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OZET

Bu c¢aligmada, populasyonlarimn kaybolma tehlikesiyle karsi karstya kalmug
endemik tiirler olmalant ve birey sayisi az, liretim materyali temini gli¢ olan Betula
medwediewii ve Zelkova carpinifolia subsp. Yomraensis taksonlarimn doku kultii teknigi
ile Gretimi amaglanmugtir.

B. medwediewii'de vejetasyon donemi iginde 6 farkh ortetin kuzey ve giineye
bakan taraflarindan alman koltuk tomurcukian ile ¢ahgilmstir. Her ortetten alinan 40 adet
ornek 4 mg/l BAP dozunun kullamldigi WPM ortamuinda kiiltiire alinmugtir. Kaltir agilama
isleminden 2, 6 ve 10 hafta sonra yapilan goézlemlerle, klonlar ve eksplantin alindig
yonlerin eksplantlarin yagama yiizdeleri, kallus ve siirgiin olusturma durumlan iizerine
etkiler aragtintmigtir. 6 hafta sonunda olusan uiun sirginler 2 mg/l NAA dozu igeren
WPM ortaminda koklendirmeye alinmuslar ve 4 hafta sonunda koklenmislerdir.

Vejetasyon donemi diginda geng bir ortetten ahnan eksplantlar ise farkh
BAP+NAA dozlanndan olusan 8 farkh WPM ortaminda kiiltiire ahnmuglardir. En iyi
gelisme 4 mg/l BAP dozunun kuilamldigit NAA bulunmayan ortamda elde edilmigtir.
Diger ortamlarda gelisme meydana gelmemistir.

Z. carpinifolia subsp. Yomraensis'den alman eksplantlar Zeatin, BAP, IAA ve
IBA doz ve kombinasyonlarindan olugan MS ve WPM ortamlarinda kiltiire alinnmglardir.
Z. carpinifolia subsp. Yomraensis'te kallus olusumu saglanmus, strgiin gelisimi

saglanamanustir.

~ Anahtar Kelimeler: B. medwediewii, Z. carpinifolia subsp. Yomraensis, Doku Kiltiiri,
Mikrovejetatif tiretim



SUMMARY

Micropropagation of Betula medwediewii and Zelkova carpinifolia subsp.

Yomraensis by Tissue Culture Techniques

In this study, it was aimed propagation of Betula medwediewii and Zelkova
carpinifolia subsp. Yomraensis which have been difficult obtaining of the material, had
few amount of individual and endemic species’ by using tissue culture.

It was studied on bud explants of Betula medwediwii taken south and north side
of 6 different ortets in growing season. 40 samples were obtained for every ortet and they
were cultured into the WPM (Woody Plant Medium) included 4 mg/l BAP. 2, 6, and 10
weeks later from the explants were cultured, effects of the different clones and direction
of taken exsplants from ortet were researched on the survival rate of the explants, callus
and shoot formation. In the end of 6 weeks, formed long shoots were placed into WPM
rooting media included 2 mg/l NAA. And the shoots were rooted 4 weeks later.

Bud explants taken from the young ortet during the dormancy season were
cultured cultured into the WPM media included different BAP + NAA concentrations.

The bud explants belonged Zelkova carpinifolia subsp. Yomraensis were placed
into WPM and MS (Murashige & Skoog) media included Zeatin, BAP, IAA, and IBA
concentrations and combinations. Callus formation was realised but shoot formation was

not realised for Zelkova carpinifolia subsp. Yomraensis.

Key Words:‘ B. medwediewii, Z. carpinifolia subsp. Yomraensis, Tissue Culture,

Micropropagation
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Ginimiiz kosullarinda, ilkemiz ormanlarindan tretilen odun hammaddesi,
gereksinimi kargilayamayacak durumundadir. Ote yandan diinya niifusunun siirekli artmas:
ve yenilenemeyen kaynaklarin giin gectikce azalmasi kargisinda, orman ve orman
tirtinlerine duyulan ihtiyacin gelecek yillarda daha da artacag: tahmin edilmektedir. Bu
nedenle giiniimiiz ormancis1 bu giin mevcut genetik rezervleri korumak ve bunlan ¢esitli
sekillerde ¢ogaltmak durumundadir. Genetik islah galigmalan olarak adlandinlan bu
¢aligmalarin basarisi her seyden Once, mevcut genetik c}esitlili{ge ve kullanilan islah ve
tiretim yontemlerinin kalitesine baghdir (1).

Orman agaclan 1slahinda bu giine kadar gesitli yontemler gelistirilmis ve bu
yontemler halen kullamlmaktadir. Orman agaglarmn islah calismalarinda vejetatif
¢ogaltmanin 6nemli rolii bulunmaktadir. Genetiksel olarak aym &zellikleri tagiyan selekte
edilmis genotipleri tiretmek i¢in vejetatif tiretme yontemleri kullanilir (2).

Odunsu bitki tirlerinin vejetatif olarak c¢ogaltilmasint genis bir gekilde
gergeklestirmek igin; gelikle iretme (makro vejetatif {iretme) ve in vitroda tiretme (mikro
vejetatif tiretme) gibi iki teknikten s6z edilmektedir (2).

Vejetatif tiretmenin geleneksel yontemi gelikle {iretmedir. Yalniz, odunsu bitkilerin
celikle iiretilmesinde, verilen siire igerisinde ¢ogaltilan bireylerin sayis1 genel olarak azdir.
Cogu kez uygun yer ve uygun bitkisel materyalin bulunamamasi hizli Gretimin
kisitlanmasina neden olmakta, bu da doku kiltiirii ile Gretimi daha avantajhi kilmaktadir
3.

Doku kiltiirih deyiminin tam anlamu, agz kapatilmig 6zel cam tiip ya da
kavanozlarda sentetik ve steril beslenme ortamlarinda fidan tretimidir (4). Bilinen diger
klasik itiretim yontemlerinden farkh olarak bitkinin ¢egitli kisimlarindan alinan kiiciik bir
doku pargasi (eksplant), steril edildikten sonra gesitli besin maddeleri igeren sentetik steril
gida ortaminda (in vitro) ve uygun gevre kosullaninda (15ik, rutubet ve sicaklik) kiilttire
alinmaktadir (5).



Doku kiiltiiriiniin, vejetasyon d¢énemine bagh kalmaksizin, yil boyunca
galigilabilmesi, bir klonu sinirsiz bir gekilde iiretmeye imkan vermesi, haploid ve poliploid
bireyler elde edilebilmesi, genetik ¢esitlilifi saglamak igin gen bankalan kurulabilmesi,
zengin tohum yillarimin seyrek oldugu ve tohumlarinin saklanmasimn zor oldugu agag
tirlerinin iretilmesi, az bir alanda ¢ok sayida fidan elde edilebilmesi, kuraklik, hava
kirliligi, soguk, hastalik vb. durumlara dayantkli bireylerin segilerek uretilebilmesi gibi pek
¢ok avantaji bilinmektedir (2, 4, 6). Bu avantajlar iilkemizde de doku kiiltiiriiniin baz1
orman agagclarinin iiretiminde kullaniimasim gerekli kilmustir. Ozellikle celikle ve tohumla
retimi zor ve uzun sireli, Giretim materyali temini zor olan bitki tiirlerinde doku kiltiirii
yontemine bag vurulmaktadir (7, 8).

Bu c¢ahsmada, populasyonlanimin kaybolma tehlikesiyle kargt karsiya kalmug
endemik tlirler olmalart ve birey sayisi az, tretim ma{teryali temini gli¢ olan Betula
meadwediewii ve Zelkova carpinifolia subsp. Yomraensis taksonlarmim doku kaltd teknigi

ile tiretimi amaglanmustir.
1.2. Betula medwediewii’nin Genel Ozellikleri

Cogunlukla 4-5 m boylarinda bir gahdir. Dallar kalin ve yukanya yoneliktir.
Sturgtinler tiyli, tomurcuklar biyik ve lizeri yapigkandir. Yapraklar genis yumurta
bigiminde olup kizilafa¢ yapragina benzemektedir. Yaprak kenarlan diizensiz ¢ift sirali
diglidir. Orta ve yan damarlarn birlegim yerlerinde alt yiizde tiiyler bulunur (9).

Erkek ¢igek kurullan kisa sapli ve dik durur: Bu yéniiyle diger Betula tirlerinden
ayrihir. Meyve pulunun orta lobu yandakilerin iki katidir. Nus dar kanathdir (9).

Yerel bir dagihg1 vardir. Kafkasya ile Kuzeydogu Anadolu’da yayilir. Artvin-
Murgul Savval Tepe (1560 m) Yorelerinde, Rize Vartar Yaylasinda (2000 m), Artvin
Atilla ormanlarinda seyrek olarak relik halde rastlamr. Cogunlukla ladin ormanlarinda,
orman gulleri ve kus tivezi ¢aliliklan arasinda bulunur. Dogal yayilig alam diginda botanik
bahgelerinde ve parklarda siis bitkisi olarak onemii bir yeri vardir (9, 10). Heniz
tilkemizde bu agacimz herhangi bir parkimizda yetistirilmis degildir (10).



1.3. Zelkova carpinifolia subsp. Yomraensis’in Genel Ozellikleri

Diinya tizerinde Bat1 ve Dogu Asya’da beg Zelkova tiirii yayilmaktadir. Bunlardan
yalmz birisi Zelkova carpinifolia tilkemizde Kars, Musg, Siirt ve Hakkari gibi Dogu
Anadolu illeri iginde ender olarak yayilan Hyrcano-Euxine bir elementtir. Giirgen yaprakli
Zelkovanin genel cografi yayihs1 ise Dogu Anadolu’dan baska, Kuzey Iran ve Kafkasya
olarak bilinmektedir. Ancak, Trabzon-Yomra yoresinde saptanan bu yeni Z. carpinifola
subsp. Yomraensis taksonu, mese, giirgen, karaafa¢, defne ve sandal gibi tiirlerle bir
arada, tek tek ya da kiigik gruplar halinde bulunmaktadir (11).

2-3 (-5) m boylarinda bir ¢alidir. Yapraklan genellikle esas tiire gére daha kiigik,
bir kenarindaki dis sayist daha azdir. Ust yiizii tipki dag karaagaci gibi zzmpara seklinde
piiriizlii ve tiiylii, ender olarak titysiizdiir. Odununda 6z 1ginlan heteroseliilerdir. Diigiik
yiikseltilerde (30-100 m), mese ve giirgen ¢aliliklan arasinda bulunmaktadir (11).

1.4. Literatiir Ozeti

Giinimiizde in vitroda ¢esitli bitki tiirlerinin doku kiiltiirii teknikleri ile
uretilmesinde, kallus kiiltiiri, organ kiiltiirii, embriyo kiiltiirii, hiicre ve protoplast kiltiiri
kullamlmaktadir (1, 5, 16). Doku kiiltiirii teknikleri kullamlarak bitki iiretimi
gergeklestiriimesinde ti¢ farkli yontem izlenmektedir. Bunlar; eksplantlarda mevcut koltuk
tomurcuklarindan siirglinlerin  geligmesi, eksplantlar iizerinde direk olarak adventif
tomurcuklarin farkhlagmasi ve hiicre ya da kallus kiltiirlerinde somatik embriyolann
olugmasidir. Embriyo kiltiirii ile bitki rejenerasyonu ise embriyolarin direk olarak kiiltiir
ortaminda kiltiire alinmasiyla saglanmaktadir (1).

Bu calismada, B. medwediewii ve Z. carpinifolia subsp. Yomraensis tiirlerinde,
yukanda sayilan yontemlerden organ kilttirii yani bitkinin koltuk tomurcuklan
kullanilarak rejenere fidecik elde edilmeye caligilmgtir.

Dinyada ve tlkemizde B. medwediewii ve Z. carpinifoli subsp. Yomraensis
tirleriyle ilgili direk olarak yapilmug bir ¢aliymaya rastlaniimamigtir. Ancak Betula ve
Zelkova cinsleriyle ilgili yaplhms aragtirmalar bulunmaktadir.



Huhtinen ve Yahyaoglu (17), Betula pendula’da yaptiklan ¢ahismada, kinetin ve
IAA’y1 MS ortamuna 0.5 mg/l ve 25 mg/l ekleyerek, kallus kiiltiirii ile siirgiin olusumu
elde etmis ve bu stirgtinleri ortalama 0.01 mg/l 2.4-D ekleyerek kéklendirmislerdir.

Yahyaoglu (18), Betula pendula ve Picea abies kambial dokularim kullandig
arastirmasinda Bertula pendula’da rejenere fidecik, Picea abies’te ise kallus olusumu elde
etmigtir.

Ugler (1), Populus tremula ve Tilia rubra tuzerine yaptig1 ¢ahsmada, P.
tremula’da organ kiilturiiyle, 7. rubra’da ise embriyo kiiltiiriiyle rejenere fidecik elde
etmis, in vitro ve in vivoda koklendirme iglemi gergeklestirmistir.

Vihera-Aamio ve Ryynanen (19), yartiklan bir aragtirmada, B. pendula'mn
tohumda elde edilen fidanlan, agilama yoluyla elde edilen fidanlant ve doku kiiltiirii ile
uretilen fidanlan gelisme, tag yapisi, ¢iceklenme ve tohum verimi agisindan sera
kosullarinda kargilagtirmiglardir. 4 yil sonunda, mikrovejetatif yolla tiretilen bitkiler, agili
fidanlardan yaklagik 2 kat daha fazla tohum vermiglerdir. Béylece, seralarda kurulacak
tohum bahgelerinde agth fidan yerine doku kiiltiirii yoluyla retilen fidanlar
kullamlabilecegini belirtmiglerdir.

Vijayakumar ve ark. (20) nesli tiikkenmekte olan Betula uber iizerine yaptiklar bir
aragtirmada, bu tlire ait tomurcuklan seradaki ve dogadaki bireylerden toplamiglar, MS
ortaminda kiltiire almuglardir. 4 hafta sonra 2-3 cm uzunlugunda, 3-4 yaprakh siirgiinler
olusmustur. 20 C sicaklik ve 16 saat i1k altinda perlit igerisinde sakstya alinan siirgiinler
4-6 hafta icerisinde kok gelistirmiglerdir.

Perez ve Postigo (21)'nun yaptif: bir arastirmada Betula celtiberica'mn geng
fidanlarindan kesilip alinan siirgiin pargalarindan geng bitkiléri basarili bir gekilde
tretmislerdir. 0.1 mg/l BAP igeren ortam kargisinda 0.6 mg/l BAP i¢eren MS ortamunda
kiltiire almmadan 20 giin sonra siirgiin olusumunun ve siirgiin boyunun daha iyi oldugu
gozlenmistir. 0.2 mg/l IBA konsantrasyonunda 1 hafta sonunda kokler gelismeye
baslamustir.

Ballester ve Vietez (22), Husun mikrovejetatif iiretimini etkileyen faktérler iizerine
yaptiklan ¢aligmada, ortamlara ve eksplantin gesidine gore goga;lma ve gelisme oranlarin
araragtirmiglardir. BAP ve NAA'mn 5 farkhi kombinasyonundan olusan ortamlara tepe
tomurcugu, yan tomurcuk ve sirgiin pargast konulmus, her ortamda tepe ve yan

tomurcuklar benzer sonuglar verdigini belirtmislerdir. Siirgiin par¢alanmn gelisimi, 4



ortamda digerlerinden daha iyi olmustur. Sirgiinlerin yaklagik olarak % 95'1 IBA igeren
ortamda koklenmistir.

Chalupa (23), Avrupa ladini, sarigam, duglas, larix ve 16 yaprakh tiirde yaptig
caligmada, embriyo kiltirii, organ kiiltiiri ve kallus kiiltiiriini kullanmugtir. Distik dozda
(1 mg/l) BA iceren MS ve WPM ortamlarim kullanmistir. Genig yaprakhilarda WPM ve
MS ortamlarinda 0.2 ve 2 mg/l BA dozlanm, diisiik tuz igeren koklendirme ortaminda ise
IBA veya NAA hormonlarmi kullanmugtir. En iyi sonug¢ geng fideciklerden elde edilen
eksplantlarda saglanmustir.

Ide ve Yamamoto (24), 17 yasindaki 8 Betula maximowicziana agacindan
aldiklart kig tomurcuklanm kiiltire almiglardir. Strgin geligimi igin, BAP, NAA ve 2.4-
D'nin konsantrasyonarim igeren MS ve Anderson'un ortamlarini kullanmiglardir. 60 giin
sonunda 5 mm uzunlugunda 9 siirgiin koklendirme ortatuna alinmug, 17 giin sonra hem
BAP hem de BAP ve 2.4-D'nin bulundugu ortamlarda koklenme meydana gelmistir.

Saito ve ark. (25) Betula platyphylla var. Japonica Hara'min yaprak saplariu ve
sirgiin pargalanim kullanarak, siirgiin olusumu ve gelisimini BAP'm 0.7 mg/l olarak
eklendigi IS ortaminda saglamislardir. Koklenme IAA eklenen ortamda gerceklesmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Betula medwediewii ile ilgili Materyal

Denemelerde kullanilan ortetlere ait siirgiinler, Murgul Orman iletme Midiirligi,
Kabaca Bolgesi, Savval Tepe Mevkiinde dogal olarak yetisen 6 farkli Betula medwediewii
klonundan ve Karadeniz Teknik Universitesi Orman Fakiiltesi Serasinda bulunan

fidandan elde edilmiglerdir (Sekil 1).

Sekil 1. Betula medwediewii Materyalinin Alindig: Ortetler, Murgul, Kabaca, 1500 m
2.1.2. Zelkova carpinifolia subsp. Yomraensis ile Tigili Materyal

Denemelerde kullamlan materyal, Trabzon Ili, Yomra Ilgesinde dogal olarak
yayili gosteren Z. carpinifolia subsp. Yomraensis ortetlerinden elde edilmislerdir.



2.2. Yontem
2.2.1. Materyalin AliInma Zamam
2.2.1.1. Betula medwediewii’ de Materyalin Alhinma Zamani

Murgul, Kabaca Bélgesinden, siirgiinlerin tiimii vejetasyon doneminin iginde
alnmustir. Siirgiin ornekleri 24 Temmuz 1997°de 6 farkli ortetten alimmustir. KTU Orman
Fakiiltesi serasinda bulunan gen¢ ortete ait sirgiinler ise 13 Subat 1998 tarihinde
alinmugtir. Yaklagik 10-15 em uzunlugunda kesilen siirgiinler, aliiminyum folyolar igine
sarilarak laboratuvara ulagtirilmis ve galismalarda kullamilana kadar +4 °C’de saklanmugtir.

2.2.1.2. Zelkova carpinifolia subsp. Yomraensis’te Materyalin Alinma

Zamani

Zelkova sirgiinlerinin alinma iglemi vejetasyon dénemi iginde yapilmustir. Siirgiin
ornekleri 19 Ekim 1997 tarihinde 2 adet ortetten, 15 Kasim 1997 ve 18 Nisan 1998’de
baska bir ortetten, Yomra Iigesi, 100 m yiikseltiden alinmustir. Siirgiinler yine yaklagik
10-15 cm uzunlugunda kesilmis ve aliminyum folyolara sarilarak laboratuvara
goturilmis, deneysel ¢aligmalarda kullanilana kadar +4 °C’de saklanmustir.

2.2.2. Besin Ortamlarinin Saptanmasi ve Hazirlanmasi

Bitki doku kiltirlerinde dikkate alinmasi gereken faktorlerden bir tanesi gesitli
mineral besin elementleri ve vitaminleri igeren besin ortamlandir (1). Ginimiize kadar bir
cok sentetik besin ortamm geligtirilmigtir. Bu ¢alhiymada, Murashige ve Skoog tarafindan
gelistirilmis MS (12) ve Llyod ve McCrown tarafindan geligtirilmis WPM (Woody Plant
Medium) (13) adh iki temel besin ortamm kullamlmugtir. Bu besin ortamlannin
hazirlanmasinda kullamian stoklarn igerikleri Tablo 1’de verilmigtir.

1 litre MS besin ortam hazirlamak icin Tablo 1°de verilen stok eriyiklerden, MS
MAKRO STOK’tan 100 ml, MS MIKRO STOK’tan 10 ml aynca, 100 ml NaFe EDTA,
100 mg Myo inositol, 10 mi MS Vitamin Stok, 20 gr sakkaroz kullanimgtir.



Tablo 1. MS ve WPM Ortamlarinin Hazirlanmasinda Kullanilan Stok Eriyikler
(12, 13, 14, 15).

MS WPM
Besin Maddeleri |  Miktar (mg/l) Besin Maddeleri |  Miktart (mg/1)
MAKRO STOK MAKRO STOK 1
NH,NO; 16500 NH,NO; 4000
CaCl 3320 KH,PO, 1700
KH,PO, 1700
MAKRO STOK II
MIKRO STOK H,SOs | 9900
H;BO; 620
MnS0,.4H,0 2230 MIKRO STOK ITI
ZnS0,.7H,0 860 H;PO; 620
KI 83 NaMoQ,.2H,0 25
NaMoO4.2H20 25 .
CuS0..5H,0 2.5 MIKRO STOK IV
CoCL.6H,0 2.5 MnS0..4H,0 ' 2240
ZnSO0,. 7TH,0 860
, CUSO4.5H20 25

1 litre WPM besin ortami hazirlamak igin, Tablo1’de verilen stok eriyiklerden
MAKRO STOK I ve II’den 100’er ml, MIKRO STOK II ve IV’ten 10’ar ml ahnarak 1
litrelik olgt silindirine konmugtur. Ortama 100 ml NaFeEDTA (Tablo 2), 10 ml MS
Vitamin Stok (Tablo 2), 20 gr sakkaroz eklenmistir.

Tablo 2. MS Vitamin Stok ve NaFeEDTA Igerigi (15).

MS Vitamin Stok | Miktar: (mg/]) NaFe EDTA Stok Miktart (mg/l)
Nicotinic Asit 50 NaFe EDTA 390
Pyridoxin HCI 50 i
Thiamine HCI 10
Glycine 200

Her iki ortamin hazirlanmasinda ortamlara degisik dozlarda bitki biiyiime
diizenleyicileri (Hormon ve Sitokinin) eklenerek ortamun hacmi saf suyla 1 litreye
tamamlanmustir. Ortam daha sonra behere bosaltilarak, manyetik kangtirict yardimiyla
kangtinlmsg, hassas bir pH metre ile 0.1 molar ve 1 molarhk NaOH ve HCl ilave edilerek
ortamm pH’st ayarlanmugtir. Ortama 6.5-7 gr agar eklenerek isiticili manyetik
kanstincilarda seffaf bir renk alincaya kadar agarn tam olarak ¢oziinmesi igin

kaynatilmigtir. Kaynayan ortam 15 x 200 mm’lik kiiltiir tiiplerine ya da 60 x 100 mm




ebatlarinda kapakli cam kavanozlara aktanlmugtir. Tiplere aktanlan ortamlarin agz
aliiminyum folyo ile kavanozlar kapakla sikica kapatilmg, otoklavda 120 °C ve 1 atm.
basing altinda 20 dakika sterilizasyona tabi tutulmustur. Kéklendirme ortami hazirlanirken

de aym iglemler tekrarlanmstir.
2.2.2.1. Sakkaroz ve Bitki Biiyliime Diizenleyicilerinin Se¢imi

Sakkaroz odunsu bitki tiirlerinde biiylime ve farkhlagmanin desteklenmesi igin en
iyi karbonhidrat olarak gosterilmektedir (1).

Bitkilerin doku kultiiri ile Giretiminde bitki biyiime diizenleyicilerinin gok buyiik
Onemi vardir. Bunlarin bir bolimi dogal olabilecegi gibi (IAA ve Zeatin) sentetik de
olabilir (BAP, IBA) (1, 16). )

Cesitli bitki dokulanmin ¢ogaltidmasinda siirglin  olusumunu saglamak igin
¢ogunlukla sitokininler kullanilmaktadir. BAP ve Kinetin en ¢ok kullanilan sitokininlerdir.
Bunun yamnda dogal bir sitokinin olan zeatin de kullamlabilmektedir. Boy biiyiimesinde
ve kok olusumunda ise IBA, NAA ve IAA hormonlan etkili olmaktadir (1, 16).

2.2.2.1.1. Betula medwediewii’ de Denenen Ortamlar
Denemelerin baslangicinda B. medwediewii’den alinan tomurcuklar daha 6nce B.

pendula’da kullamlan ve oldukga basarili olan WPM (13) ortamina konmusgtur (Tablo 3).
Tablo 3. WPM Betula medwediewii Baslangig ve Cogaltma Ortami (15).

Icerik Miktar'
WPM Makro Stok I 100 ml
WPM Makro Stok II 100 ml
WPM Mikro Stok IIT 10 ml
WPM Mikro Stok IV 10 ml
Na,FeEDTA 100 mi
MS Vitamin Stok 10 mi
Myoinositol 100 mg
BAP 4 mg
Sakkaroz 20 gr
Agar 7 gr
pH 5.7
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Murgul, Kabaca Bolgesinden 6 .farkh ortetin, kuzey ve giiney taraflarindan alinan
tomurcuklar 26. 07.1997 tarihinde Tablo 3’te gosterilen WPM ortamuna her klonun
kuzeyinde ve giineyinden 20’ser adet olmak iizere toplam 40’ar adet tomurcuk kiiltiire
almmigtir. Klonlar ve kuzey ile glineyden alinan eksplantlar arasinda gelisme agisindan ve
yagama yiizdesi bakimindan fark olup olmadig: aragtinimustir.

Daha sonra KTU Orman Fakiiltesi serasmin bahgesindeki geng ortetten alinan
eksplantlar Tablo 4 ve 5'te gosterilen BAP + NAA’nin degisik dozlarindan olusan 8 farkh
WPM ortamina konmus ve bu dozlarn siirgiin ve kallus olusumu tizerine etkileri

aragtirlmagtir.

Tablo 4. Sirgiin Olusumu ve Gelisimi I¢in Ortama Eklenen BAP, NAA,

Sakkaroz ve Agar Miktarlan
1. Ortam | 2. Ortam | 3. Ortam | 4. Ortam
BAP (mg/l) 4.0 4.0 4.0 4.0
NAA (mg/l) -—- 1.0 2.0 3.0
Sakkaroz (gr/l) 20.0 20.0 20.0 20.0
Agar (gr/l) 7.0 7.0 7.0 7.0

Tablo 5. Siirgiin Olusumu ve Geligimi I¢in Ortama Eklenen BAP, NAA,

Sakkaroz ve Agar Miktarlar
5. Ortam | 6. Ortam | 7. Ortam | 8. Ortam
BAP (mg/) 3.0 3.0 3.0 3.0
NAA (mg/l) -—- 1.0 2.0 3.0
Sakkaroz (gr/) | 20.0 200 | 200 | 200
Agar (gv/l) 7.0 7.0 7.0 7.0
2.2.2.1.2. Zelkova carpinifolia subsp. Yomraensis’te Denenen Ortamiar

03.10.1997 ve 19.10.1997 tarihlerinde Yomra’dan, 2 farkh klondan alinan
eksplantlar Tablo 6, 7 ve 8’de gosterilen farkli Zeatin, BAP, IAA ve IBA dozlarindan
olusan ortamlara 10’ar adet konmustur. Bu ¢alismada 6ncelikie Zelkovamn siirgiin verdigi

ortam saptanmaya ¢aligilmigtir. Bunun igin de MS ve WPM ortamlart denenmisgtir.
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Tablo 6. WPM Ortamunda Kullamlan Zeatin, Myoinositol, Sakkaroz ve Agar

Miktarlan
1. Ortam | 2. Ortam | 3. Ortam | 4. Ortam
Zeatin (mg/l) 6.0 4.0 6.0 4.0
Myoinositol (mg/l) 100.0 100.0 200.0 | 2000
Sakkaroz (gr/]) 20.0 20.0 200 20.0
Agar (gr/l) 7.0 7.0 7.0 7.0

Tablo 7. MS Ortaminda Kullanilan BAP ve IAA, Myoinositol, Sakaroz ve Agar

Miktarlan
5. Ortam 6. Ortam
BAP (mg/l) 2.0 . 2.0
IAA (mg/]) 20 | 0.4
Myoinositol (mg/l) 100.0 100.0
Sakkaroz (gr/l) 20.0° 20.0
Agar (gr/l) 7.0 7.0

Tablo 8. MS Ortamnda Kullamlan BAP, IBA, Myoinositol, Sakaroz ve Agar

Miktarlar
7. Ortam 8. Ortam
BAP (mg/l) 2.0 2.0
IBA (mg/l) 1.2 0.4
Myoinositol (mg/l) 100.0 100.0
Sakkaroz (gr/l) 20.0 20.0
Agar (gr/l) 7.0 7.0

18 Nisan 1998 tarihinde alinan Z. carpinifolia subsp. Yomraensis siirgin pargalar
10, 20, 30, 40 gr/l sakkaroz igeren hormonsuz, WPM ortamlarinda kiiltiire alinmug ve
sakkaroz miktarinin gelisme tizerine etkileri aragtinimagtir.

2.2.2.2. Ortam pH’simin Ayarlanmasi

Denemelerde kullamlan besin ortamlarinin pH’st ortame{ agar katiimadan 6nce pH
metre ile 6l¢iilmiig, NaOH ve Hcl ile 5.7 + 2’ye ayarlanmugtir.
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2.2.3. Sterilizasyon

2.2.3.1. Besin Ortamlarinin Sterilizasyonu

Ortam sterilizasyonu i¢in 6nerilen minimum zaman ortamun hacmine gore
degismektedir. Bu siire 20-50 ml hacim i¢in minimum 15 dakika, 50-75 ml hacim igin
minimum 20 dakika olarak belirlenmigtir (1). Kiltiir tipleri veya kavanozlara konan
ortamlar agizlan kapatilarak otoklavda 121 °C sicaklik, 1.1 atm. basingta 20 dakika
bekletilerek steril edilmistir. Ortamlarla birlikte agz1 kapali sigelerde eksplantlarin yiizeysel
sterilizasyonunda kullanilmak iizere destile su da steril edilmistir.

2.2.3.2. Materyalin Yiizeysel Sterilizasyonu

Eksplantlarin sterilizasyonu, odunsu bitki tiirlerinin doku kiiltiiriindeki en 6nemli
problemlerinden biridir. Ozellikle, bitkisel materyal yagh bireylerden segildiinde
enfeksiyon kapma olasiig1 artmaktadir. Bu nedenle yiizeysel sterilizasyon siiresi, bireyin
yasina ve tiriine gore degismektedir (1). Calisma yapilan her iki tiirde de bitkiden
kesilerek alman siirgiin pargalari, aliiminyum folyoya sarlarak + 4 C’de buzdolabinda
saklanmstir. Calisma yapilacag: zaman surgiinler gesme suyu ile iyice yikanms, 1 veya 2
tomurcuk tagiyacak sekilde pargalanmugtir. Siirgiin pargalan agz kapakl bir kavanoza
konarak % 70’lik alkolle 15-20 saniye calkalanmus, alkol siiziilerek doktlmils, materyal
saf su ile yikanmigtir. Kavanoza % 2.5°lik NaOCl (sodyum hipoklorit) dokillerek 1-2
damla yumusatic: twin damlatilmug ve kavanozun kapag kapatifarak manyetik karstirici
yardimyla kangtinlarak 15 dakika steril edilmigtir. Vejetasyon donemi baginda alinan taze
Z. carpinifolia subsp. Yomraensis sirgiinleri zarar gormemesi i¢in 10 dakika steril
edilmistir. Bu siire sonunda eksplantlar steril ¢aligma kabininde steril su ile 3-4 defa
durulanmus, bir miktar steril su iginde kapah halde ¢alismaya hazir duruma getirilmigtir.

2.2.3.3. Kullanilan Alet ve Ekipmanlarin Sterilizasyonu

Steril ¢aliyma kabini ve odast bir giin énceden yakilan ultraviole iginlarla steril
edilmistir. Kaltir asilama ¢ahsmalarina baglamadan 6nce ultraviole lambalar kapatilarak
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kabinin havalandirmasi 20-30 dakika siire ile ¢ahigtinldiktan sonra kabin, % 70’lik aikolle
silinmigtir. Steril kabinle birlikte binokiiler mikroskop da alkolle silinerek steril edilmis,
kullanilacak petri kaplan aliminyum folyoya sarilarak Onceden otoklavda steril hale
getirilmistir. Kiltir agilamada kullamlan bisturi, makas ve pensler kiigiik bir beher
icerisinde bulunan % 99’luk absolik alkolde bekletilerek ¢aligmaya baglamadan 6nce uglan
kizarincaya kadar iyice yakilmstir. Caligma esnasinda alet ve ekipmanlarin yaninda eller
de alkolle sik sik silinmigtir.

2.2.4. Materyalin Kiiltiire Alinmasi

Steril hale getirilen Betula medwediewii sﬁrgﬁnle{indeki tomurcuklar bir petri kab1
igerisinde kesilerek bir pens ve bisturi yardimiyla tomurcuk pullan temizlenmis ve
tomurcugun ortasinda kalan bir kag¢ yaprak taslagi (2-3 mm) birakilmugtir. Yaprak taslag
alt kismu besin ortamina girecek sekilde pens yardimiyla ortama yerlestirilmig, tiipiin agz
aliminyum kapakla tekrar sikica kapatilmgtir. Gelisen siirgiin ve kalluslar, aym steril
kosullarda 3-4 haftada bir yeni besin ortamlarna aktarilmugtir.

Zelkova carpinifolia subsp. Yomraensis’in ¢ok kiigiik olan tomurcuklarimn pullan
binokiiler mikroskop altinda temizlenmis ve 1-2 mm’lik yaprak taslaklan ortama
yerlestirilmistir. Vejetasyon donemi baginda alman 6rneklerde tomurcuk bulunmadig: igin
sirgiin pargalan, internodlarindan 3-4 mm uzunlugunda kesilerek kiiltiir ortamlarina

yerlestirilmigtir.
2.2.5. Kiiltiir Kosullan

Eksplantlarin  kiiltiire alinmasindan sonra gelisebilmeleri i¢in uygun ¢evre
kosullaninda bulunmalan gerekmektedir. Sicakhk, 1sik ve rutubetin belli oranlarda olmasi
gerekir. Orman agact doku kiiltiirleri i¢in inkiibasyon sicakliklar1 20-28 °C arasinda
degismekte genellikle 25 °C civarinda uygulanmaktadir (1, 16). Isik siddeti genel olarak
1000-5000 liikks arasinda degismekte (1), rutubet ise % 70 s;eviyesinde tutulmaktadir.
Inkitbasyon ortamu olarak 25+1 °C sicaklik, 3000 litks 151k siddeti, 16 saat aydinhik ve 8
saat karanlik kogulu ve % 70 rutubete ayarh bityiime odasi kullanilmsgtir.
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2.2.6. Gelisme Siiresince Yapilan Ol¢iim ve Gozlemler
2.2.6.1. Eksplantlardaki Geligsme ve Siirgiin Olusumu

Eksplantlarin  kiiltiir ortamlarnina aktarimasindan sonra, yasama ylzdeleri
(enfeksiyon kapma durumlan), geligme durumlan, sirgiin olusumlar, renkleri, yaprak
boyutlan ve kallus olusturma durumlan goézlenmigtir. Kalluslar 3-4 haftada bir
temizlenerek yeni ortamlara aktanlmgtir.

2.2.6.2. Siirgiinlerin Kéklendirilmesi

Betula medwediewii’de olusan siirgiinlerin koéklendirilmesinde temel besin
ortaminda sitokinin (BAP) kullamimadan 2 mg/l NAA kullandmugtir (Tablo 9). In vitroda
koklenen fidecikler 1:1 turba + perlit kanigimindan olusan ortama aktanimus ve iginde
bulundugu saksimn iizeri camla kapatilarak ortama uyum saglamasi i¢in 2 hafta sire ile
biyiime odasmnda bekletilmigtir. Saksinin tizeri kademeli olarak agilmus, fidecigin dig
ortama uyumu saglanmustir.

Tablo 9. Betula medwediewii Koklendirme Ortamu

Icerik Miktar
WPM Makro Stok I 100 m!
WPM Makro Stok II 100 ml
WPM Mikro Stok ITI 10 ml
WPM Mikro Stok IV 10 ml
Na,FeEDTA 100 ml
MS Vitamin Stok 10 ml
Myoinositol 100 mg
NAA 2 mg
Sakkaroz 20 gr
Agar 7 or
pH 5.7.




15

2.2.7. Denemelerin Kurulmasi ve Degerlendirilmesi

Betula medwediewii’de Murgul’dan alinan eksplantlardan 20 kuzey ve 20 giiney
olmak iizere 6 farkli klondan 40’ar 6rek kullamlmigtir. KTU Orman Fakiiltesi serasindan
alinan eksplantlar, 8 farkl ortama 10’ar adet konmugtur.

Zelkova carpinifolia subsp. Yomraensis eksplantlan 2 farkli klondan alinarak her
ortama 20’ser adet konmustur. 18 Nisan 1998 tarihinde alinan siirgiin pargaciklan ise

10'ar adet konmustur.
2.2.8. Verilerin Degerlendirilmesi

B. medwediewii’de Murgul’dan alinan materyallérin ortamlara konmasindan 2, 6
ve 10 hafta sonraki yasayan eksplant sayisi, sirgiin ve kallus olusturup olusturmadiklan
tablo halinde belirlenip, 10. haftadaki klonlara ve klonlarin kuzey ve giineye bakan
taraflarina gére yasama ylizdeleri hesaplanmig, klonlar ve bakilar arasinda bir fark olup
olmadig Varyans Analizi ile tespit edilmistir. Varyans Analizleri icin STATGRAPHICS
istatistik paket programu kullanimugtir.



3. BULGULAR

3.1. Betula medwediewii ile Tigili Bulgular
3.1.1. Siirgiin ve Kallus Olusumuna Ait Bulgular

Murgul, Kabaca Bolgesinden alnan 6 farkli ortetin kuzeye ve giineye bakan
taraflarindan alinan tomurcuk eksplantlan, steril kogullarda tomurcuk pullan temizlenerek
birkag yaprak taslagi Tablo 3’te gosterilen WPM ortaminda kiiltiire ahnmgtir.

Eksplantlar kultire alindiktan 2 hafta sonra yapilan gézlemlerde, Tablo 10’da da
goruldigu gibi, eksplantlarm bir kismumin enfeksiyon hedeniyle oldugi belirlenmigtir.
Klonlara gore yasayan eksplant sayis1 $ekil 2°de goriilmektedir. 2 hafta sonunda siirgiin
ve kallus olusumu gorilmemis, yalmzca yaprak taslaklan canlanmig ve biiyiimeye

baglamugtir.

Tablo 10. 1 Nolu Ortama Konan B. medwediewii Eksplantlarimn 2 Hafta Sonraki

Durumu
Klon Yasayan Eksplant Sayist ve Yiizdesi
No Kuzey | Giiney Toplam Stirgiin Kallus
1 11 (55) 10 (50) 21 - -
2 2 (10) 11 (55) 13 ; -
3 13 (65) 13 (65) 26 - -
4 14 (70) 15 (75) 29 - -
5 11 (55) 16 (80) 27 - -
6 11 (55) 10 (50) 21 - -

3. hafta sonunda yasayan eksplantlarin kuvvetli siirgiin verdigi (Sekil 3), 1-2 cm
boyutlarinda iki biyiik yaprak olugturdugu gozlendi.

4. haftadan sonra siirginlerin biyik yapraklan kesilerek kavanozlarda yeni
ortamlara aktarildi. Eksplantlar kavanozlara aktanldiktan sonra yesil kallus olusumu artt1
ve 6. haftadan sonra kalluslarda stirgiin farklilagmas: bagladi.
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6. haftada yine kalluslarin bir kisminm enfeksiyon nedeniyle 6ldigii gézlendi. Sekil
4 ve Tablo 11°de klonlara ve bakilara gore yasayan eksplant sayilari, siirgiin ve kallus

olusturma durumlan gorulmektedir.

80+
704

£ Kuzey
Giiney

Yagayan Eksp. Ylzdesi
8

Sekil 3. 3 Nolu Klona Ait Tiiplerde Bulunan Siirgiinlerin 3 Hafta Sonraki Durumlari
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Tablo 11. 1 Nolu Ortama Konan B. medwediewii Eksplantlarinin 6 Hafta Sonraki

Durumu
Klon | Yasayan Eksplant Sayisi ve Yiizdesi
No Kuzey Giiney Toplam Stirgiin Kallus
1 4 (20) 10 (50) 14 + +
2 - 3 (15) 3 + +
3 7 (35) 5 (25) 12 + +
4 8 (40) 9 (45) 17 + +
5 6 (30) 13 (65) 19 + +
6 4 (20) 10 (50) 14 + +

g
N
=
&
i & Kuzey
5, BGilney
&
>—

Klon No

Sekil 4. 6 Hafta Sonunda Eksplantlarin Alindigy Baiklya Gore Yagayan Eksplant Yiizdesi

6. haftada yapilan g6zlemlerde siirgiin sayilanmn arttigi gorildii fakat, siirgiin
boylan ¢ok kisa oldugu i¢in siirgtinler sayillamadi.

10. hafta sonunda da siirgiin boylan ¢ok kisa oldufu igin siirgiinler {izerinde
gerekli 6lgiimler yapilamadi. Ortam degistirme caligmalan sirasinda laboratuvarda gikan
bir aksakliktan dolay1 1 hafta sonra 5 nolu klon digindaki tiim kultiirler digaridan
enfeksiyon kaparak oldiiler (Tablo 12) (Sekil 5).



19

Tablo 12. 1 Nolu Ortama Konan B. medwediewii Eksplantlarimn 10 Hafta

Sonraki Durumu

Klon Yasayan Eksplant Sayist
No Kuzey Giiney Toplam Stirgiin Kallus
1 - 1(5) 1 + +
2 - 2 (10) 2 + +
3 7 (35) 5(25) 12 + +
4 6 (30) 8 (40) 14 + +
5 5 (25) 6 (30) 11 + +
6 - 1(5) 1 + +
g
he
=
ﬂ‘m.n B Kuzey
g B Gine
% y
>

Klon No

Sekil 5. 10 Hafta Sonunda Eksplantlarin Alindig1 Bakiya Gore Yagayan Eksplant Yiizdesi

1 nolu ortama konan eksplantlarm 10. hafta sonundaki yasama yiizdeleri
hesaplanmig (Tablo 13), Varyans Analizi ile klonlar ve klonlann kuzey ve giineyinden
alinan tomurcuklar arasinda yagama yizdesi bakimindan bir fark olup olmadis
aragtirmgtir.
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Tablo 13. Murgul'dan Alinan B. medwediewii Eksplantlariun 10 Hafta Sonraki

Yasama Yizdeleri
Klon| Eksplantin | Kiiltire Alinan | 10. Haftada Yagayan | Bakilarin | Klonlarin
No | Alindig: Baki [ Eksplant Sayisi Eksplant Sayisi Yagsama | Yasama
Yizdesi | Yiizdesi
1 Kuzey 20 - - 2.5
Giiney 20 1 5
2 Kuzey 20 - - 5.0
Giiney 20 2 10
3 Kuzey 20 7 35 30.0
Giiney 20 5 25
4 Kuzey 20 6 30 35.0
Giiney 20 8 40
5 Kuzey 20 5 25 27.5
Giiney 20 6 . 30
6 Kuzey 20 - - 2.5
Giiney 20 1 5

Yapilan Varyans Analizi sonucunda, klonlar arasinda eksplantlarin yagsama yiizdesi
bakimindan % 95 giiven diizeyinde fark oldugu belirlenmig, farkliliklarin hangi kionlar
arasinda oldugu ise Duncan Testi sonucunda saptanmigtir (Tablo 14, Tablo 15).

Duncan Testine gore en fazla yagsama yiizdesi siralamasinin 4, 3, 5, 2 ve 1-6 nolu
klonlar seklinde oldugu, 1 ve 6 nolu klonlar arasinda yagama yiizdesi bakimindan bir fark
bulunmadig: belirlenmistir.

Tablo 14. 1 Nolu Ortam Igin Yagama Yiizdesi ile Klonlara Ait Varyans Analizi

Varyasyon |Kareler Serbestlik | Kareler F-Oram | Glven
Kaynag Toplamm | Derecesi Ortalamasi ' Diizeyi
Gruplar Aras1 | 2335.4167 5 467.08333|999.999 | 0.0000
Gruplar I¢i 0.0000 6 0.00000

Toplam 2335.4167 11

Tablo 15. Yasama Yizdesi ile Klonlara Ait Duncan Testi

Klon Veri Sayist | Yagama Yiizdesi Homojen Gruplar
1 2 2.5 * '
6 2 2.5
2 2 5.0 *
5 2 27.5 *
3 2 30.0 *
4 2 35.0 *
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Yapilan Varyans Analizi sonucunda % 95 giiven diizeyinde ortetin kuzey ve

giineyinden alinan eksplantlarin yasama yizdeleri arasina bir fark olmadifi ortaya
¢ikmustir (Tablo 16).

Tablo 16. 1 Nolu Ortam I¢in Yasama Yiizdesi ile Ortetlerin Bakilarma Ait

Varyans Analizi
Varyasyon | Kareler Serbestlik | Kareler F-Orant | Giiven
Kaynag Toplami | Derecesi Ortalamasi Diizeyi
Gruplar Aras1| 234.7222 | 23472222 | 1.466 0.2653
Gruplar I¢i | 1120.8333 7 160.11905
Toplam 1355.5556 8

Sekil 6'da 10. hafta sonunda enfeksiyon kapmadan yagayan B. medwediewii kallus

ve surginleri, Sekil 7 ve 8'de kalan 5 nolu klona ait siirgiinlerin 14. hafta sonundaki
durumlan goériimektedir.

Sekil 6. 10 Hafta Sonunda 1 Nolu Ortamda Bulunan B. medwediewii Eksplantlan
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Sekil 7. 14 Hafta Sonunda 1 Nolu Ortamda Bulunan B. medwediewii Eksplantlan

Sekil 8. 14 Hafta Sonunda 1 Nolu Ortamda Bulunan B. medwediewii Eksplantlar



23

22 Subat 1998'de KTU serasindan alinan B. medwediewii eksplantlan Tablo 4 ve
S'te goriilen ortamlara konduktan 4, 8 ve 10 hafta sonunda yapilan gézlemlerde ortamiara
gore yaprak ve kallus olusturma durumlan belirlenmigtir (Tablo 17, 18 ve 19). 8
ortamdan sadece 1 Nolu ortamda gelisme gozlenmig, 1.5 cm uzunlugunda yaprak
olustugu saptanmustir (Sekil 9).

Tablo 17. KTU Serasindan Alinan B. medwediewii Eksplantlarimn 4 Hafta

Sonundaki Durumlarn

Ortam Yaprak Tomurcuk Kallus
1. Ortam Geligti Agidi Olugtu
2. Ortam Geligmedi Acilmadi Olustu
3. Ortam Gelismedi Agilmadi Olugturmadi
4. Ortam Geligmedi Acilmad: Olusturmadi
5. Ortam Geligsmedi Ag¢tlmadi Olustu
6. Ortam Gelismedi Actlmadi Olustu

7. Ortam Geligmedi Acilmadi Olusturmadi
8. Ortam Gelismedi Acilmadi Olusturmadi

Sekil 9. KTU Serasindan Alinan B. medwediewii Eksplantlarimn 1 Nolu Ortamda,
4 Hafta Sonundaki Durumlar
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8. hafta sonunda 2, 3 ve 8 nolu ortamlarin digindaki tiim ortamlarda kallus
olugmus, fakat 1 nolu ortam diginda yaprak geligimi gorilmemigtir (Tablo 18).
Tablo 18. KTU Serasindan Alinan B. medwediewii Eksplantlarimn 8 Hafta

Sonundaki Durumlan

Ortam Yaprak Tomurcuk Kallus
1. Ortam Gelisti Acidi Olustu
2. Ortam Geligmedi Aciimadi Olustu
3. Ortam Gelismedi Acilmad: Olusturmadi
4. Ortam Gelismedi Acilmadi Olugturmadi
5. Ortam Gelismedi Acilmadi Olustu
6. Ortam Geligmedi Acilmadi Olustu

7. Ortam Gelismedi Acilmadi Olustu
8. Ortam Geligsmedi Acilmadi Olusturmadi

KTU serasindan alnan eksplantlarda 10. hafta ‘sonunda hi¢bir ortamda strgiin
farklilagmas1 goriilmemistir. Ancak 1 nolu ortamda diger ortamlara gore daha iyi kallus ve
yaprak olusumu gozlenmigtir. 5 nolu ortamdaki eksplantlar tamamen yesil kallusa

déniigmigtiir. Diger ortamlardaki kalluslarda higbir gelisme olmamstr (Sekil 10).

Sekil 10. KTU Serasindan Alinan B. medwediewii Eksplantlanmn 10 Hafta Sonundaki
Durumlan
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Tablo 19. KTU Serasindan Alinan B. medwediewii Eksplantlarimn 10 Hafta

Sonundaki Durumian

Ortam Yaprak Tomurcuk Kallus
1. Ortam Gelisti Acildi Olustu
2. Ortam Geligmedi Agtimadi Olustu
3. Ortam Gelismedi Acimadi Olusturmadi
4. Ortam Gelismedi Agilmadi Olusturmadi
5. Ortam Gelismedi Agiimad Olustu
6. Ortam Gelismedi Acilmadi Olustu
7. Ortam Gelismedi Acimadi Olustu
8. Ortam Gelismedi Agiimadi Olustu

3.1.2. Kéklenmeye Ait Bulgular

Eksplantlar ortama konduktan 10 hafta sonra 3 ;101u klondan 2-3 cm boylarinda
iki siirgtin kesilerek Tablo 9°da goriilen koklendirme ortamina aktarimustir. Aktanldiktan
4 hafta sonra yapilan gozlemlerde siirgiinlerden birinin 3-4 cm uzuntugunda kalin kokler
olusturdugu gorilmugstiir. Koklenen regenere fidecik 1:1 turba + perlit kangimindan
olusan ortama aktanlmusy, fakat fidecik dlmiistiir. Daha sonra kalan 5 nolu klondan alman
sirgin yine Tablo 9'da goriilen koklendirme ortammna aktanlmustir. 4 hafta sonunda
koklenen fidecik 1:1turba + perlit kangimindan olugan ortama aktanimis ve geligmesine
devam etmigtir (Sekil 11 ve 12).

Sekil 11. 1:1Turba + Perlit Kangimindaki B. medwediewii Fidecigi
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Sekil 12. 1:1Turba + Perlit Kangimindaki B. medwediewii Fidecigi

3.2. Zelkova carpinifolia subsp. Yomraensis’e Ait Bulgular

03 Ekim 1997 ve 19 Ekim 1997 tarihlerinde Yomra’dan, 2 farkh klondan alinan
eksplantlar Tablo 5, 6 ve 7°de gosterilen farkli Zeatin, BAP, TIAA ve IBA dozlanndan
olusan ortamlara 20’ser adet konmustur.

2 ve 4 hafta sonra yapilan gozlemlerde eksplantalamn % 90’mmn yagadig1,
enfeksiyon kapma orammin ¢ok disik oldufu gozlenmigtir. Yasayan eksplantlarin
tamarmimm yesil kallus olugturdugu, yalmz hig sirgiin vermedigi saptanmustir (Sekil 13).

18 Nisan 1998'de alman eksplantlar 10, 20, 30 ve 40 gr/l sakkaroz igeren,
hormonsuz WPM ortamlarina konmustur. 2 hafta sonunda, internodlarindan kesilerek
ortamlara konan siirgiin parcalarinda kallus gelismesi goriilmemis fakat eksplantlar
canhliklarim devam ettirmistir (Sekil 14).



Sekil 14. Kallus Olusturmayan Z. carpinifolia subsp. Yomraensis Siirgtin Pargalan



4. DEGERLENDIRME

Bu ¢alismada, populasyonlarmin kaybolma tehlikesiyle kargt karsiya kalmug
endemik tiirler olmalar1 ve birey sayisi az, Uretim materyali temini gii¢ olan Betula
medwediewii ve Zelkova carpinifolia subsp. Yomraensis taksonlarimn doku kiiltii teknigi

ile Gretimi amaglanmugtir.
4.1. Betula medwediewii ile ilgili Bulgularin Degerledirilmesi

B. medwediewii'de vejetasyon donemi i¢inde 6 farkli ortetin kuzey ve giineye
bakan taraflarindan alinan koltuk tomurcuklar ile aligimugtir. Her ortetten alan 40 adet
ornek 4 mg/l BAP dozunun kullamidigt WPM ortaminda kiiltiire alimmugtir. Kiiltiir agilama
isleminden 2, 6 ve 10 hafta sonra yapilan gézlémlerle, klonlar ve eksplantin alindig:
yonlerin eksplantlann yasama yuzdeleri, kallus ve siirgiin olusturma durumlar Gzerine
etkileri aragtinimsgtir.

2 hafta sonunda, 1 nolu klonun % 52.5 (21 adet)’i, 2 nolu klonun % 32.5 (13
adet)’i, 3 nolu klonun % 65 (26 adet)’i, 4 nolu klonun % 72.5%i, 5 nolu klonun % 67.5
(27 adet)’i ve 6 nolu klonun % 52.5 (21 adet)’i (Tablo 9) canliigim siirdiirebilmis,
digerleri enfeksiyon nedeniyle dlmislerdir. 2 hafta igerisinde yagayan eksplantlarin hig
birisi stirgiin veya kallus olusturmamustir.

4 hafta sonunda bitiin klonlarda siirgiin ve yesil kallus olugumu gozlenmigtir. Ik
olusan siirgiinler 1-2 cm kadar biiyiik yapraklar olugturmuglardir. Bu yapraklar kallus
gelisimini hizlandirmak amaciyla kesilerek, eksplantlar kavanozlara aktarilmg ve daha
genis bir alan saglanmigtir. Kavanozlara aktarildiktan sonra kallus olusumu hizlanmig, 6.
haftada siirgiin farklilagmalan baglamugtir.

6 hafta sonunda, 1 nolu klonun % 35 (14 adet)’, 2 nolu klonun % 7.5 (3 adet)’i, 3
nolu klonun % 30 (12 adet)’u, 4 nolu klonun % 42 .5 (17 adet)’i, 5 nolu klonun % 47.5
(19 adet)’i ve 6 nolu klonun % 35 (14 adet)’i yesil kallus olugturmus, digerleri enfeksiyon
nedeniyle dlmiistiir.
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10 hafta sonra yapilan gozlemlerde yagama yiizdeleri Tablo 12’de goriildiigi gibi,
1 nolu klonda % 2.5, 2 nolu klonda % 5, 3nolu klonda % 30, 4 nolu klonda % 35, 5 nolu
klonda % 27.5 ve 6 nolu klonda % 2.5 olarak tespit edilmistir.

Eksplantlann alindig1 ortetlerin yash bireyler olmasi ve eksplantlarin vejetasyon
donemi iginde alinmig olmasi enfeksiyon orammn artmasmna neden olmustur. Yasgh
bireylerin geng bireylere gore daha fazla enfeksiyon tagimalar nedeniyle, KTU Orman
Fakiiltesi serasindaki geng ortetten alinan eksplantlar tizerinde de ¢aligmaya gidilmistir.

Yapian Varyans Analizi sonuglarma gére, % 95 giiven diizeyinde, klonlar
arasinda yasama yiizdesi bakimindan fark vardir. En iyi yasama yiizdesinin 4, 3 ve 5 nolu
klonlarda, en kotii yasama yiizdesinin ise 1 ve 6 nolu klonlarda oldugu Duncan Testi ile
belirlenmigtir. Ortetler aym yiikselti, baki ve yetisme ortaminda bulunmalarina ragmen
boyle bir farkin g¢ikmasi bireyler arasinda gen(;tipik bir farkhlik oldugunu
dusindirmektedir. Bakilar arasinda yapilan Varyans Analizi sonucunda bir fark ¢tkmadigi
saptanmustir.

10. hafta sonunda siirgiin boylan ve siirgiin sayilart belirlenmek istenmis, fakat
siirgiinler ¢ok kisa oldugu i¢in 6l¢tim yapilamamugtir.

10 hafta sonunda olusan uzun siirgiinler, 2 mg/l NAA dozu igeren WPM
ortaminda koklendirmeye alinmiglar ve 4 hafta sonunda koklenmislerdir. Kdoklenen
fidecikler 1:1 turba + perlit ortamna alinmug, fakat fidecikler sagliksiz oldugu icin
6lmustiir. 5 nolu klondan alinan rejenere siirgiin yine 2 mg/l NAA i¢eren WPM ortaminda
4 haftada koklenmistir. Daha sonra 1:1 turba + perlit ortaminda geligerek sirgiin vermistir
(Sekil 11 ve 12).

KTU Orman Fakiiltesi serasindan alinan 6rneklerde, BAP + NAA kombinasyonlari
denenmesi yoluna gidilmistir (Tablo 4, 5). 4 hafta sonunda yalmz 1 nolu ortamda 1.5 cm
uzunlugunda yaprak geligmis, diger ortamlardaki tomurcuklar agilmamglardir (Sekil 9). 8
ve 10. hafta sonunda da 1 nolu ortam diginda yaprak veya siirgiin gelisimi goriilmemis, az
miktarda kallus olugumu gérilmiistiir.

Murgul'dan alinan 6rneklerin vejetasyon donemi iginde, KTU Orman Fakiiltesi
serasindan alman o6rneklerin vejetasyon dénemi diginda alinmasi biiytime farkhhiklar
gostermistir. Vejetasyon donemi diginda alman 6rnekler aym ortamda (1 nolu ortam),

Murgul'dan alman &rneklere gore daha yavag gelisme ve farkhilagma gostermislerdir.
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Murgul'dan alinan 6meklerde, 6 hafta sonunda siirgiin farklilagmasi baglamasina ragmen

KTU serasindan alinan érneklerde, 10 hafta sonunda siirgiin farklilagmas: goriillmemistir.
4.2. Z. carpinifolia Subsp. Yomraensis ile ilgili Bulgularin Degerlendirilmesi

8 hafta sonunda, 8 farkli ortamda siirgiin farklilagsmas: saglanamamgtir. Ortama
konan eksplantlarda enfeksiyon sorunu olmamus, % 901 yesil kallus olusturmustur.
Ortamlarda yiiksek dozlarda hormon ve sitokinin kullanilmasi, kallus gelisimini tegvik
etmig fakat siirgiin gelisimine bir etkisi olmamugtir.

18 Nisan 1998'de alnan eksplantlar 10, 20, 30 ve 40 gr/l sakkaroz igeren,
hormonsuz WPM ortamlarina konmustur. 2 hafta sonunda, internodlarindan kesilerek
ortamlara konan strgiin pargalarinda kallus geﬁ$me§i gorilmemis fakat eksplantlar
canhliklarim devam ettirmistir (Sekil 14). Z. carpinifolia subsp. Yomraensis'te bitkinin
yapisindan kaynaklanan enfeksiyon sorunu yoktur.



5. SONUCLAR VE ONERILER

Yiiksek Lisans tezi olarak hazirlanan bu calismada, dogal yayilis alamnda
giiniimiizde ok az sayida bireyin yasadigi endemik turlerimizden Betula medwediewii ve
cok dar bir yayihs alanina sahip Zelkova carpinifolia subsp. Yomraensis tiirlerinin, doku
kultiiri tekniklerinden meristem (organ) kiiltiiriiyle Gretilmesi amaglanmustir.

Tomurcuk eksplantlannmin kiiltiire alinmasinda enerji kaynagi olarak kullamlan
sakkarozun 20 gr/1 dozunun, WPM ortaminda daha iyi gelisme sagladig: belirlenen Betula
pendula ortami Betula medwediewii'de de kullamlmis ve oldukea iyi sonug elde edilmistir.
Yine Betula pendula'da siirgiin farklilagmas saglamak amaciyla ortama eklenen 4 mg/l
BAP dozu da Betula medwediewii'de iyl sonug vermis: kuvvetli siirglin olusturmugtur.
Siirgiin boylarinin yeterli boya ulagmamalari, boy biiyiimesini destekleyici hormonlarin
eksikliginden kaynaklanmigtir. Bu nedenle 6ksin ve sitokinin kombinasyonlarindan olusan
yeni ortamlar denenmistir.

Farkh ortetlere ait tomurcuk eksplantlarinin yagsama yiizdeleri farkhilik gostermis,
ortetlerin kuzey ve glineye bakan taraflanindan alinan tomurcuk eksplantlariin yagama
yiizdeleri istatistiksel anlamda bir farkhlik gostermemistir. 10 hafta sonunda en iyi yasama
yitzdesine 4 nolu klon, en kotii yagama yiizdesine ise 6 ve 1 nolu klonlar sahiptir.

Uzun siirgiin veren 3 nolu klondan kesilen siirgiinler in vitroda 2 mg/l NAA
dozunun kullamldigs WPM ortaminda koklendirmeye alinmig ve 4 hafta sonunda uzun ve
‘kalin kokler olusturmuslardir. Betula medwediewii fidam iiretme ¢ahgmalarinda bu doz
kullamlmalidir. 5 nolu klondan alinan rejenere siirgiinler yine ‘aym ortamda 4 haftada
koklenmis, 1:1 perlit + turba ortamina aktanldiktan sonra gelismeleri devam etmistir.

KTU Orman Fakiiltesi serasindan alinan eksplantlar, 8 farkh BAP + NAA
kombinasyonundan olugan ortamlarda kiiltiire alinmug, en iyi gelismeyi 4 mg/l BAP
kullamlan ve NAA igermeyen 1 nolu ortamda géstermistir. Ancak Murgul'dan vejetasyon
donemi i¢inde alman eksplantlara gére daha yavas gelismistir. Betula medwediewii'nin
doku kiltiiri ile Gretiminde 1 nolu ortam kullamlmali ve eksplantlar vejetasyon donemi
icinde alinmalidir.
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Ortetlerin yash fertlerden secilmesi, enfeksiyon oramimi arttirmugtir. Bu nedenle
ortetler segilirken geng ve saglikli bireyler arastinlarak, eksplantlar bu bireylerden
almmalidur.

Fenotipik seleksiyonla segilen ve in vitroda en iyi gelismeyi saglayan klonlar
belirlenmeli ve uretilmelidir. Vatam diginda Gnlii botanik bahgelerinde, parklarda siis
bitkisi olarak yetistirilen Betula medwediewii ilkemizde heniiz herhangi bir parkta
bulunmamaktadir. Olduk¢a glizel goériiniigiyle, peyzaj agisindan ve neslinin titkeniyor
olmasi nedeniyle, botaniksel agidan 6nemli olan bu agag¢ tirimiiziin Gretimi yapiimal ve
park, bahgelere dikilerek yayginlagtiriimahidir.

Z. carpinifolia subsp. Yomraensis ekspiantlan 8 farklh WPM ve MS ortamlaninda
kultire alnmus, kallus olugpumu saglanmig, sirgin farkldagmasi saglanamamugtir.
Ortamlarda daha digiik dozlarda sitokinin ve oksin kosantrasyonlan denenmeli,
arastirmalara devam edihnelidir.
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