, en yaygin
yetisme alanlarindan biri olan Anadolu cografyasinda da Marmara, Ege ve Akdeniz
Bolgelerinde yayilist yogunlasan bir tiir olan Kizilgam (Pinus brutia Ten.) Tirkiye
ibreli agacglar1 arasinda %36 gibi bir oranla c¢ok biiyiikk bir paya sahiptir. Tarim
bitkilerinde halen uygulanmakta olan doku kiiltiirii tekniklerinin, gerek mobilya, gerek
kimya, gerek ilag, gerekse yakit amacl olarak yaygin bir sekilde kullanilan orman
agaclarinda kullanimi ¢ok yenidir. Ormanlarin kendilerini dogal olarak yenileyebilme
ve ¢evre toleranslarinin genis olmasi, fakat zamanla korunmadiklar1 takdirde
tilkenebilen ve ftretilmesi gereken bitkiler olmalari, gelistirilmek istenen bu in vitro

doku kiiltiirii tekniklerinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Yiiksek lisans ¢caligmamda bu tiiriin dogal ortamda yetisme siiresinden daha kisa
siirede yetistirebilmek, kullanilan ve gelistirilen yontemlerin daha verimli genotiplerin
secilimi ve TUretiminde kullanilmasi amaclanmistir. Yapilan c¢alismalar Akdeniz
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Doku Kiiltiirii Laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir. Calismanin her asamasinda her tiirli ilgi, bilgi, deneyim ve
destegini benden esirgemeyen danismanim Yrd. Dog. Dr. Tolga YILDIRIM’a sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak da ¢alismalarimda her zaman yanimda olan aileme cok tesekkiir

ederim.
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1. GIRIS

Kizilgam (Pinus brutia Ten.), Pinophytina boliimiiniin, Coniferae sinifina ait
Coniferales takiminin Pinaceae ailesi i¢inde siniflandirilmaktadir. Kizilgam genel olarak
kuzey yarimkiirenin kabaca 15-45 dogu boylamlar1 32-45 kuzey enlemleri arasindaki
bolgede dogal olarak yayilan bir tlirdiir. Bu smirlar iginde en bati ucu Kalabriya
yarimadasi, en dogu noktasi ise Irak’in kuzeyindeki Zavita-Atrush bdlgesidir. Ulkemiz
kizilgam ormanlarinin %47°lik bir boliimii Akdeniz Bolgesinde bulunmaktadir. Toros
Daglari’nin denize bakan yamaglarinda yogunlagsmistir. Kisa mesafelerde rakimi hizla
yiikselen bu dag grubu, kizilgamm kiyidan uzaklasmasmi engellemektedir. (Oktem
1987) Sicaklik istegi yiiksek, donlara hassas ve karasal iklimlerden kaginan bir tiirdiir.
Kizilgam kuzey bakilarda 0-600 m, glineyde 0-1400 m rakimlarda yer almaktadir. Isik
gereksinimi fazla olan kizilgam, yayilis alanlarinda giines radyasyonunun ¢ok oldugu

giiney bakilarda, kuzey bakilara oranla daha yiikseklerde yayilis gostermektedir.

Govde yapist genelde diizgiin, dis kabuk kirmizimsi kahverengidir. Kozalaklar
6-11cm boyunda ve topag seklindedir. Tiirkiye ibreli ormanlarinin yaklasik olarak % 25
sint kaplayan ve hizli biiyiime 6zelligiyle bilinen bir tiirdiir (OAE 1987, Kayacik 1965).
Bu 6zelligi nedeniyle DPT (1995) tarafindan 1slah ¢aligmalar1 6ngoriilen bes orman
agaci arasinda ilk sirada yer alir. Orman Agaclar1 ve Tohum Islah Arastirma Enstitiisii
tarafindan fenotipik olarak tstiin kabul edilen ana¢ agaclar segilerek 68 adet kizilgam
tohum bahgesi kurulmustur (2010 yili Calisma Raporu itibariyle). Tohum bahgelerinin
kurulmasindaki amag¢ yeni kurulacak plantasyonlarda bu tohum bahgelerinden elde
edilecek {stiin nitelikli tohumlarin  kullanilarak odun hammadde {iretiminin
arttirllmasidir. Kizilgam odunun o6zellikleri kagit endiistrisi icin oldukca uygun bir
yapidadir. (Bektas vd 1999). Diger ara lirlinler dahi teknolojik bakimdan kagit endiistrisi
icin uygun Ozelliklere sahiptir. Tiirkiye’de dogal ¢am tiirleri arasinda 6zgiil agirlig1 en
yiiksek olan tiirdiir. Saf kizilgam odunu kullanilarak iiretilen yonga levhalardan iyi
sonuglar elde edilmistir. Kizilcamin odunu ingaat malzemesi, ambalaj kutulari, kablo
direkleri, maden diregi, ¢it kazigi, taban dosemesi, travers, tarim aletleri, mobilya
yapiminda kullanilmaktadir (Bozkurt 1971, Kayacik 1980). Kereste olarak oldukca

uygun miktarlarda talep gormekte, ambalaj sanayinde yaygin olarak kullanilmaktadir.



Odununun ¢ok cesitli kullanim alanlarina uygun olmasi nedeniyle kizilgam kullanim

degeri oldukga yiiksek olan bir tiirdiir (Urgeng 1998).

Diger taraftan ililkemizde bu denli biiyiik alanlarda yayilis gosteren kizilgam
ormanlar1 bliyiik toprak tutma yeterliligi sayesinde erozyonla miicadele, bol oksijen
iiretimi, yakit olarak kullanimi, mobilya ve kagit sanayisi i¢in de en biiyiik hammadde
kaynagi olarak yerini alir. Fakat bunun yaninda kontrol edilemeyen orman yanginlari,
bilingsiz olarak tarla ve arazi agilmasi, bilingsiz, kontrolsiiz ve plansiz sehirlesme, asiri
otlatma ve sanayi iretimi maksatli asir1 kesimler sonucunda c¢ok biiyiik tahribata

ugramaktadir.

Kizilgamin tohumla iiretimi ise hayli uzun bir silire¢ gerektirmektedir.
Kizilgamlar genel olarak 4-5 yasindan itibaren normal gelismis kozalak
verebilmektedirler. Yoreye ve rakima bagl olarak degismekle birlikte her yil veya her
2-3 yilda bir tohum veriminin bol oldugu gozlenebilir. Tohumlar agag iizerinde 3-4 yil
kalabilmektedir. Hasat, tohumun dikili aga¢ {izerinden toplanmasi seklinde olur.
Kizilgam kozalaklar1 ge¢ ve gii¢ acilirlar, bu yiizden giinese sererek ve iizerlerine ara ara

su serperek acilmay1 hizlandirmak gerekir (Saatgioglu 1971).

Genel olarak kizilcam tohumunda kabuktan kaynakli bir c¢imlenme engeli
bulunmaktadir. Bu nedenle tohumlar ¢cimlenme 6ncesinde 45 giin soguk-islak katlamaya
alinir ve derisik siilfiirik asitle muamele edilir. Bu sekilde ¢imlendirilen tohumlarin
¢imlenme yiizdeleri genelde %27-99 araliginda gerceklesmektedir (Aslan ve Ugurlu
1986).

Tohumdan direkt ¢ogaltma yonteminin yaninda doku kiiltiirii metotlarinin orman
agaclarinda kullanilmasi1 tarim bitkilerine goére ¢ok yenidir. Bunun baslica nedeni
ormanlarin yillarca kendisini dogal olarak yenileyebilen kaynaklar olarak gériilmesidir.
Artik orman agaglar1 da, korunmazlarsa tiikkenebilen ve iiretilip ¢ogaltilmasi gereken

bitkiler olarak ele alinmaktadir.

Ik calismalardan bu yana mikroiiretim teknikleri bircok angiosperm ve
gymnosperm agag tiirleri icin gelistirilmis ve optimize edilmistir. Su anda, yaklasik 70
yaprakli ve 30 ibreli agag tiirii i¢in basarili protokol gelistirilmistir (Thorpe ve Harry
1990) Giiniimiizde kizilgam’in halen devam etmekte olan 1slah ¢alismalarina ek olarak

mikrotiretme tekniklerinin gelistirilmesi, elde edilen veya edilecek olan iistiin genetik
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ozellikli bireylerin siiratle ¢ogaltilmasina katkida bulunacaktir. Tiirkiye’de, kizilgamin
direkt veya indirekt organogenesis metotlar1 kullanilarak in vitro iretimi konusunda
yapilmis olan uluslararasi literatiire girmis herhangi bir ¢alismaya rastlanmamuistir.
Sadece 1985 yilinda Ingiltere’de, Irak’tan tek bir kaynaktan toplanan tohumlar
kullanilarak yapilmis bir ¢alisma mevcuttur (Abdullah vd 1985). In vitro olarak
cogaltma sisteminin kizilgamda gelistirilmesi ve optimize edilmesi, bu alanda diger

agag tiirleri lizerinde yapilacak uygulamalar i¢in 6nemli bir bilgi birikimi saglayacaktir.

Calismalarimiz Oncesi yapilan literatlir taramasinda farkli agag tiirleri ve bazi
dikotiledon (6zelikle sebze tiirlerinde) bitkilerde siirgiin gelisimini hizlandirmak ve
desteklemek amaciyla giberellik acid (GAj3) kullanildigi ve basarili sonuglar verdigi
goriilmistiir. GA3 normalde bitkilerde ¢igek olusumu, tohum biiyiimesi ve meyve
gelisimini hizlandiric1 etkiye sahip organik bir bilesendir. Ayni zamanda bitki
rejenerasyonunun uyarilmasinda, siirglinlerin boylarinin uzatilmasinda, embriyo ve oviil
kiiltiirlerinde kullanilmaktadir. Ayrica bitkilerde gdovdenin uzamasini ve ¢igeklenmeyi

artirirlar.

1926 yilinda Japon bilim adami Kurosawa tarafindan kesfedilen GAg3, bitkilerin
cok ¢abuk uzayarak koklerinin zayiflamasina neden olan “aptal fide hastalig1” lizerinde
yaptig1 ¢aligmalarda mantarla hastalanan bitkilerde gibberellin ad1 verdigi maddenin ¢ok
fazla arttigini tespit etmis ve bu mantar1 Gibberella fujikuroi adin1 vermistir. Kimyasal
yapilari farkli olan 70 kadar gibberellinden en yaygin olarak kullanilan1 GA3 (giberellik
asit)’tiir. Diger sayilan etkilerinin yaninda tohum ¢imlenmesini de tesvik edici etkisi
bulunmaktadir (Karssen 1995, Karssen vd 1989, Sharma vd 2004). GAs ¢imlenmekte
olan tohumlarda a-amilaz ve diger hidrolitik enzimler ile biiyiime ve gelisme igin
gerekli olan yapisal proteinlerin sentezini arttirarak ¢imlenmeyi saglar. Tohum
cimlenmesi sirasinda embriyoda sentezlenen GAj, ¢imlenme olaymin baslayabilmesi
icin endospermdeki nisastay1 sekerlere doniistiirebilen a-amilaz enziminin sentez ve
aktivasyonunu arttirarak tohum rezervlerinin harekete gegmesini saglamaktadir (Fincher
1989). Su ana kadar GAj;, kazein (casein hydrolysate) ve makroelement oranlarnin
kizilgamin in vitro olarak ¢ogaltilmasinda kullanildigina dair herhangi bir caligmaya
rastlanmamistir. Bu calismanin amaci Kizilgam’da direkt organogenez yontemi ile
cogaltilmasinda GAjz’lin, kazeinin ve makroelementlerin degisik oranlarinin siirgiin

gelisimi ve elde edilen siirgiin sayis1 lizerindeki etkilerini belirlemektir.



2. KURAMSAL BiLGILER VE KAYNAK TARAMASI

2.1 Pinus brutia’nin Sistematik Bilgileri

Kizilgam (Pinus brutia Ten.) sistematikte Magnoliaphyta boliimii, Pinophytina
alt bolimu, Coniferae sinifi, Pinidae alt sinifi, Coniferales takimi, Pineceae ailesi ve
Pinus cinsi i¢erisinde yer alan bir tiirdiir (Davis 1965). Diinya’da en yaygin olarak Dogu
Akdeniz’de yayilis gostermekle birlikte tilkemizde en ¢ok Marmara, Ege ve Akdeniz
bolgeleri ile birlikte lokal olarak Karadeniz bolgesinde de goriilmektedir. (Sekil 2.1)
Genel olarak 0-1000 m yiiksekliklere kadar yer bulan bir tiirdiir. Ulkemizde dogal
olarak yetisen Pinus cinsine ait tiirler sunlardir (Oner ve Bugday 2005):

1. Pinus brutia Ten. (Kizilgam)
2. Pinus nigra J. F. Arnold (Karagam)
3. Pinus pinea L. (Fistik cami)
4. Pinus halepensis Mill. (Halep ¢ami)

5. Pinus sylvestris L. (Sarigam)

—
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Sekil 2.1 Kizilgam Anadolu’daki Dagilis1 (EUFORGEN 2009)



2.2. Kizilgam’n (Pinus brutia Ten.) Ekolojik Istekleri

Kizilgam Bati1 Karadeniz, Marmara, Ege ve Akdeniz Bolgelerinde sahile kadar
inebilmektedir. Ust sinir ise giineyden kuzeye gidildikge azalmaktadir. Bulundugu
bolgelerde daglarin genel olarak denize kiyisi olan taraflar seger. Isigin bol, buna karsin
biliylime doneminde suyun kit oldugu kizilgam ormanlarinda daha serin ve daha nemli
olan kuzey bakilarda yetisen kizilgamlardan daha iyi bir gelisme gosterdikleri
belirlenmistir (Zech ve Cepel 1972).

Kizilgam Akdeniz iklim bélgesinin 1liman ve sicak iklim bdlgelerinin bir
agacidir ve bu bolgelerde iklim optimumunda bulunur. Kizilgam sicaklik istegi yiliksek
olan ve dondan ender etkilenen bir tiirdiir. Yayildigi bolgelerde yillik sicaklik
ortalamas1 10-25 °C arasinda degismektedir. 1 ve 2 yasindaki kizilgam fidanlari, ocak
aymda -14 °C kadar diisen sicakliklardan etkilenmeden saglikli biiyiimelerine devam
edebilmektedirler (Ozyigit 1974).

Kizilgam agac tiiriiniin yayildigi bolgelerin en bagsta gelen yagis ozellikleri,
yagislarin yil igerisinde diizensiz olusu ve yagisin genellikle saganaklar bigiminde
diismesidir. Ornegin, Bat1 Akdeniz bdlgesinde yagislarin yaridan fazlasinin (%65) kis
aylarinda diismesine karsilik yaz aylarinda diisen yagislarin orani toplam yagisin %2’si
kadardir (Colasan 1960). Sonugta ekolojik agidan dnemli ve simirlayict durumlardan
birincisi kizilgam ormanlarinda 3-5 ay siiren siddetli bir kuraklik doneminin varligidir.
Ikincisi ise oldukga yiiksek sayilabilecek yillik yagis miktarmin ¢ok kisa bir dénemde
(Ekim-Nisan araligi; yaklasik 930 mm) siddetli saganaklar seklinde diismesidir.

Tipik bir 151k agaci1 olan kizilgamin tohumlarinin ¢imlenme yiizdesi iizerinde
151810 belirgin bir olumlu etkisinin oldugu saptanmistir. Genglikte daha az 1sikla yetinen
kizilgamin 151k istegi yaslandikca artar. Ozellikle ilk yillarda 151k kizilgamin biiyiimesi
tizerinde etkili olmaktadir. Toprak konusunda son derece kanaatkar olan kizilgam
hemen her toprakta yetisebilme yetisine sahiptir. Kokiin madeni topraga ulasmasina izin
veren bir yarik, kizilgamin kayalik arazilerde bile yetismesi icin yeterlidir (Hoffman
1939). Kizilgam, yayilis alanindaki baglica orman tahrip faktorii olan yanginlara karsi
da uyum saglamis bir tiirdiir (Neyisci 1987, Thanos ve Marcou 1991). Bu ozellikleriyle
kizilgam “tanrinin Tiirk ormancisina litfettigi bir agag¢ tiirti” olarak nitelendirilmistir

(Saatgioglu 1976).



2.3. Kizilcam’n (Pinus brutia Ten.) Morfolojik Ozellikleri ve Biyolojisi

Pinaceae familyasina dahil olan Kizilgam 20-25 m boy ve 60 cm’ye kadar ¢ap
yapabilen, kalin dalli ve genellikle diizgiin olmayan gdvdeye sahip dnemli bir orman
agacidir (Sekil 2.2). Kizilgamda geng siirgiinler tiiysiiz, gogunlukla 6nceleri kirmizimsi
daha sonralar1 ise yesilimsi kahverengi, nadiren de kursuni boz renklidir. Bu tiir, ismini

taze siirglinlerinin kirmizi renginden alir.

Sekil 2.2 Kizilgamin gévde ve kabuk yapisi



Sekil 2.3 Kizilgam ibre ve kozalaklar1 (Geng 2009)

Genglikte sivri yapidaki tepe ve boz renkli diizgilin yiizeyli kabuk ileri yaslarda
genis dagmik tepeli ile derin ¢atlakli esmer kirmizims: renkli kalin kabuga dontisiir.
Diizgiin dallar1 govdeden dik bir agiyla ¢ikarlar ve uglarinda genellikle kisa siirgilinler
bulunur. Tomurcuklar genel olarak yumurta bi¢ciminde ve 15-20 mm uzunlukta olup
tomurcuk pullar1 asag1 yone bakar ve kenarlari kirpiklidir (Sekil 2.3). igne yapraklar 10-
18 cm ve daha yukar1 boyutlarda olup yumusak yapida ve agik yesil renkte, kenarlari
ince dislidir. Cok kisa sapli kozalaklar bir arada dik durumlu veya yatik halde
bulunurlar ve higbir zaman siirgilin {izerinde egik olarak durmazlar (Sekil 2.4) (Davis

1965, Gokmen 1973, Kayacik 1980, Selik 1963).



Sekil 2.4 Kizilgam kozalaklari ve agagtaki pozisyonlari

Kizilgam bir cinsli, tek evcikli, tozlagsmasi riizgarla olan bir agag tiiriidiir. Erkek
cicek tomurcuklari mart-nisan ay1 baslarinda sismeye, bir hafta sonra tomurcuklar
patlamaya ve 7-10 giin sonra da tomurcuk pullar1 dokiilmeye baslar. Bunu takiben 10-
15 giin sonra polen sagimi baglayarak 15-20 devam ettikten sonra rakima bagli olarak
Nisan —Mayis aylarinda sona erer (Alpacar 1981). Doéllenme olayr 13-14 ay sonra
meydana gelir. Konelet (kozalakg¢ik) renginin kahverengiden boz yesile donmeye
baslamas1 déllenmenin belirtisidir. Kozalak ve tohum 2 yilda olgunlasir. Ilk yil Temmuz
Agustos aylarinda kozalaklar bir yasinda ve findik biiyiikliigiindedir. Iki yasindaki
kozalaklar parlak kiremit kirmizisi rengindedir. U¢ yasindaki kozalaklar ise normal

biiyiikliikte, kirmizi renkte ve giinese bakan taraflar1 boz renktedir (Geng 2009).

@ Wy, o
o ave.

Sekil 2.5 Kizilgam tohumlari



2.4. Kaizilgam’n (Pinus brutia Ten.) In vitro Cogaltilmasi Tle Tlgili Calismalar

Pinus tiirleri ile ilgili ¢aligmalardan; Pinus pinaster (Ait). tiiriinde adventif
stirgiinden tretim teknikleri denenmistir (Calixto ve Pais 1996). Pinus heldreichii
(Christ.) tiirtinde aksiller siirgiin {iretiminde sitokinin etkilerinin arastirildigi ¢alismalar
da mevcuttur (Stojicic ve Budimir 2004). Ancak P. brutia tiiriiyle ilgili literatiirde ¢ok
az sayida ¢alisma olmakla birlikte in vitro ¢ogaltimi1 konusundaki tek ¢alisma Abdullah,
Grace ve Yeoman’in 1985°de yaptig1 arastirmada mevcuttur. Bu calismada kizilgamdan
alinan embriyo ve kotiledon eksplant olarak kullanilmig ve in vitro kosullarda SH besin
ortaminda adventif siirgiin tiretimi saglanmistir. Daha sonra Yildirim (2011) tarafindan
yapilan bir ¢alismada daha 6nce yapilan bir ¢alismada (Abdullah vd 1985) kullanilan
SH, GD besin ortamlarina ilave olarak DCR, WV3 ve LM besin ortamlar1 olmak {izere
bes farkli ortam test edilmistir. Bunlarin igerisinde en yiiksek siirgiin ortalamasina DCR
besin ortaminda ulasilmis ve bu besin ortaminin kizilgamin siirgiin gelisimi i¢in en
uygun besin ortami oldugu belirlenmistir. Ayrica ayni ¢alismada siirgiin uyartimi i¢in
yapilan testlerde de 3mg/L BAP’1n siirgiin uyartimi i¢in en uygun konsantrasyon oldugu
tespit edilmistir.

Bitki rejenerasyonu iizerine yapilan ¢aligmalarda kullanilan teknikler arasinda
Giberellik asit (GAs) kullanim1 da mevcuttur. GAs3, salgilanan bitkide ¢igek olusumu ve
meyve biliylimesinde etkilidir. Ayni1 zamanda in vitro ¢alismalarda meristemlerden bitki
rejenerasyonunun uyarilmasinda, siirgiinlerin boylarinin uzatilmasinda, embriyo ve oviil
kiiltiirlerinde kullanilmaktadir. Ayrica bitkilerde gévdenin uzamasini ve gigceklenmeyi

artirirlar.(Babaoglu vd 2001)

Pinus tiirleri diginda dikotil bitkilerde de GAgz’in kullanildigi calismalar
bulunmaktadir. Bunlardan biri Saharan (2010) 0.2mg/L GAgj ilaveli besin ortaminda
Asparagus officinalis L. tiirlinde optimal siirgiin uzamasini elde ettigi ¢alismadir. Diger
bir ¢alismada Jatropha curcas L. tiirinde ¢alisan Purkayastha vd (2010) partikiil
bombardimani yOntemiyle gen transferi yaptiklari bitkide en iyi siirgiin uzamasin

0.5uM GAg3 ilave edilmis besin ortamindan elde etmislerdir.

Elwan (2009) Capsicum annuum L. {izerinde yaptigi ¢alismada en yiiksek
siirglin uzamasini 14.43 uM GAj kullanarak elde etmis ve yine bu konsantrasyon ile

siirglin sayist ve bunu takip eden koklendirme deneyinde de kullanilan diger
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konsantrasyonlardan daha iyi bir sonug elde etmistir. Negi vd (2008) cilek bitkisi
tizerinde yaptiklari calismada en yiiksek siirglin uzunlugu ve en yiiksek siirgiin sayisi

ortalamasina 0.5 mg/L IBA ve 1.0mg/L GA; konsantrasyonunda ulasmislar.

Agaglar iizerinde yapilan c¢alismalarda ise Joshi vd (2002) Eucalyptus
tereticornis (Sm.) tiirtinde yaptiklar1 arastirmada MS besin ortaminda uyguladiklari 1.0
mg/L BAP ve 0.04 mg/L GA; uygulamasi ile optimal siirgiin gelisimini elde etmislerdir.
Nas (2003) calismasinda Corylus avellana L. tiiriinde MS besin ortamimda 10 mg/L
GA; uygulamasi ile en yiiksek siirgiin ortalamasini elde etmistir. Vengadesan ve Pijut
(2009) Quercus rubra L. iizerine yaptiklari ¢alismalarinda 4.4 uM BA, 0.29 uM GA;
ve 500 mg/L CH uygulamalartyla WPM besin ortaminda en yiiksek siirgiin iiretimini

elde etmislerdir.

Besin ortaminda kullanilan BBD’ler kadar besin ortamini olusturan makro ve
mikroelementlerin de oranlar1 ¢ok dnemlidir. Gerek siirgiin uyartimi esnasinda, gerekse
uyartim sonrast safhalarda kullanilan bu makro ve mikroelementler siirgiin gelisimi
tizerinde olduk¢a etkili olmaktadir. Ancak kullanilan mikroelementler genellikle
caligmalarda sabit tutulmus ve makroelementlerin oranlar1 degistirilerek siirgiin
gelisimleri izlenmistir. Bu bilesen oranlar1 testlerinde ise; Fadel vd (2010) Mentha
spicata L. tiirii tizerinde yaptiklar1 ¢alismada ti¢ farkli besin ortamini (1/4, %2 ve tam
kuvvet) test etmisler, en yliksek siirgiin ortalamasini1 2 MS ortaminda elde etmislerdir.
Diger bir ¢alismada, Ganasan ve Huyop (2010) Citrullus lanatus Thunb. tiiriinde
yaptiklar1 ¢alismada koklendirmeye aldiklari stirglinleri ¢esitli BBD’ler eklenmis 2
farkli konsantrasyondaki (1/2 ve tam) MS besin ortaminda test etmisler ve en yiiksek
basartya tam kuvvet MS ortaminda ulagsmislar. Bagka bir ¢alismada Hidayah vd. (2012)
Pogostemon cablin (Patchouli veya paguli) tiirii izerinde yaptiklar1 ¢alismalarda gesitli
BAP ve NAA (naftalin asetik asit) konsantrasyonlarini iki farkli MS ortaminda ( 72 ve
tam kuvvet) kullanmiglar ve besin ortami testlerinde tam kuvvet MS besin ortamindan
elde edilen siirgiin ortalamalarinin 2 MS ortamina kiyasla daha uzun ve sayica daha

fazla olduklar1 tespit edilmistir.

Kazeinin hidrolizi sonucu elde edilen ve yapisinda aminoasit, tuz ve mineral
maddeler bulunduran, doku kiiltiirii ¢alismalarinda siirgiin uzamasini destekleyici olarak
kullanilan bir madde olan kazein hidrolizatin kizilcam iizerindeki etkileri de test
edilmistir. Pinus radiata tiiriinde apikal meristemden tam bitki {iretimi iizerine galisan
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Prehn vd (2003), 30 mg/L CH konsantrasyonunda en yiiksek siirgiin ortalamasini elde
etmiglerdir. Pinus strobus tiiriinde yetiskin zigotik embriyolardan kallus kiiltiirii ile
rejenerasyon gerceklestiren Tang ve Newton (2005) 500 mg/L CH uygulamasiyla en
yiiksek basariy1 elde etmislerdir. Populus tremula tiirtinde yapilan bir ¢alismada siirgiin
rejenerasyonu ¢alismasinda, Vinocur vd (2000) 500 mg/L CH uygulamasi ile en yiiksek
slirgiin ortalamasini elde etmislerdir. Vengadesan ve Pijut (2009) Q. rubra tiiriinde
yaptiklar1 arastirmada 500 mg/L kazein ile birlikte 4.4 uM BAP ve 0.45 uM TDZ
(Thidiazuron) kombinasyonu ile maksimum siirgiin verimi elde etmislerdir. Diger bir
calismada Roy vd. (2004) calismalarinda giil bitkisinin in vitro iretimi iizerinde
1.5mg/L BAP, 0.5 mg/L zeatin ve 100 mg/L CH’nin birlikte kullanimi ile en yiiksek

stirgilin ortalamasini elde etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Bitki Materyali

Bitki materyali olarak Antalya Asar bolgesinde bulunan Cameli-G6ldagi orijinli
kizilgam (P. brutia Ten.) klonal tohum bahgesinden toplanan tohumlar kullanilmistir.
Yapilan deneylerde 10 farkli klondan (agac) 10’ar gram alinarak olusturulan tohum
karisimi (bulk) kullanildi. Bos tohumlar akan musluk suyu altinda yiizdiirme teknigi ile
ayrildiktan sonra 2-3 damla Tween-20 igeren seyreltilmemis camasir suyu (ACE) ile 20
dakika stireyle sterilize edilmis ve arkasindan steril distile su ile 5’er dakika siireyle 3
defa yikand1. (Sekil 3.1) Steril edilen tohumlarin kabuklar1 forceps ve pens yardimiyla
yatay hava akish kabin igerisinde acilarak embriyo igeren megagametofitler ayrildi

(Sekil 3.2).

Daha sonra izole edilen megagametofitler 2 MS (Murashige ve Skoog 1962) besin
ortaminda ¢imlenmeye birakildi (Sekil 3.3). Cimlenen tohumlarin radikula uzunlugu 5-
10mm uzunluga ulastiginda yatay hava akigh steril kabin icerisinde embriyolar
megagametofitlerden ayrildiktan sonra 2-4 mm uzunlugundaki kotiledonlar stereo

mikroskop altinda bistiiri ile kesildikten sonra eksplant olarak kullanilmustir.

Sekil 3.1 Kizilgam tohumlarmin sterilizasyona hazirlanmasi
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Sekil 3.2 Megagametofitlerin kabuklarindan ayrilmasi

Sekil 3.3 Cimlenme besin ortamina alinan megagametofitler
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3.2. Deneylerde Kullanilan Besin Ortamlarinin Hazirlanmasi

Deneylerde DCR besin ortami kullanildi. Besin ortamlarinda kullanilan stok
soliisyonlar ve vitamin soliisyonlar1 tabloda gosterildigi sekilde hazirlandi (Cizelge 3.1).
Besin ortamlarinin tiimiinde 30 g/L sukroz ve 7 g/L plant agar kullanilip agar
eklenmeden once ortamlarin pH’1 5.8 olarak 0.1 M NaOH veya 0.1 M HCI kullanilarak
ayarlandi. Agar ilave edildikten sonra besin ortamlar1 otoklavda 121°C de 20 dakika
stire ile steril edildikten sonra yatay hava akish kabin igerisinde steril petri kaplarma (9
cm ¢apli) dokiildii. Stok besin ortamlarinin hazirlamak i¢in kullanilan tiim kimyasallar

Duchefa Biochemie B.V. (Hollanda) firmasindan temin edildi.
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Cizelge 3.1 Besin ortamlarinda kullanilan bilesenler ve kullanilan miktarlar

INORGANIK MADDELER
MS DCR

(mg/L)
Ca (NO3),.4H,0 - 556.00
KNO3 1900.00 340.00
NH;NO; 1650.00 400.00
(NH4)H2PO4 - -
(NH4)2S04 - -
CuS04.5H,0 0.025 0.250
MgSQ,4.7H,0 370.00 370.00
K,S0, - -
MnS0O4.H,0 16.90 22.30
ZnS04.7H,0 8.60 8.60
HsBO; 6.20 6.20
KH,PO, 170.00 170.00
NaH,PO, - -
Na,HPO, - -
NaMo0O,.2H,0 0.25 0.250
CaCl,.2H,0 439.59 85.00
CoCl,.6H,0 0.025 0.025
NiCl,.6H,0 - 0.025
KCI - -
Kl 0.83 0.83
Fe-EDTA
FeS0,4.7H,0 - 27.80
Na,EDTA - -
FeNaEDTA 36.70 37.30
VITAMINLER
Myo-inositol 100.00 500.00
Nicotinic acid 0.50 0.50
Pyridoxine.HCI 0.50 0.50
Thiamine.HCI 0.10 1.00
Glycine 2.00 2.00
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3.3. Siirgiin Gelisimi I¢in Yapilan Deneyler

Asagida ayrintilar1 verilen deneylere baslanmadan oOnce eksplantlarin tiimii
stirglin uyartimi i¢in 3 hafta siire ile 3 mg/L BAP (benzylaminopurine) iceren DCR
besin ortaminda tutuldu. Cimlenen bir tohumdan elde edilen kotiledonlar ayni petri
kabina yerlestirildi. Bu say1 7-12 arasinda degismektedir. Kiiltiirlerin hepsi 2342 °C de
16/8 saat (aydinlik/karanlik) fotoperyotta kiiltiir odasinda tutuldu. Bu odada
1stklandirma igin soguk-beyaz 36 W fliioresan lambalar 151k siddeti yaklasik 50 um/mzls
olacak sekilde kullanildi. Siirgiin gelisimi i¢in yapilan deneyler asagida sirasiyla 4
baslik altinda agikland.

3.3.1. Giberellik asit miktarinin siirgiin gelisimi iizerindeki etkisinin belirlenmesi

Stirglin uyartim1 sonrasinda kotiledonlar literatiir taramasina gore belirlenen
kontrol, 0.5 mg/L, 1.0 mg/L, 2.0 mg/L, 4.0 mg/L ve 8.0 mg/L GA ilave edilmis DCR
besin ortamlarina aktarilmis ve 12 hafta boyunca ilgili besin ortamlarinda tutuldu (4
haftalik periyotlarla 3 alt kiiltiir). Biitin GA uygulamalar1 her birinde 10 petri kab1
olmak tizere 3 defa tekrarlandi. Deneylerde 3 tekrar halinde 10’ar petriden olusan 6
uygulama i¢in toplamda 180 adet petri kabi/kavanoz kullanildi. 12 haftalik GAj;

uygulamasinin sonunda elde edilen siirgiin sayilar1 belirlendi.
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3.3.2. Giberellik asit uygulamaya baslama zamanlarinin siirgiin gelisimi iizerindeki

etkilerinin belirlenmesi

Bu deneylerde siirgiin uyartimi sonrasinda farkli zamanlarda baslanilan GA3
uygulamalarinin etkisi arastirildi. Deneylerde kullanilan GA3 konsantrasyonlari literatiir

taramasina gore kontrol (0 mg/L), 0.1 mg/L, 0.5 mg/L ve 1.0 mg/L olarak belirlenmistir.

Siirgiin uyartimi sonrasinda gruplar 3, 6, 9 hafta slireyle BBD igermeyen DCR
besin ortaminda tutulduktan sonra 12 haftalik GAjz uygulamasina tabi tutuldu. Bu
deneyde 10 petriden olusan 4 grup olmak iizere 3 tekrar olusturuldu ve toplamda 120

kavanoz kullanildi.

3.3.3. Besin ortaminda bulunan makroelement miktarlarinin siirgiin gelisimi

iizerindeki etkisinin belirlenmesi

Bu deneyde uyartim sirasinda ve sonrasinda besin ortaminda bulunan
makroelement miktarlarinin siirgiin gelisimi tizerindeki etkileri arastirildi. Bunun i¢in 5
farkli grup belirlendi, her bir grupta 8 adet petri kabi kullanildi ve her deney 3 defa
tekrar edildi. Besin ortaminda kullanilan diger bilesenlerin miktarlari sabit tutuldu. Test

edilen oranlar asagida belirtilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Makroelement uygulama miktarlart ve uygulanma sekilleri

Uygulama kodu Uyartim sirasinda Uyartim sonrasinda
A iz _ Vs
B ¥4 . ¥z
C (kontrol) 1 — 1
D 1 _— > A
E 1 — %
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3.3.4. Kazeinin siirgiin gelisimi iizerinde etkisinin belirlenmesi

Bu deneyde uyartim sonrasinda kazein (casein hydrolysate) kullanilmasinin
stirgiin gelisimi tizerindeki etkileri arastirildi. Deneylerde kontrol (0 mg/L), 100 mg/L
ve 500 mg/L olmak tizere 2 farkli konsantrasyonda kazein kullanildi ve deneyler 3 defa
tekrar edildi. Bu deneyde 10 petriden olusan 3 grup ve her grubun da 3 tekrar1 yapilarak
toplam 90 petri kab1 kullanildi.

3.3.5. Verilerin toplanmasi ve analiz edilmesi

Yapilan deneylerin sonunda bir eksplant {izerinde meydana gelen 1cm’den uzun
stirglinler sayilarak kaydedildi. Elde edilen veriler GLM’e (General Linear Model) gore
analiz edilmis olup uygulamalar arasinda istatistiksel Onemde farkliliklarin olup
olmadig1 ise Tukey’s HSD c¢oklu karsilagtirma yontemiyle belirlendi. Biitiin istatiksel
analizler MINITAB 15 istatistik paket programiyla yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Giberellik Asit Miktarmn Siirgiin Gelisimi Uzerindeki Etkisi

Stirgiin gelisimi gozlenen 928 eksplattan elde edilen genel siirgiin ortalamasi
1.35 olup bir kotiledondan en fazla 17 siirgiin elde edilmistir. Varyans analizi
sonuclarina gore test edilen GA3z konsantrasyonlart arasinda istatistiksel Onemde

farkliliklar vardir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Giberellik Asit Deneyinin Tek Yonli Varyans Analizi

Varyasyon kaynagi sd Kareler ortalamas1  F degeri
Uygulama 5 448.53 145.61***
Hata 916 3.08

sd: Serbestlik derecesi ***p<0.001

Ortalama en yiiksek siirglin sayis1 4.49 ile kontrol grubundan elde edilmistir.
GA; uygulandiginda siirgiin olusumu ve gelisimi engellenmis ve eksplant basina siirgiin
ortalamalar1 sirasiyla 0.16, 0.30, 0.07, 0.18 ve 0.02 seklinde elde edilmistir (Sekil 4.1).
Tukey’s HSD ile yapilan ikili karsilagtirmalarda kontrol grubunun tamami GAj
uygulamalarindan farkli oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1°de farkli harfi tasiyan
ortalamalar 0=0.05 diizeyinde birbirinden farklidir.). GA; uygulamalarindan higbiri bir

digerinden farkli degildir.
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Sekil 4.1 Giberellik asit miktarinin siirgiin olusumuna etkisi
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Sekil 4.2 Siirgiin uyartim agamasindaki kotiledonlar ve kotiledon iizerinde olusan
stirglinler

4.2. Giberellik Asit Uygulamaya Baslama Zamanlarinin Siirgiin Gelisimi

Uzerindeki Etkisi

Bu deneylerin tiimiinde siirgiin gelisimi gozlenen 853 eksplanttan ortalama 1.86
adet siirglin elde edilmistir. Varyans analizi sonuclarina bakildiginda gecikme, GA3
miktar1 ve gecikme-GAj etkilesiminin istatistiksel olarak birbirinden farkli olduklari

goriilmektedir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 Giberellik asit uygulamaya baslama zaman1 deneyinin tek yonlii varyans
analizi

Varyasyon kaynagi  sd Kareler ortalamasi  F degeri
Gecikme 2 4.8437 9.62%**
Uygulama 3 19.0326 37.79*%**
Gecikme*Uygulama 6 4.7913 9.51***
Hata 841

sd: Serbestlik derecesi **%¥p<0.001

Gecikmeli olarak uygulanan GAgs oranlari ve bunlarin siirgiin gelisimi tizerindeki

etkileri de Sekil 4.3°deki gibi gézlenmistir. GA3 konsantrasyonu artisi ile siirgiin

kayiplar1 da belirginlesmistir.

Sekil 4.3 GA3 uygulamasinin siirgiinler iizerindeki etkisi
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Gecikme zamanlarina bakildiginda GAsz uygulamasina indiiklemeden 9 hafta
sonra baglandiginda siirgiin sayisinin en yiiksek ortalama olan 2.26’ya ulastigi
gorilmektedir (Sekil 4.4). Tukey HSD testinde 9 haftalik ortalama, 3 ve 6 haftalik

gecikme siirelerinden elde edilen ortalamalardan a=0.05 diizeyinde farklidir.

3 -
£ 25 - 2.26b
o T
< 1.71a
T 2 1.63a
£ T 1
£ 15 -
S
I
6 1 -
c
He |
[oT1]
:‘5 015 T
(7]
0 T T 1
3 6 9
Haftalar

Sekil 4.4 Haftalar bazinda siirgiin ortalamalari

Test edilen GA3 konsantrasyonlarina bakildiginda en yiiksek ortalama 3.42 ile
kontrol grubundan elden edilmistir. Test edilen GAj3 konsantrasyonlar1 i¢in ortalama
stirgiin sayilar1 1.67, 0.99 ve 1.46 olarak bulunmustur. Tukey’s HSD ile ortalamalar ikili
olarak  karsilagtirilmalarina  bakildiginda  kontrol  grubunun, biitin  GAj3
uygulamalarindan ve GAj3 miktarlar1 arasinda ise 0.5mg/L GA3z uygulamasiin diger

konsantrasyonlardan farkli oldugu goriilmektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Uygulamalar bazinda siirgiin ortalamalari

Gecikme siireleri icersinde GAjz konsantrasyonlarinin etkisine bakildiginda 3

haftalik gecikme disinda kontrol gruplarinda ortalama siirgiin sayilarinin daha yiiksek

oldugu goriilmektedir. Tukey’s HSD ile yapilan ikili karsilagtirmalarin ¢ogunlugunun

kontrol ile GA3 uygulamalari arasinda oldugu gézlemlenmektedir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3 Haftalar ve uygulamalar bazinda siirgiin ortalamalar1

Stirgilin Grup
ortalamalar1 | benzerlik
Haftalar Uygulamalar
ve  standart |iliskileri
hatalar
Kontrol 2.01+£037 |ak

01mg/L  |3.12+£0.62 |ac

SHafta  roEmal — (064014 |bh
1.0mg/L 1.65+0.21 agh
Kontrol 3.72+0.38 |ce
0.1mg/L 0.72+0.17 |dhk

6Hafta  roeo [078+0.17 |dfhk
1.0mg/L 1.18 £0.19 |adfh
Kontrol 4.84+0.50 |e
0.1mg/L 2.00+0.33 |afg

9 Hafta

0.5mg/L 1.61 £0.28 |adfh

1.0mg/L 1.49£0.30 |adfh
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4.3. Besin Ortaminda Bulunan Makroelement Miktarlarimin Siirgiin Gelisimi

Uzerindeki Etkisi

Siirglin gelisimi gozlenen 1013 eksplattan elde edilen genel siirgiin ortalamasi
2.23 olup bir kotiledondan en fazla 19 siirgiin elde edilmistir. Varyans analizi
sonuclarina gore test edilen makroelement oranlarinin, siirgiin gelisiminde etkili oldugu

belirlenmistir ( Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4 Makroelement oranlar1 deneyinin tek yonlii varyans analizi

Varyasyon kaynagi sd Kareler ortalamas1  F degeri
Uygulama 4 1346.9 99.86***
Hata 1008 13.5

sd: Serbestlik derecesi ***P<(.001

Her bir makroelement orant uygulamasindan elde edilen ortalama siirgiin
sayisina gore C uygulamasinin (1-1; kontrol) en basarili uygulama oldugu (6.8
sirglin/eksplant) ve bu sayiy1 azalan sira ile E, B, D ve A uygulamalarinin izledigi
goriilmektedir (Sekil 4.6). Yapilan Tukey’s HSD ikili karsilagtirma testine gore

uygulama gruplar arasinda istatistiksel agidan fark tespit edilmistir.

8 -
w 7,5 - 6.80c
s 7 A T
56,5
L 6 -
%ig 1
& 7 4.3d
245 - 3.26b 2
£ .4
273 :
6 25 -
S 27 075a
'b;.ol,iz . 0.77 a
U)O'g _

A B C D E

A:1/2-1/2 B:3/4-3/4 C:1-1;(kontrol) D:1-1/2 E:1-3/4
Makroelement oran degisimleri

Sekil 4.6 Makroelement oran degisimlerine gore siirgiin ortalamalari
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4.4. Kazeinin Siirgiin Gelisimi Uzerinde Etkisinin Olup Olmadiginin Belirlenmesi

Siirgiin elde edilen 454 eksplanttan ortalama 3.7 siirgiin elde edilmistir. Eksplant
basina en fazla siirgiin sayis1 19 adet olarak sayilmistir. Varyans analizi sonucuna
bakildiginda test edilen uygulamalarin istatistiksel diizeyde benzerlikleri yoktur (
Cizelge 4.5). Uygulamalarin ortalamalarina bakildiginda kontrol, 100mg/L. kazein ve
500mg/L kazein i¢in sirasiyla 3.89, 3.83 ve 3.42 adet siirgiin elde edilmistir (Sekil 4.7).

Cizelge 4.5 Kazein deneyinin tek yonlii varyans analizi

Varyasyon kaynagi sd Kareler ortalamasi F degeri
Uygulama 2 10.24 0.83fd
Hata 451 12.31

sd: Serbestlik derecesi fd:Farkli degil

Besin ortaminda kullanilan kazein miktar1 artisinin ¢ok az da olsa elde edilen
stirgiin sayisinda diislise neden oldugu tespit edilmistir. Tukey’s HSD c¢oklu
karsilastirma yontemine gore kazein uygulamalari arasindaki fark istatistiksel agidan

onemli degildir.

4> 3.89 383

Siirgiin ortalamalari/eksplant

Kontol 100mg/L 500mg/L

Casein uygulamasi

Sekil 4.7 Kazein uygulamas siirgiin ortalamalari
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5. TARTISMA

Kizilgamda GA3z miktarinin siirgiin gelisimi tizerindeki etkilerinin incelendigi bu
deneyde en yiiksek siirgiin ortalamasi kontrol grubundan elde edilmistir. GA3 uygulanan
gruplara bakildiginda da en yiiksek siirgiin ortalamas1 1 mg/L GA3z konsantrasyonundan
elde edildigi gorilmistir. GAz uygulamasmin denendigi agaclar arasinda Morus
cathayana tiirii iizerinde ¢alisan Pattnaik ve Chand (1996) en iyi sonuca 0.2 mg/L ve 0.4
mg/L GA; konsantrasyonunda elde ettigi tespit edilmistir. Yine benzer bir ¢alismada
Vengadesan ve Pijut (2008) Q. rubra tizerinde yaptiklar1 ¢alismada 0.29 uM GA3 ile en
Iyl siirgiin verimine ulagmiglardir. Nas (2003) Corylus avellana L. tiiriinde siirgiin
uzamasi i¢cin 10mg/L GA3 kullanmis ve en uygun uzamayi elde etmistir. Bir diger
calismada Joshi vd (2002) Eucalyptus tereticornis tiiriinde yaptiklari arastirmada
Img/L BAP ve 0.04 mg/L GA; konsantrasyonundan en iyi siirgiin gelisimini elde
etmislerdir. Calismalarimizda bu arastirmalarda test edilen konsantrasyonlara bakilarak,
bir alt ve {ist sinir belirlenerek bir desen olusturulmustur. Bu aralik ilk asamada 0 — 8.0
mg/L. olarak tespit edilmis, 1.0 mg/L {izerindeki GA3z konsantrasyonlarda siirgiin
kayiplarinin ¢ok daha hizli ve yogun oldugu belirlenmistir. Kizilgamda bu ¢aligma
kapsaminda yaptigimiz deneylerin geneline bakildiginda ise GAz uygulamasinin siirgiin
gelisimini olumsuz yonde etkiledigi, gelismis siirgiinlerin de karardigi ve 6ldiigii tespit
edilmistir.  Calismalar neticesinde elde edilen veriler test edilen GAg;
konsantrasyonlarmm Kizilgam’da direkt organogenesis yontemiyle elde edilen
stirglinlerin gelisiminde/uzamasinda uygun olmadigini gostermektedir.

GA; uygulamaya baslama siirelerinin test edildigi ¢alismada ise siirgiin uyartimi
sonrast GA3z uygulamasina hemen gec¢ilmesi ile uygulamaya ge¢ baslama arasinda fark
olup olmadigi incelenmistir. Literatiirde benzer 6rnegi olmayan bu caligmada ayni
zamanda daha once gerceklestirilen calismalardaki GAj konsantrasyonlari nispeten
basarili araliga ¢ekilmis (0.1 mg/L - 1.0 mg/L) ve uygulamaya baslanmadan Once

belirlenen siirelerde BBD i¢ermeyen besin ortaminda bekletilmistir.

Bekleme siiresi deneyiyle siirgiin gelisiminin baslamasimin ardindan GA3
uygulamasinin nasil etki edecegi ve GAs uygulamasinin siirgiin gelisimini bastan mu,
yoksa siirglinler gelistikten sonra mu etkiledigi, ayrica boyle bir durumda siirgiinlerin

kag¢inci haftalarda bu uygulamadan etkilendikleri arastirilmistir.
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Calisma sonunda en yiiksek siirgiin ortalamasi kontrol grubundan elde edilmis,
GA;3 uygulamalar1 arasinda da en iyi sonu¢ 0.1 mg/L GAsz uygulamasindan elde
edilmistir. Siirglinlerin uyartim sonrasinda belli bir gelismislik gdstermesinin ardindan
BBD icermeyen besin ortaminda belirlenen siirelerde gelismesi beklenmis, ardindan
GA; uygulamasina tabi tutulmus, ancak gelisim siiresinin uzunluguna bakilmaksizin
GA; uygulamasinin kizilgamda siirgiin gelisimini olumsuz etkiledigi tespit edilmistir.
Haftalar bazinda bakildiginda 3 ve 6 haftalik uygulamalarin arasinda fark olmadigi,
ancak 9 haftalik uygulamanin bunlardan istatistiksel olarak farkli oldugu tespit
edilmistir. Caligma sonunda GAj3 uygulamasina katilan eksplantlarin bekleme siireleri
fark etmeksizin 6ldiigli, uzunluklar1 arasindaki farklarin ise GAjz uygulamasi dncesi
gecirdigi siireye bagli olarak olustugu, bekleme siiresinin artmasiyla siirglinlerin daha
uzun gelisme firsat1 bulduklari ve uzunluklarin da arttig1 belirlenmistir. Ileride yapilacak
calismalarda GAz’tin 0.1 mg/L den daha disiik miktarlarda test edilmesi uygun bir

segenck olabilir.

Besin ortaminda kullanilan makroelement miktarlarinin test edildigimiz
calismada en yiiksek siirgiin ortalamasi 6.8 ile kontrol grubu olan tam kuvvet
makroelement kullanilan besin ortamindan elde edilmistir. Bunu takiben 4.3 ile uyartim
sonras1 tam kuvvetten % kuvvete alinan eksplantlardan elde edilmistir. Bu oranlar, besin
ortaminda kullanilan makroelement miktarlarinin azalmasi ile diismiistiir. Benzer
calismalardan Fadel vd (2010) Mentha spicata (yesil nane/bahg¢e nanesi) tiiriinde
yaptiklar1 calismada ii¢ farkli besin ortamini (1/4, %2 ve tam kuvvet) test etmisler, en
yiiksek siirgiin ortalamasini 2 MS ortaminda elde etmislerdir. Diger bir ¢alismada
Ganasan ve Huyop (2010) Citrullus lanatus tiiriinde yaptiklar1 ¢alismada koklendirmeye
aldiklar1 siirgiinleri cesitli BBD’ler eklenmis 2 farkli konsantrasyondaki (1/2 ve tam)
MS besin ortaminda test etmisler ve en yiiksek basariya bizim de ¢alismamizda alinan
sonuglarla Ortiiglir nitelikte tam kuvvet MS ortaminda ulasmislardir. Yine benzer bir
sonug alinan Hidayah vd (2012) Pogostemon cablin tiirii iizerine yaptiklari ¢alismada %2
ve tam kuvvet kullanilan besin ortamlarindan en yiiksek siirgiin ortalamasina tam
kuvvet besin ortaminda ulagsmislardir. Benzer ¢alismalarda da tespit edildigi iizere bu
calismada da tam kuvvet makroelement kullanilan besin ortamlarinda elde edilen siirgiin
ortalamast daha yiiksek olup miktarin azalmasiyla ortalamalarin distiigii tespit

edilmistir.
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Kazein uygulamasinin siirgiin gelisimine etkisinin arastirildigi ¢alismamizda CH
uygulamasiin iki konsantrasyonu uygulanmis ve CH uygulamalarinin kendi arasinda
siirglin gelisiminde en bagarili konsantrasyonun 100 mg/L oldugu belirlenmistir.
Calismamizda BBD kullanilmayan besin ortaminda gelistirilen siirgiinlerin (kontrol
grubu) CH uygulamasina nazaran daha 1iyi bir gelisim gosterdigi, CH
konsantrasyonunun artmastyla bu gelisimin az da olsa diistiigl tespit edilmistir. Bagka
bir ¢am tiirlinde yapilan bir ¢alismada Pinus strobus tiiriinde yapilan bir ¢alismada
yetiskin zigotik embriyolardan kallus kiiltiirii ile rejenerasyon gergeklestiren Tang ve
Newton (2005) 500 mg/L CH uygulamasiyla en yiiksek basariy1 elde etmislerdir. Bu
konudaki benzer bir ¢alismada VVengadesan ve Pijut (2008) Q. rubra tizerinde yaptiklari
caligmalarda en iyi silirgiin gelisimine WPM ortaminda 4.4 pM BA, 0.29 uM GA; ve
500 mg/L kazein uygulamasinda ulagmislardir. Bir diger ¢alisgmada Ainsley vd (2000)
Prunus dulcis Mill. (Badem) tiiriinde yaprak dokusundan adventif siirgiin gelisimi
calismasinda % 0.1m/w CH, 9.8 uM IBA ve 6.8 uM TDZ kombinasyonu ile en yiiksek
slirglin ortalamasina ulagsmislardir. Calisma sonunda kazein uygulamasinin, istatistiksel
olarak farkli olmamasina ragmen, siirgiin gelisimini az da olsa olumsuz etkiledigi ve

stirgiin gelisimini yavaslattigi belirlenmistir.

29



6. SONUC

Bu c¢alismanin sonuglar1 kizilgam (Pinus brutia Ten.) tiriinde GAgj;
uygulamasimin uygun olmadigini, siirgiin gelisimini yavaslattifi ve c¢ogunlukla
durdurup, gelismis olan siirglinleri de oOldiirdiglinii gostermistir. Besin ortaminda
kullanilan GA3z’iin gecikmeli olarak verilmesinde gecen siirenin sadece siirglin gelisimi
icin firsat yarattigi, ancak GAj3’lin olumsuz etkilerinin siireye bakmaksizin yine de
goriildiigl tespit edilmistir. Diger taraftan kullanilan besin ortamindaki bilesenlerden
makroelementlerin siirgiin gelisimi i¢in 6nemli oldugu, % ve % oranlarda kullanilan
makroelementlerin tam kuvvete nazaran gelisimi olumsuz etkiledigi tespit edilmistir.
Son olarak CH (kazein hidrolizat) kullaniminin siirgiin gelisimini az da olsa olumsuz

etkiledigi tespit edilmistir.
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8. EKLER

EK-1: TERIMLER SOZLUGU

Aseptik: Steril kogullar altinda

Eksplant: Bitkiden alinan pargacik

Ex sitii: Canlinin yasadig1 dogal ortam diginda

In sitii: Canlinin yasadig1 dogal ortam

In vitro: Laboratuar ortaminda ya da yapay kosullarda

Mikrogoglatim: Bir bitkiden alinan ve tam bir bitkiyi olusturabilme potansiyeline sahip
bitki kisimlarindan (embriyo, tohum, goévde ,siirgiin, kok, kallus vb) yapay besin

ortamlarinda ve aseptik kosullar altinda yeni bitkilerin elde edilmesidir.
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