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OZET

Mikro iiretim teknikleri, secilen orman agact genotiplerinin kitlesel iiretiminde son
derece Onemlidir. Bu ¢alismada Istranca mesesi (Quercus hartwissiana) nin koltuk alt1
tomurcuk kiiltiirii ile gogaltilmasi amaglanmustir.

Eksplantlar GD ve WPM temel besin ortamlarinda 10 hafta boyunca siirgiin
¢ogalmas1 olusuncaya kadar kiiltiire alinmigtir. Caligma sonunda en iyi besin ortaminin
siirglin sayis1, nod sayis1 ve siirglin uzunlugu bakimindan GD ortami oldugu ortaya
konulmugtur. Her ortama farkli dozlarda BA uygulanmasi sonunda, en iyi BA dozunun
biiylime ortamu i¢in 1 mg/l ve siirgiin ¢ogaltma ortamu i¢in 0,2 mg/l oldugu bulunmustur.

Farkli 7 genotipe ait eksplantlar 0,2 mg/l BA ilaveli GD ortaminda kiiltiire
alinmistir. Genotiplere bagh olarak siirgiin ve nod sayilarinda farklilik bulunmamasina
karsilik siirglin uzunluklarinda farkliliklar gézlenmistir.

Eksplant kaynaginmn siirgiin olusumu ve ¢ogalmasma etkileri farklidir. En diisiik
siirgiin ¢ogalmast siirglin ug tomurcuklarindan alman eksplantlarda gdzlenmistir. Buna
kargililk koltuk alti tomurcuklarmin silirgiin sayisi, nod sayisi ve siirgiin uzunlugu
bakimindan daha etkili oldugu ortaya konmustur.

Koklendirme i¢in iki ayri deney uygulanmustir. Ilk deneyde siirgiinlerin dip
kisimlann 0.5 - 1 mg/l IBA konsantrasyonuna 2-6 dakika batirildiktan sonra 1/3
yogunluktaki GD ortamina alinmislardir. Denemeler sonunda koklenme oran: %13 olarak
bulunmugtur. Ikinci koklendirme denemesinde siirgiinler 25 mg/l IBA eklenmis ortaminda
48 saat ve 24 saat tutularak daha sonra % 1 aktif karbon iceren hormonsuz ortama alinarak
kok gelisimleri gozlenmistir. Denemeler sonucunda 48 saat IBA muameleli ortamda %100,

24 saat muameleli ortamda ise % 80 basar1 saglanmustir.

Anahtar Kelimeler: Organ Kiltiirli, Quercus hartwissiana, In Vitro, Bitki Biiyiime

Diizenleyiciler



SUMMARY

Propagation of Hartwissian Oak (Quercus hartwissiana L.) Using by Tissue Culture
’ Techniques

Micropropagation techniques are very important methods for clonal propagation of
selected forest trees. In this study, producing of hartwissiana oak (Quercus hartwissiana)
with axillary bud culture was aimed.

Explants were cultured in GD and WPM for ten weeks until the shoot
multiplication was observed. Different doses of BA were applied to each nutrient medium.
The best nutrient medium was GD medium in respect to shoot number, nod number and
shoot length The best doses of BA were found to be 1 mg/l for initial culture and 0,2 mg/l
for shoot multiplication.

The explants belonging to 7 different genotypes were. cultured into GD medium
supplement with 0,2 mg/l BA. Shoot and the nod number even not different but
differences were observed in shoot length depending on the genotype.

Influence of explants source were different on shoot development and shoot
multiplication. Explants from apical bud have the lowest multiplication rate. However
Axillary bud was more effective in shoot number, nod number and shoot length

The two separate experiment were carried out for the propos of rooting. In the first
Microshoots placed in 1/3 stranght GA medium after their base had been dipped in 0,5 -1
mg/l BA for 2-6 minutes. 35 days later rooting rate were found as 13 %. In the second
experimenf, shoots were keep in nutrient medium containing 25 mg/l BA for 24 and 48
hours and subsequently transfer to auxin-free medium containing % 1 activate charcoal. As
a result the best rooting was observed as 100 % and 80 % for 48 hour and 24 hour

treatment in media with BA respectively.

Key Words: Organ Culture, Quercus hartwissiana, In Vitro, Plant Growth

Regulators
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1. GENEL BiLGILER

1.1.Giris

Insanoglu varoldugu giinden beri ¢evresini kusatan dogal kaynaklardan ve
zenginliklerden, faydalanmaya caligmistir. Bu faydalanma siirecinde insanlar yer alt1
zenginliklerinden petrol ve madenlerden cok daha Once ormanlarla iligki kurmus ve
onlardan faydalanma yollarini aramiglardir.

Diinya niifusu ve insanlarin gereksinimlerinin artmasia paralel olarak kolay
ulasilabilir olmasi nedeniyle orman firiinlerinin tiiketimi de artmustir. Ulkemizde bu
kullanimin yaninda ormanlar yillardan beri siire gelen yangin, asiri hayvan otlatmalari,
usulsiiz kesimler vb. nedenlerle genis Olgiide tahrip olmus, alanlari daralmus, nitelikleri
bozulmus ve verimsizlesmistir. Ormanlarnimiz kendisinden beklenen ekonomik ve kollektif
fonksiyonlar istenilen dl¢iide gergeklestiremeyecek durumda, gerek nicelik gerekse nitelik
olarak yetersiz hale gelmisﬁr. Ormancilik ana plani verilerine gbre, odun hammaddesi
acigr 2000 yili itibariyla 7 milyon m® oldugu diisiiniildiigiinde (Aslankara, 2000),
ormanlarin yeniden imari, 1slahi ve alanlannin genigletilmesinin 6nemi giindeme
gelmektedir.

Odun hammaddesi gereksiniminin yeterli diizeyde karsilanabilmesi, bunun yaninda
¢iplak alanlarda erozyonun durdurulabilmesi igin yapilmasi gerekenlerden biri de hizli
gogaltma yontemleri ile islah edilmis materyalleri agaglandirmalarda kullanmaktir. Ancak
agaclandirma galismalarinda monokiiltiiriin engellenmesi ve genetik ¢esitliligin korunmasi
biiylik 6nem arz etmektedir. Ormancilikta genetik gesitliligin slirdiiriilebilmesi igin ¢esitli
in situ ve ex situ teknikleri gelistirilmigtir (Isik vd., 1997).

Gilinimiizde ormancilik ¢alismalarimin  6nemli  bir kismuni  agaglandirmalar
olusturmaktadir. Vejetatif yontemlerle kitle halinde iiretilen fidanlarin da agaglandirmalara
sokulmasiyla odun ve odun ﬁrﬁnleriné duyulan gereksinimin karsilanmasinda 6nemli
mesafeler alinmis olacaktir. Ote yandan, agaclandirma g¢alismalarinda genetik rezervleri
korumak ve bunlar1 ¢ogaltmak amaciyla islah edilmis materyaller kullanilarak genetik

Ozellik bakimindan {istiin bireylerden olusan megcereler elde edilebilecektir .



Ulkemiz ormanciliginda 1slah g¢alismalari ¢ok ge¢ basglamakla birlikte yillarca
ormanlarimizdan siirekli olarak en hizli biiyiiyen, en diizgiin form gosteren fertler cesitli
faydalanmalar sonucu uzaklastirilmistir. Bunun sonucunda da ormanlarimizin genetiksel
yapilart siddetli derecede bozulmustur. Bu asamada devreye orman islahi girmektedir.
Orman agaclar 1slahinin ana gorevleri; birim alandan daha fazla hacimde odun iiretmek,
iiretilen odunun kalitesini artirmak ve tilirlerin biotik ve abiotik etkenlere kars:
mukavemetlerini yiikseltmektir (Simsek, 1993). Genetik 1slah ¢aligmalarinin basaris1 her
seyden Once mevcut genetik cesitlilige ve kullanilan 1slah yontemlerinin kalitesine baglidir,

Geleneksel olarak orman agaglarinin 1slah programlarinda vejetatif ¢ogaltmanin rolii
bityiiktiir. Sadece aseksiiel yontemler kullanilarak iiretilen bireylerin hepsi ortetin kalitsal
ozelliklerini birebir tagimaktadir (Urgeng, 1982).

Vejetatif iiretim yontemlerinin geleneksel metodu ¢elikle firetimdir. Odunsu tiirlerin
vejetatif yolla ¢ogaltilmasini genis bir sekilde gergeklestirebilmek igin, gelikle {iretim ve
doku kiiltiirii ile tiretim gibi iki teknikten soz edilebilmektedir (Ucler, 1995). Orman gen
kaynaklarinin korunmasinda gen kaynaklarinin dogal yetisme ortamlarinin digina transfer
edilmesini esas alan ex situ yontemlerinden birini de genetik materyalin in vitro kosullarda
uzun siire saklanabilmesi olusturmaktadir (Dirik, 1994).

Orman agaclarinda doku kiiltiiri  y6ntemleri sayesinde kontrollii tozlasma
programlar: ile elde edilen {istiin nitelikli ve az miktardaki tohumlardan, bitki
rejenerasyonu yoluyla ¢ok fazla sayida fidan elde edilebilmektedir (Ugler, 1995).

Bitki doku kiiltiirleri; bir liretim yontemi olmakla beraber, bilinen diger klasik
liretim yénfemlerinden farkli olarak bitkinin gesitli kisimlarindan alinan kiiglik bir par¢anin
sterilize edildikten sonra ¢esitli organik ve inorganik maddeleri iceren steril gida ortaminda
(in vitro) ve uygun cevre kosullarinda (1sik ve sicaklik) kiiltliire alinmasi islemidir
(Goniilsen, 1987). Doku kiiltiirii deyimi bitki pargalarinin laboratuarda kotrollii kosullar
altinda steril kiiltiir ortaminda yetistirilmesi i¢in kullamlir. Cam kaplar igerisinde (in vitro)
yapilmast nedeniyle bu tip teknik in vitro olarak adlandirilir. Birgok arastirict doku kiiltiirii,
mikroiiretim ve in vitro kiiltiir deyimlerini birbiri yerine kullanmaktadir (Vyapari, 1995).

Izole edilen organlarin canli olarak kapali bir kap icerisinde saklanmasi girisimleri
yaklagik 130 yil dncesine dayanmaktadir. In vitro kiiltiiriine gergek anlamda ilk yaklagan
kiéi 1902 yilinda Alman arastirict Haberlandt olmustur. Aragtirict bir grup hiicreyi besin
ortaminda tutmus ancak ¢ogaltmay1 basaramamustir. 1912 yilinda Carrei, ilk defa hayvan

hiicrelerini steril ortama almig ve basart saglamustir. Bitki doku kiiltiirii konusunda ilk



uygulama ise 1922 yilinda, Amerika Birlesik Devletleri’nden Robbin ve Almanya’dan
Kott tarafindan gergeklestirilmistir. Fide kok uglarim kullanan arastiricilar, 6 ay sonra
biiyiimenin durmasi ile basarisizliga ugramislardir. 1934 yilinda White, ilk defa seker,
inorganik tuz ve bira mayasi bulunan gida ortaminda domates kdklerinin uglarindan kék
kiltiiri yapmayi bagarmagtir. Aynt yil Fransa’da Gautheret agaclarin kambiyumlarindan
yaptig kiiltiirlerde gelismeler saptamustir. 1939 yilinda Nobecourt havugta kallus kiiltiirii
¢aligmalart yapmustir. Bu ¢aligmalar doku kiiltliriinlin temelini olusturmustur. Gautheret
1940 yilinda doku kiiltiirii ¢alisirken karaagacin kambiyum dokularindan yararlanmigtir.
1943 yilinda Camus ve 1944 yilinda Skoog tiitiin bitkisinde ayn1 seyi denemislerdir
(Auge vd., 1995). 1960 yilinda Morel virilissiiz bitki elde etmek amaciyla orkidelerde
meristem Kiiltiirii yapmistir. 1964 yilinda ise Guha ve Maheswari tarafindan anter kltiirii
ile ilk haploid bitki elde edilmigtir (Géniilsen, 1987).

Genetikgilerin doku kuletirt tekniklerinden; secilen genotiplerin
degerlendirilmesinde, hizli bilyilyen fertlerin ortaya ¢ikarilmasinda, soguga, kurakliga,
hastaliklara, tuzluluga ve herbisitlere dayanikli bireylerin segilmesinde etkin bir sekilde
yararlanacaklann diigiiniilmektedir. Bunun sonucunda bu tiir bireyleri aga¢landirma
caligmalarinda kullanmak suretiyle hektardaki artim biiyiik 6l¢iide artacaktir (Kaya, 1988).

Doku kiiltiirii tekniklerinin 1slah ¢aligmalarimin  gergeklestirilmesinde sagladigi
avantajlar asagida siralanmaktadir.

¢ Kisa siirede iiretim yapilabilmesi

e Viriissiiz bitki elde etme olanagi

e Vejetasyon peryoduna bagli kalmaksizin tiim yil {iretim yapilabilmesi

e Genetik cesitliligin saglanmasi (soguk saklama ve dondurarak saklama)

e Sinirsiz liretim olanagi

e Az alanda ¢ok sayida fidan elde edebilmesi

e Dayanikhilik i¢in in vitro’da erken seleksiyon

e Somatik embriyo olusumu ve yapay tohum {iretimi

e Gen transferi yapilabilmesi

e Poliploid birey elde edilebilmesi |

¢ Haploid birey elde edilebilmesi

* Protoplast kiiltiirli ile in vitro’da somatik hibridizasyon yapllébilmesi

e Celikle tiretimi zor olan tlirlerin liretilebilmesi




e Tohumunda ¢imlenme engeli bulunan veya tohumunun saklanmasi gii¢ olan

tiirlerin tiretilebilmesi

¢ Bilimsel ¢aligmalarda ¢ok ¢abuk veri elde edilebilmesi

¢ Genetik materyali nadir bulunan tiirlerin koruma programina alinmasina yardimci

olmasi

e Bitkilerin bagka iilkelere gonderilmesinde az yer tutmasi ve karantina kapsami

disinda olmasi (steril ortamda olmasindan dolayi) nedeniyle tercih edilir (Simgek,
1989; Mcdonald, 1999).

Son zamanlarda doku Kkiiltiiri calismalari odunsu bitkilere yo6nelmigtir. Bu
caligmalar; daha iyl odun veren {istiin nitelikli, hastaliklara karsi dayanikli orman
agaclarinin elde edilmesi amaciyla 6nemlidir. Bu tip ¢alismalar daha ¢ok gelismekte olan
iilkelerde yeniden ormanlagtirma amaciyla uygulanmaktadir. Diinya iizerinde biiylik bir
hizla gelisen ve gesitli alanlarda uygulamalar: olan bu teknige kars1 duyulan ilgi iilkemizde
de son yillarda artmustir ( Goniilsen, 1987). Yurdumuzda orman agaglarinin doku kiiltiirii
ile tiretimine yonelik temel arastirmalar yeni olmakla birlikte .giderek artmaktadir. Ugler
(1994), 6nemli orman agaci tiirlerimizden olan Titrek kavak ve Kafkas ithlamurunun in
vitro kosullarda organ ve embriyo kiiltiirii teknikleri ile {iretilebilme olanaklarini
arastirmuistir. Ulkemizdeki orman agaclari ile ilgili diger caligmalarda Geng (1999)
Liquidambar orientalis (Anadolu si8laagact)’in doku kiiltiirii ile {iretilmesini aragtirmustir.
Pinus nigra subsp. pallasiana’nin in vitro liretimini ¢alisan Gokge (1993) ve Betula
medwediewii ile Zelkova carpinifolia subsp. yomraensis ile yine doku kiiltlirli tekniklerini
deneyen Hangisi (1998) diger 6rnekler olarak verilebilir.

Son 30 yil igerisinde 6nemli gelismeler kaydeden doku kiiltiirlii ¢ogaltma metotlart
odunsu bitkilerin gogaltilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu da ana bitki
materyaline benzeyen ¢ok sayida yeni bitkicigin kisa siirede ¢ogaltilmasina imkan
tanimaktadir (Cetiner, 1992).

Meseler kiymetli yapacak ve yakacak odun veren agaglardir. Odunlarindan bagta fig
yapimi, igki sanayi, soyma sanayi, kaplamacilik, mobilyacilik, gemi ingaati, parke sanayi
gibi ¢ok genis alanlarda yérarlamlmaktadlr (Ansin, Ozkan, 1993). Kiymetli odunlan
diginda iyi bir hayvan yemi olan meyve ve yapraklari; tanence zengin kabuk ve rheyve
kadehleri diger 6zelliklerindendir. Tiir zenginligi, kapladig: alan, odunu ve yan iiriinlerinin
kullanim gesitliligi bakimindan iilkemiz i¢in ¢ok degerli olan meselerin yetistirilmesinin

Onemi biiyuktir (Yaltirik, 1984).



Kuzey yarimkiirenin c¢esitli bolgelerine dagilmig olan yaklagik 450 mese tiirii
bulunmaktadir (Kasapligil, 1992). Ulkemizde dogal olarak bulunan mese taksonu sayisi
20’nin iizerindedir (Angin, Ozkan, 1993). Step dahil Tiirkiye’nin hemen her tarafinda bir
veya birkac¢ taksonuna rastlanan, cok genis alanlarda saf veya karigik ormanlar kuran mese,
Tiirkiye ormanciliginin iizerinde durmasi gereken bir tlirdiir (Kayacik, 1985).

Ulkemizde; 1999 yil1 sonu itiban ile 20.7 milyon ha orman alanlarimizin 6.088.379
ha’t mege orman alanlarm olusturmaktadir.(Anonim, 2000).

Mese tlrleri icerisinde calismamiza konu olan Quercus hartwissiana (Istranca
mesesi), 25 m’ye kadar boylanabilen, diizglin gévdeli dar tepeli birinci sinif orman
agacidir. Meyve acisindan sapli meseye, yaprak bakimindan da sapsiz megeye
benzemektedir (Angin, Ozkan, 1993). Genel yayilisim Bulgaristan Istrancalari, Tiirkiye ve
Bat: Kafkasya’da yapmaktadir. Ulkemizde ise; Trakya, Bati ve Dogu Karadeniz ve ¢ok
lokal olarak Erzurum ve Tunceli’de yayilis gostermektedir (Ozer, Bul,1998).

Yurdumuzda ormanlarda karisim yapan agac tiirleri icerisinde genelde yavas
biiyliyen mese tiirleri arasinda Quercus hartwissiana daha hizli billyiimesi ile dikkati
cekmektedir. Sinirli ve dar bir yayilis alaninda bulunmasi nedeniyle bu tiir fizerinde yeterli
arastirma yapilmamigtir (Ertag, 1996). Ekonomik &nemi yiiksek olan bu tiiriin bir 1slah
programina alinmas, kitle halinde iiretilerek yayginlastirilmasi gerekmektedir.

Calistlan bu tiiriin kitlesel iiretim icin generatif ve vejetatif Uretim yOntemleri
incelenerek en uygununun seg¢ilmesi gerekmektedir. Mese tohumlarinda ©nemli bir
¢imlenme engelinin olmamast (Beskdk, 1956) yaninda sonbaharda toplanan tohumlarin
hemen ekilmesi ya da ilkbahara kadar 0-5°C’de 2-3 ay kumda soguk — islak katlamaya
alinmas1 gerektigi ifade edilmektedir (Urgeng, 1986). Istranca megesi palamutlarinin uzun
stire saklanmalarinin da fidan olusumunu azalttig1 ve bu oranin % 10’a indigi belirtilmigtir
(Ertag, 1996).

Bol tohum yillanmin ¢ok seyrek olmasi, tohumlarimin uzun siire saklanma
sorunlarinin olmasi1 (Aslan, 1988, Tolay, 1987, Simsek, 1996) ve generatif ¢oZaltma
yonteminde yeni bitkilerin ana bitkiden farkli Ozelliklere sahip olmast nedeniyle bu
yontem 1slah programinda kitlesel iiretime uygun gdriilmemektedir (Urgeng, 1992). Mese
tlirlerinin  vejetatif iiretme g¢alismalarinda celiklerin koklenmelerinde bazi sorunlarla
karsilagilmakta (Urgeng,1992) ve bu yontem de Kkitlesel iiretim icin pek pratik

olmamaktadir. Islah edilmis kaliteli tohumlardan {iretim ve doku kiiltiirii ile ¢ogaltma ¢ok



onemlidir. Doku kiiltiirii teknikleri ile istenilen ustlin bireylerden, vejetasyon donemine
bagli kalmadan, sinirsiz sayida ve kisa siirede {iretim yapilabilmektedir.

Sonug¢ olarak bu calismada, ekonomik degeri yiiksek, ©nemli orman aga¢
tirlerimizden olan Istranca mesesi ile ilgili yeterli aragtirmalarin yapilmamas: ve zellikle
cogaltma yontemlerinin. ortaya biran Once konulabilmesi amaciyla, giinlimiizde 6nemi
artmakta olan doku kiiltiirii yontemlerinden yararlanilarak; bu tiiriin in vitro kosullarda,
tomurcuk kiiltiirii ile zamana baghi kalmaksizin daha hizli ve daha seri {iretim sisteminin

gelistirilmesi amaglanmistir.

1.2. Literatiir Ozeti

Seckinger vd. (1978), 2 ile 4 aylik Quercus rubra fideciklerinin internodal govde
segmentlerini BA (0, 0.01, 0.1, 1 ve 5 mg/l) ve NAA (0, 0.1, 1.3, 5 ve 10 mg/1)’nin farkli
konsantrasyonlarinda kiiltiire almiglardir. Baz1 kiiltiirlerde kallus olusumunun gergeklestigi
ve bunun alt kiiltiirlerde arttigim rapor etmislerdir. Kok olusumunun ise ortama 1-5mg/l
IBA ilavesi sonucunda gergeklestigi ifade edilmistir.

Chalupa (1984), Quercus robur ve Quercus petraea ile ilgili yaptig1 ¢alismada in
vitro kosullarda koltuk tomurcugu ve stirgiin ucu kiiltiirli denemistir. Aragtirict temel besin
ortami olarak BTM ve WPM ortamlarinda diisitk sitokinin konsantrasyonlarini
kullanmustir. En iyi slirglin gelisiminin 0.4 — 0.6 mg/l BA ilaveli ortamlarda ve geng
fidanlarda daha yiiksek oranda gerceklestigini belirtmistir. Geng fidanlardan elde edilen
mikro geliklerin 0.3 mg/l IBA ve 0.1 mg/l NAA ilaveli 2 GD ve 2 WPM ortamlarinda
koklendigi ortaya konulmustur. Kéklenme yiizdesinin ise klonlara bagli olarak farkhilik
gdsterdigini ancak geng bireylerin yash bireylere gore daha yiiksek koklenme yiizdesine
sahip oldugunu ifade etmistir.

Chalupa (1984), Quercus robur’un 2 aylk ve 1 yasindaki bireylerinin koltuk
tomurcuklarimi 0.2 ve 1.0 mg/l BA igeren ortamlarda kiiltiire alarak hizli ¢ogaltilmasini
saglamustir. Daha sonra aragtirict siirgiin olusumu ve ¢ogalmasi i¢in kinetinin etkilerini
incelemis ve bu etkinin ¢ok diigiik oldugunu belirtmistir. Uzunluklart 2-4 cm olan mikro
stirgiinleri 0.3 mg/l IBA ve 0.1 mg/l NAA ilaveli ortamlarda koklenmeye almug ve

koklenme orant % 70-95 olarak elde edilmistir.



San-Jose vd. (1985), gen¢ ve yash Quercus robur ve Quercus rubra agaglarindan
alinan eksplantlar in vitro’da siirgiin kiiltiirii ile ¢ogaltmaya ¢alismuglardir. Birgok temel
besin ortam: denenmis ve Quercus robur igin en iyi ortamun 0.1 ya da 0.2 mg/l BA ilaveli
GD ortami oldugu ifade edilmistir.

Vieitez vd. (1985), geng ve yash Quercus robur agaglarindan aldiklari materyalleri
kullanarak in vitro kosullarda siirgiin kiiltiirleri kurmuglardir. Eksplant kaynag olarak 3 — 4
aylik fidecik siirgiinleri ve kiitiik siirgiinlerinden yararlanildig1 belirtilmistir. Temel besin
ortami olarak BM, Heller, Lepoivre, GD ve MS ortamlarinin denendigi fakat en tatminkar
etkiyi Heller ortamima ekli 1mM (NH4),SO; ve GD ortaminin gosterdigi ortaya
konulmustur. Ortama ilave edilen BA’nin | mg/l dozunun bilylime safhasinda; 0.1 mg/l
dozunun ise gogaltma safhasinda iyi sonug verdigini belirtmislerdir. Kéklenme asamasinda
in vitro’da elde edilen siirgiinlerin dip kisimlarinin IBA’in konsantre soliisyonlarina
batirlarak koklendirme ortamina alindiklan belirtilmigtir. Ko6klenme oraminin geng
bireylerde % 83, yasl bireylerde ise % 63 oldugu ortaya konulmustur.

Ispanya’da Quercus robur ile ilgili San-Jose (1986) bir galigma yapmustir. Arastirici
in vitro kosullarda Quercus robur’u gogaltirken iki farkli faktdrii n etkisini incelemistir. Bu
faktorler; alinan eksplantin yeri ve kullanilan test tiipiiniin boyutudur. Nodal ve alt
pargalarin iist pargalardan daha iyi sonu¢ verdigi ve test tiiplerinden ise 30 X 150 mm
bilyiikliigiin en iyi sonucu verdigi ifade edilmistir.

Ide, Yamamoto (1986), Quercus acutissima’nin geng fideciklerinin koltuk
tomurcuklarindan in vitro’da bitki geligsimini incelemislerdir. Baglangi¢ materyali olarak
fideciklerin nodal segmentlerini kullanmiglardir. 3 dakika alkol ve 15 dakika hidrojen
peroksit kullanilarak yiizeysel sterilizasyon yapilmasina karsin bulasmanin ¢ok oldugu
ifade edilmistir. Denemelerde IS (Ide and Saito) temel besin ortamina eklenen doért farkl
BA (0, 0.4, 0.8 ve 1.2 mg/l) dozunun kullanildigt ve en iyi siirgiin ¢ogalmasinin 0.4 mg/l
BA dozunda gergeklestigi belirtilmistir. Ayrica koklendirme ortamma aktarilan
stirglinlerde kok gelisiminin de meydana geldigi ortaya konulmustur.

Ide, Yamamoto (1987), gen¢ Quercus acutissima fidanlannmin in vitro’da
cogaltilmasinda bitki hormonlan ve giimilg iyonlarmin etkilerini incelemislerdir. En iyi
siirgiin ¢ogalmasinin 0.8 mg/l BA ilaveli IS (Ide and Saito) ortaminda gergeklestigi
belirtilmistir. Eksplantlarin dip kisimlarim1 1 mg/l giimiis nitrat (AgNO3) soliisyonunda 3
saniye bekletme isleminden sonra yapraklarda hizli gelismeler oldugunun farkina varildig:

ortaya konulmustur. Koéklenme i¢in 0.5 mg/l IBA ve 0.0002 mg/l NAA ilaveli ortamlara



aktarilan mikrosiirgiinlerde % 82 koklenme oraninin gergeklestigi ifade edilmistir.
Ko6klenmenin, mikrostirgiinler kdklendirme ortamina alinmadan 6nce 5 saniye STS (giimiis
thiosulfat)’a batirilmasinin ardindan gerceklestigi belirtilmistir.

Ide, Yamamoto (1987), in vitro kosullarda gen¢ Quercus serrata fideciklerine ait
eksplantlarin  gelisimi .ilizerine, bitki hormonlari ve giimils iyonlarinin etkilerini
incelemiglerdir. 2 aylik fideciklerden izole edilen koltuk tomurcuklar igeren kisa nodal
pargalar materyal olarak kullanilmigtir. Yiizeysel sterilizasyonu icin eksplantlarin dip
kisimlarimi 1g glimiis nitrat (AgNOs) soliisyonunda 3 saniye bekletme isleminden sonra
farkl1 BA dozlan ilaveli ya da BA icermeyen IS (Ide and Saito) ortaminda kiiltiire alinma
isleminin yapildig1 ve BA’nin siirgiin biiylimesini etkiledigi ifade edilmistir. Bes hafta
sonra mikrosiirglinler koklendirme ortamina alinmadan once 5 saniye STS (glimiis
thiosulfat )’a batirildigi, ardindan uyarlanmis IS ortaminda koklenmeye alindign ve
koklendirme ortamina alindiktan yedi hafta sonra % 44.4 oraninda koklenme gergeklestigi
ortaya konulmustur.

Almanya’da Quercus robur ve Quercus petraea ile yapilan bir calismada Meier-
Dinkel (1987), 10 aylik fidecikler ile 25-55 yas arasinda 4 klon lizerinde g¢aligmustir. 0.5
mg/l BA ilaveli GD ortaminda siirgiin uglarini kiiltiire almigtir. Arastirma sonuglarina gore
¢ogalma oraninin genotipe bagli olarak degistigi ifade edilmektedir. 10000’in {izerinde
mikrosiirglin elde edilerek kurulan koklendirme denemelerinde ortalama koklenme orani
%357 olarak tespit edilmis ve bunlardan 2000 tanesi serada topraga transfer edilmistir.

Italya’da Deidda vd. (1988) tarafindan yapilan calismada Quercus suber
fidanlarindan in vitro’da bitkicik gelisimi incelenmistir. Siirgiin olusumu ve kok gelisimi
icin Durzan ortaminin kullanildig1 ¢alismada baslangi¢ eksplantlart ve alt kiiltiirler 2.25
mg/l BA ilaveli ortamlara, {i¢ alt kiiltiirden sonraki alt kiiltlirler ise 0.5mg/l BA ilaveli
ortamlara alinmiglardir. Koklenme ¢alismalarinda ise 2 cm’lik siirglinler 1 mg/l IBA ve
0.01 mg/l NAA ilaveli % yogunluktaki Durzan ortaminda kiiltiire alinmiglardir. 10 giin
sonra koklenmenin gézlendigi ve toplam koklenme oranmin %70 oldugu belirtilmistir.

Jorgensen (1988), Quercus petraea ve Fagus sylvatica’nin g¢icekli dallarindan
eksplant alarak anter kiiltiirii ¢aligmigtir.. Farkl: sitokinin ve oksin miktarlar iceren kiiltiir
ortamlarinda anter eksplantlar1 kiiltiire alinmuglardir. Kiiltiire alinma igleminden iki ay
sonra mesede embriyonik kallus ve kayinda ise bir embriyo gelismistir. Kallus ve embriyo
olusturan megelerin hizli biliylime ile kendi kendilerine tekrar ¢ogaldiklan ancak kayin

embriyolarinin enfeksiyondan 61diigi tespit edilmistir.



San-Jose vd. (1988), in vitro kosullarda Quercus robur’un iretimini etkileyen
faktorleri arastrmislardir. Geng ve yagh agaglardan olusan 5 klonu 0.2 mg/l BA ilaveli
GD ortaminda kiiltiire almiglardir. Siirgiin olusumuna hem klonlarin hem de eksplant
tipinin etkisi oldufu belirtilmistir. Cogalma oranmmin ikinci alt kiiltiirde arttifi ancak
liglincli ve dordiincli alt kiltiirlerde azaldigi, likit ortamlarin ise diger ortamlara gore
slirglin gelisimini daha olumsuz etkiledigi belirtilmigtir. Kéklenmenin 0.1 ve 1 mg/l IBA
ilaveli likit ortamlarda arttig1 ifade edilmistir.

Quercus petraea’nin 2 ve 5 aylik fidecikleri ile 55 yagindaki bir agacimin doku
kiilttiri teknikleri ile klonal iiretilmesine ¢alisildigi San-Jose vd. (1988)’nin yaptiklan bir
calismada; bes farkli besin ortamu (GD, H, SH, Gupta ve Durzan ) ve eksplant kaynagi
olarak siirgiin ucu, bazal ve nodal yan siirglinler kullanimigtir. En iyi ortamin GD ortami
oldugu ifade edilmistir. Eksplant tipinin ¢ogalma oranlar1 {izerinde 6nemli bir etkisinin
bulunmadig: belirtilmistir. Siirglin olusumu igin ortama 0.2 mg/l BA ilavesinin en etkili
islem oldugu ortaya konulmustur. Ayrica arastirictlar koklenme igin % yogunluktaki GD
ortaminda; geng bireyleri 6 dakika 0.5 mg/l IBA soliisyonunda, yash bireyleri 2 dakika 1
mg/l IBA soliisyonunda beklettikten sonra hormonsuz ortama aktarmiglardir. K6klenme
yluzdesinin yasl materyallerde % 39; gen¢ materyallerde ise % 57 — 100 arasinda oldugunu
gozlenmistir.

Johnson (1989), Quercus lobata’nmin koltuk tomurcuklarindan siirgiin gogalmasi
gergeklestirmeye caligmigtir. Bu amacgla BTM, GD ve WPM temel besin ortamlanni
kullandigin1 ifade eden arastirici, bitki biiylime diizenleyicilerden BA’nmin farkl
konsantrasyonlarini denemistir. En iyi sonucu GD ve BTM ortamlarinin verdigi c¢alisma
sonucunda rapor etmisgtir.

Volkaert vd. (1990) yaptiklan bir arastirmada, gen¢ Quercus robur fidanlarinin in
vitro’da karbon ilaveli WPM ortaminda siirglin gelisim oranlarinin  siirglin  ucu
eksplantlarinda, nodal eksplantlardan daha yavas oldugunu rapor etmislerdir. Maksimum
koklenmenin % yogunluktaki WPM ortamma aktif karbon ilavesinde gergeklestigi ve
eksplant kaynaginin kdk gelisimini etkilemedigini ifade etmislerdir.

Volkaert (1990), Quercus robur fidanlarimin in vitro ortaminda g¢ogaltiimasinda
eksplant kaynaginin etkisini arastirmigtir. Gelisim d6nemleri olarak; yeni biiylimeye
baglamis, biiylime déneminde, bilyiime déneminin sonlarinda, duraklama dénemine girmek
iizere ve duraklama doneminde olmak iizere 5 biiylime donemi ile agac; iizerindeki

konumlan olarak; 3-4 yaprak ve koltuk tomurcuk igeren siirgiin ucu, bir yaprak ve koltuk
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tomurcuk igeren nodal segment, yaprak igermeyen ikinci nodal segment ve 2-3 koltuk
tomurcuk iceren yapraksiz alt segment olmak iizere toplam 9 adet etken {izerinde
caligtlmusgtir,

Pevalek (1991), Q robur’un klonal tiretimi ile ilgili yaptig1 ¢aligmada materyallerini
fidan ve gen¢ agaclardan almistir. Nodal segmentleri eksplant olarak kullanmugtir. En iyi
siirgiin gelisiminin diigiik sitokinin igeren (0.9 mg/l BA) GD ortaminda gerceklestigini
ifade etmistir. Koklenmenin ise % yogunluktaki GD ortamina diigiik seker konsantrasyonu
(20 g/1), NaFeEDTA (30 mg/l) ve IBA (1.5 mg/l) eklenmesiyle meydana geldigini ve
koklenme {izerine genotipin etkisinin oldugunu belirtmigtir.

Sanchez-Fernandez (1991), yasli mese ve kestane materyallerinin in vitro’da
genglestirilmesi iizerine doktora ¢alismasi yapmistir. Caligma sonucunda genellikle ayni
agaca ait kok silirgiinii ve kiitiik siirgilinleri, yiiksekteki dallardan alinan materyallerden
daha iyi gogalma gerceklestirmistir.

Ballester, Meier-Dinkel (1992), ‘degisik iilkelerdeki laboratuarlarda ortak olarak
yapilan g¢aligmalarin sonucunda 0.5 mg/l BA ilaveli GD ortaminda elde edilen mese
siirgiinlerinin IBA soliisyonuna batirildiktan sonra hormonsuz ortamlarda kiiltiire
alindiklarinda daha iyi koklenmenin meydana geldigini rapor etmislerdir. Yash bireylerden
alinan siirglinlerin kdklenme oranlarinin da ¢ok zayif oldugu ifade edilmistir.

Curculio robustus larvalarina karsi rezistant olan Quercus acutissima tohumlarinin
doku kiiltiiriinde en iyi kallus olusumunun 5.37 x 10 ° M NAA ve 443 X 10° M BA
iceren ortamlarda gerc¢eklestigi Honma vd. (1992) tarafindan ortaya konulmustur. Epikotil
parcalarindan siirgiin farklilagmas: ve alt kiiltiir gelisimi i¢in en iyi ortamin 4.43 X 10°M
BA ilaveli ortam oldugu belirtilmistir. Kiiltiirden 40 giin sonra ortalama siirgiin sayisinin
8.2 ve siirglin uzunlugunun 20 mm oldugu belirtilmistir.

Romano vd. (1992), Quercus suber’in yan ve terminal tomurcuklarinim in vitro
kosullarda gelisimine bitki bilylime diizenleyicilerinin etkisini aragtirmuslardir. Bu amagla
diisiik tuz konsantrasyonuna sahip GD ve WPM temel besin ortamlarini kullanarak
denemeler yapmiglardir. Bitki biiyiime diizenleyicilerden BA, Z, IBA, IAA ve NAA ve
bunlarn farkli kombinasyonlarini denemislerdir. Cogaltma ortaminda en iyi sonucun I
mg/l BA ilaveli GD ortaminda gergeklestigi ve en iyi kok gelisiminin ise IBA igeren
ortamlarda meydana geldigi ortaya konulmugtur.

Vieitez vd. (1992), Quercus rubra’nin  yagh ve geng bireylerinden siirgiin kiiltiirii

olusturmuslardir. Arastiricilar gévdenin orta kisimlarindan alinan eksplantlarin tepe
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dallardan alinanlardan daha yiiksek cogalma kapasitesine sahip olduklarini tespit
etmislerdir. En yiiksek siirgiin gelisiminin yatay siirglinlerin u¢ kismi kesilerek yapilan
kiiltiirlerde ve 0.2mg/l BA iceren WPM ortaminda gerceklestigi belirtilmistir. Tepenin
kesilmesi, yatay siirglinlerin kullanilmasi ve sitokinin ilavesinin siirgiin verimini artiran ¢
faktér oldugunu ifade etmislerdir. Genotip ve yasin slirgiin ¢ogalma performansini
etkiledigini belirtmiglerdir. K&k olusumu i¢in ortama IBA ilavesinin koklenmeyi azalttig
fakat IBA’e batirma isleminin kéklenmeyi artirdig1 ve bu islemden sonra 7 giin karanlikta
bekletmenin de olumlu sonug verdigi arastiricilar tarafindan ortaya konmustur.

Chalupa (1993) ise, Quercus robur ve Quercus petraea’nin koltuk siirgiinlerinin
cogaltilmasinda diisiik tuz konsantrasyonuna sahip WPM ve BTM temel besin ortamlarinin
ve bitki biiyiime diizenleyicilerden BA ve BPA’nin diisiik konsantrasyonlarinin
kullandifini  belirtmistir. Geng bireylerin koklenme kapasitelerinin yash bireylere gore
daha yiiksek oldugunu tespit etmistir.

Evers vd. (1993), 100 yasin {izerindeki Quercus robur agaglarmin fizyolojik
genglestirilmesi {izerine yaptiklari ¢alismada 30 cm uzunlugundaki dal pargalarindan
yararlanmuslardir. Ozellikle kdklenmenin genglik karakteristikleri tagiyan bireylerde daha
yiiksek oldugunu belirtmislertir.

Gebhardt vd. (1993), Quercus robur ve Quercus petraea materyallerinin uzun siireli
saklanmasinda biiylimeyi yavaglatmak amaciyla alt kiiltiirlerde 15, 10 ve 4°C gibi farkli
sicakliklar denediklerini ifade etmislerdir. Bu ¢aligmalarda temel besin ortami olarak WPM
ve GD ortamlarindan yararlandiklarint ve 1200 gilinliik bir ¢alisma ile farkli genotip ve
farkli pozisyonlardan alinan eksplantlar kullandiklarint rapor etmislerdir.

Meier-Dinkel vd. (1993), secilen on bir adet Quercus robur agaclarmin yesil
palamutlarini eksplant olarak kullanmiglardir. 60 adet palamuttan siirgiin olusturacak 45
klon tespit etmiglerdir. Sekiz ay igerisinde bir anne agagtan 490 adet mikrogelik, geri
kalan 10 agagtan ise klon basina 11-188 adet mikrogelik tirettiklerini ve elde ettikleri bu
mikrogelikleri daha sonra 5 mg/l IBA veya 1 mg/l IAA ile muamele ettikten sonra in vitro
disinda k&klendirdiklerini rapor etmislerdir.

Meier-Dinkel vd. (1993), Quercus robur ve Quercus petraea’nin in vitro kosullarda
gogaltilmasi ve gelisimi tizerine caligmiglardir. Geng ve yash bireyler {izerinde incelemeler
yaparak orman gen kaynaklarini koruma stratejilerini arastirmiglardir.

Schwarz, Schlarbaum (1993), Quercus alba ve Quercus rubra’ya ait tomurcuk ve

embriyo eksplantlarinin in vitro’da bitkicik gelisimini incelemislerdir. En yiiksek siirgiin



cogalmasinin BA'nin tek bagina ya da diisiik dozlarda NAA ilaveli ortamlarda gergeklestigi
ifade edilmistir.

Juncker, Favre (1994), geng¢ ve yasli Quercus robur materyalleri kullanarak siirgiin
ucu ve nodal eksplantlardan in vitro’da kiiltiir olusturmaya ¢aligmiglardir. Yash ve geng
bireyler ile siirgiin ucu ve nodal eksplantlarin gelisiminin incelendigini , siirglin olusumu
i¢in birgok temel besin ortami ve birgok bitki bilyiime diizenleyicilerden faydalanildig:
belirtilmistir.

Quercus suber kiiltiirlerinin in vitro kosullarda saklanmasim arastiran Romano,
Lougao (1994), bu konuda iki yontem tanimlamiglardir. Birinci metodun Quercus suber
kiiltiirleri bir y1l boyunca standart in vitro kosullar altinda saklanarak, her ay ¢ogaltma
kapasitelerini kaybetmeden taze ortamlara aktarilma sekli oldugu belirtilmistir. Ancak bu
metot pahali ve laboratuarda yogun bir ¢aligma gerektirmektedir. Diger metodun ise alt
kiiltiirler ortaya ¢ikmadan in vitro’da saklamak oldugu ifade edilmigtir. Kiiltiirler +5 °C’de
1 yil karanlikta standart kosullarda kiiltiire alindiklarinda yeniden firetim kapasitelerini
kaybetmeden saklanabildikleri belirtilmistir. Karanlikta saklanan Kkiiltiirlerin koklenme
kapasitelerinin ise depolanmayan kontrollerle benzer sonucu verdigi tespit edilmistir.

Alt1 adet yaslt Quercus robur klonlarindan alinan eksplantlarin in vitro kosullarda
koklendirilmesini  Sanchez (1'994) aragtirmugtir.  Siirglin - ¢ogaltilmast  agamasinda
slirgiinlerin horizontal yerlestirilmesinin daha etkili oldugu belirlenmistir. Koéklenme
asamasinda ise en erken kok olusumu bes giin karanlik ortamda bekletilen 3 mg/l IBA
ilaveli ortamda 7 giin islem go6rdiikten sonra hormonsuz ortama aktarilan eksplantlarda
goriilmiistiir. Ancak karanligin siirgiin nekrozlarina neden oldugu ve yeni lretilen
bitkilerin yasamasini negatif etkiledigi ifade edilmigtir. Alternatif olarak 5-50 mg/l IBA
ilaveli ortamda mikro siirgiinlerin aktif komiir ilaveli ve ilavesiz olarak 24 saat
bekletildikten sonra hormonsuz ortamlara aktarildiklari belirtilmigtir. En iyi sonucun ise
aktif karbon ilaveli ortamda gergeklestigi ortaya konulmustur.

Toth vd. (1994), mese eksplantlarinda in vitro’da olusan kararmalar azaltmak i¢in
bazi kimyasal 0On islemler denemislerdir. Bu islemlerin; polyvinyl, pyrolidone
(polyvidone), askorbik asit, cysteine ve: sitrik asit soliisyonlar1 oldugu ve en iyl sonucu
askorbik asit (10 mg/l )’in verdigi belirtilmigtir.

Vieitez vd. (1994), fizyolojik geng¢ karakterleri kaybolmakta olan yasli Quercus
robur agaglarinin mikro iretim yontemi ile yeniden aktif duruma gelmesini

amaglamislardir. 70 — 300 yasindaki afaglardan yan dallar alinarak eksplant olarak
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kullanilmustir. Eksplantlar yatay ve dikey olarak yerlestirilmig, dikey yerlestirilen
eksplantlarin ¢ogalma kapasitesinin birinci kiiltiirden sonra diistiiglinii buna kargin yatay
olarak yerlestirilen eksplantlarin iyi sonuglar verdigini bildirmislerdir. En iyl ¢ogalmanin
0.89 mg/l BA ilaveli GD ortamina yatay olarak yerlestirilen eksplantlarda gergeklestigini
ve iki haftalik kisa alt kiiltiir donemleri ile ¢ok yiiksek ¢ogalma oranina sahip olduklarini
ifade etmislerdir. 5 giinliik karanlik periyot sonunda kdklenme kapasitesinin arttigini ve bu
oranin klonlara bagl: kalarak % 15 - % 46 arasinda oldugunu belirtmislerdir.

Zago, Gorian (1994), Quercus robur’'un doku kiltlirii ile Uretiminde, geng
materyallerin kullanilmasinin uygulanan hormonlara karg1 daha iyi cevap verdigini ve daha
diisiik mantar enfeksiyonuna sahip olduklarini tespit etmiglerdir.

Belaizi, Boxus (1995), yaptiklar calismada in vitro kosullarda Quercus suber’in
slirgiin ¢ogalmasinda farkli karbonhidratlarin etkisini arastirmuglardir. Glikoz, sakkaroz,
hidrolize sukroz, fruktoz, sorbitol ve galaktoz’un karsilikli etkilerini incelemislerdir. Her
bir karbonhidrattan 15 ve 30 g/l oraminda kullanmiglardir. Siirgiin kalitesi ve siirgiin
uzunlugu bakimindan en iyi sonucu 30 g/l oraninda kullamlgn glikoz’un verdigi ifade
edilmistir. 30 g/l oraninda glikoz, sakkaroz ve hidrolize sukroz i¢eren ortamlarda siirgiin
ucu ve nodal eksplantlarin fruktoz igeren ortamlara gére daha fazla ve uzun siirgiin verdigi
belirtilmistir.

Collin, Badot (1995), Quercus rubra fidanlarinin doku kiiltlirii yontemleri ile
tiretilmesinde eksplantlarin tepe kisimlarinda bazi nekrozlar olustugunu belirtmislerdir. Bu
nekrozlann bilyiime ortamindaki farkli mineral besinler, ortamin pH’s1 ve degisen bitki su
miktar ile iliskili oldugunu rapor etmislerdir.

Dujickova, Mala (1995), Genis yaprakli orman aga¢larinin in vitro kosullarda
yeniden {iretimini aragtirmislardir. Orman agaglarnindan Quercus petraea ve Fagus
sylvatica’in somatik embriyo olusumu metodunu tanimlamaya ¢aligmiglardir.

Janeiro vd. (1995), in vitro kosullarda mese ve kestanenin diisiik sicakliklarda
saklanma olanaklarini arastirmuglardir. Bir yil boyunca 3, 6, 9 ve 12 ay siireyle siirgiin
kiiltirlerinin 2°C’de bekletilmesinin eksplantlarin yagama ve g¢ogalma kapasitelerine
etkilerini incelemislerdir. ,

Karbonhidratlarn in vitro iiretimdeki rollerini ortaya koymak amactyla Romano vd. (
1995) Quercus suber iizerinde g¢alismislardir. Karbon kaynagi olarak fruktoz, glikoz,
sorbitol ve sakkaroz kullanildig: belirtilmis ve bunlarn farkli konsantrasyonlarinn (10-60

g/1) siirgiin olusumu ve koklenme safhalarinda denendigi ifade edilmistir. En biiyiik siirgiin ’
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sayisinin glikoz ilaveli ortamda gergeklestigi ortaya konulmustur. 30 g/I’lik sakkarozun
ayn1 derecede siirgiin sayisini artirdig1 halde siirgiin uzunlugunu daha fazla artirmas: ve alt
kiiltiirlere alimurken daha fazla sayida siirgiin vermesi nedeniyle tercih edildigi
bildirilmistir. Sorbitol ve fruktozun ise siirgiin olusumunu etkilemedigi ve kéklenmeyi
diistirdligii tespit edilmigtir. En iyi koklenmeyi glikoz ve onu takiben sakkaroz ve filtre ile
sterilize edilmis fruktoz iceren ortamlarin gergeklestirdigi belirlenmigtir. En yiiksek yan
kok sayisinin ise glikoz ve sakkaroz igeren ortamlarda oldugu ifade edilmistir. Arastiricilar
sonug olarak sakkaroz (30 g/l) ve glikoz (40 g/l)’u en iyi karbon kaynag1 olarak tespit
etmislerdir.

Simpson , Marks (1995), yine aym konuda sekerin geng ve yashi Quercus robur
sirgiinlerine  etkisi ile ilgili bir aragtirma yapmuslardir. Farkli  sakkaroz
konsantrasyonlarmin geng ve yasli Quercus robur eksplantlarinin in vitro’da siirgiin
yasama giicli ve koklenmesi {izerine etkilerini aragtirmuslardir. Geng klonlarda sakkaroz
konsantrasyonunun artirilmasinin kok taslag: ve koklenme lizerine olumlu etki yaptifini,
yash klonlarda benzer davramslar gozlendigi, ancak gen¢ klonlarda daha iyi sonug
alindigin: belirtmislerdir.

Vieitez vd. (1995) calismalarinda, Quercus robur’un iki orijininin koklenme
kapasitelerini karsilastirmiglardir. Siirglin olusumu igin GD ortamma 0.2 mg/l BA ilave
edildigi belirtilmistir. In vitro’da olusan mikro siirgiinlerin 25 ve 15 mg/l IBA ilaveli
ortamda 24 saat bekletildigi ve daha sonra hormonsuz 1/3 yogunluktaki GD ortamina
aktarildig1 ifade edilmistir. Bir ay sonra koklenme yiizdeleri, kok sayilart ve kok
uzunluklarinin 6lgiildiigii ve koklenme kapasitesinin iki tiirde de benzer ¢iktig1 ortaya
konulmustur.

Vyapari (1995), yaptig1 doktora calismasinda Quercus muehlenbergii’nin nodal ve
slirgiin ucu eksplantlarimin doku kiiltiirii yontemleri ile iiretilmesi iizerinde arastirma
yapmis, WPM ortaminda siirgiin ¢ogalmasinin MS ortamindan daha iyi oldugunu ayrica
1.0 - 5.0 mg/l BA ya da kinetin ilavesinin 2,4 D ve NAA ilavesinden daha yiiksek sayida
ve daha uzun siirgiin verdigini ifade etmistir.

Yamada, Miyaura (1995), Quercus acutissima’nin in vitro’da fidecik geligimi ile
ilgili yaptiklari ¢aliymada, BTM (Broadleaved Tree Medium) ve WSM (Wolter ve Skoog
Medium) kiiltiir ortamlart kullanilmugtir. K6k geligiminin 0.2 mg/l IBA ve 0.05 mg/l NAA
ilaveli % yogunluktaki BTM ortaminda gergeklestigi ifade edilmistir.
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Almanya’da Arastirma ve Teknoloji Bakanlifi’nin girisimi ile 1987 yilinda yedi
aragtirma enstitiisiiniin  katilimi ile orman agaclarimin doku kiiltiirii ile {iretilmeleri
aragtinlmigtir (Weisgerber, Gebharrdt, 1995). Quercus robur ve Quercus petraea’mn
baginda bulundugu bu tiirlerin in vitro kosullarda siirgiin ucu kiiltiirleri, somatik embriyo
olusumu, protoplast kiiltiirii teknikleri ve bunlarin uzun siire saklanma olanaklar
aragtirilmistir.

Puigderrajolls vd. (1996), in vitro kosullarda Quercus suber’in ikinci embriyolarinin
gelisimini ve orijinleri inceledikleri bir ¢alisma yapmuglardir.

Sanchez vd (1996), yasli Quercus robur ve Quercus rubra agaglarinin in vitro
kosullarda koklenmesini arastirmiglardir. Bes giinliik karanlik periyodun koklenmeyi
artirdifini  ancak fidan kalitesine zarar verdigini ifade etmiglerdir. IBA’in
konsantrasyonunun her iki tiiriin kdklenmesi igin de énemli oldugunu, en iyi sonucun 25
mg/l IBA konsantrasyonunun bulundugu ortamda 24 saat bekletildikten sonra 10 mg/l aktif
karbon igeren hormonsuz ortamda kiiltiire alma isleminde gerceklestigini rapor etmislerdir.
Aktif karbon igeren ortamlardaki kéklenmenin karbonsuz ortamlardan daha iyi oldugunu,
bunun nedeninin ise karbonun karartma islemi yanimnda ortam ya da eksplant ile ilgili
engelleri ortadan kaldirmasindan kaynaklandigini belirtmislerdir.

| Baska bir doktora tezinde Vanquez-Janerio (1996), bazi agag tiirlerinin in vitro
kosullarda soguk saklama yOntemlerini arastirmistir. Bu amagla iglerinde megenin de
bulundugu bes aga¢ tliriinii farkli zamanlarda soguk depolama iglemine tabi tutmus ve bir
yil boyunca alt kiiltlire almadan eksplantlarin yasama kabiliyetlerini koruyabilme
Ozelliklerini ortaya koymaya ¢aligmustir.

Pierik vd. (1997), geng ve yash (30 yas) Quercus robur ‘fastigiata’ eksplantlarinin
yan kok vermesini etkileyen faktorleri incelemiglerdir. Koklenmenin sadece geng ve
sukkulent eksplantlarda gergeklestigi ve yagl siirgiinlerin uzun alt kiiltiirlerinin kéklenme
gostermedigi belirtilmistir. Karanlikta birakmanin kdklenme igin esas dnemi tasidigi da
vurgulanirken, koklenme ortaminda IBA hormonundan yararlanildigi ortaya konulmustur.

Puddephat vd. (1997)’nin Quercus robur ile yaptiklant bir c¢aligmada; eksplant
kaynagimin, bitki bilyiime diizenleyicilerinin ve kiiltiir kosullarinin in vitro’da siirgiin
olusumu ve gelisimine etkisini aragtumiglardir. Nodal eksplantlardan yan tomurcuklarin
gelismesi igin kiiltiir ortaminda BA (benziladenin )’min farkli dozlarini denemiglerdir. En
yiksek sayida govde olusumunun 1.0 mg/l BA iceren ortamda 56. giin sonunda

gergeklestigini ifade etmislerdir. Siirgiin gelismesi ve ¢ogalmasini; nodal eksplantlarin
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fidan iizerindeki yerinin, kiiltiir ortamiin sicakliginin ve 151k kosullarimin etkiledigi
belirtilmistir. Agacin iist ve yan bolgelerinden alinan eksplantlarda siirglin ¢ogalmasinin en
diisiik degerde gergeklestigini ve birgogunun da hareketsiz kaldigim ifade edilirken
g6vdenin ortasindan alinan nodal eksplantlarda yan tomurcuklarin en yiiksek ¢ogalmay1
verdigi belirtilmistir. Yiiksek sicakligin ise slirgiin boyutunu ve siirgiin sayisini artirdif1 ve
kiiltiirlerin ¢ogalmaya baslamasi i¢cin 25°C kiiltiir sicaklifinin olmasi gerektigini ve yan
siirgiin gelisimini artirmak i¢in 16 saat ya da daha fazla 15182 gereksinim oldugunu ifade
etmislerdir.

Mcgowran vd. (1998), geng ve yasht Quercus robur ve Quercus petraea
eksplantlariin stirgiin kiiltiirlerindeki morfolojik ve fizyolojik farkliliklari incelemislerdir.
Eksplantlarin yatay olarak yerlestirilmesinin fidan ve kiitiik siirgiinlerinde elde edildiginde
yasgh agaglara gbre daha iyi sonu¢ verdigi, eksplantlarda olusan yaprak sayisi, siirgiin
uzunlugu ve ¢apimn farklilik gostermedigi ve eksplantlardaki siirgiin sayisimin fidan ve
kiitiik siirgiinlerinde yash agagfara gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

Polanya’nin 6nemli agac tiirlerinden olan meselerin varolan populasyonlarini ve
genotiplerini korumak amaciyla Olszewska, Wesoly (1998) denemeler yapmislardir.
Arastiricilar koklenmesi giig olan mese siirgiinlerinin in vitro tekniklerinden yararlanilarak
iiretilmesi {izerinde ¢aligmiglardir.

Quercus robur drneklerinin nod aralari ve yaprak pargalarini Cuenca vd. (1999)
somatik embriyo olusumu igin kullanmiglardir. Altr hafta sonra eksplantlarm 0.1 mg/l BA
ve 0.lmg/l NAA ilaveli ortamlara aktarildigt ve 4 hafta sonra bitki biiylime
diizenleyicilerinin olmadig1 ortamlarda alt kiiltiire alindiklar ifade edilmistir.

Quercus robur’un sitokinin ilaveli siirgiin cogaltma ortaminda elde edilen mikro
siirgiinlerin ~ koklendirilmesi Puddephat vd. (1999) tarafindan arastinlmuistir.
Mikrogeliklerde kok olusumunun, IBA ilaveli kok ortaminda NAA ilaveli ortamdan daha
yiiksek oldugu belirtilmistir. 1.0 mg/l IBA ilaveli ortamda 35 giin sonra kdklenmenin %80
diizeyinde gerceklestigi ifade edilmistir. Diisiik IBA konsantrasyonlarinin koéklenme
oramim diisiirdiigii, yiiksek konsantrasyonlarin (3 mg/1) ise kdk olusumunu artirdigy fakat
aym1 zamanda kallus olusumunu da tegvik ettiini bu nedenle yiiksek ve diik IBA
konsantrasyonlarinin tercih edilmedigini belirtmislerdir. Ayrica 7 giin oksin ilaveli ortamda
bekletildikten sonra hormonsuz ortama aktarilan mikrosiirgiinlerin koklenme oraninin %

84 oldugu arastiricilar tarafindan ortaya konulmugtur.
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Romano vd. (1999), doku kiiltiirii yontemini soguk depolama amagli kullanarak
Quercus suber eksplantlarint +5 °C’de iki yil muhafaza etmislerdir. Karanlik ortamda
bekletilen bitkilerin % 50°sinin iki y1l sonunda yasama kabiliyetini korudugunu ancak
151810 bu depolama ydnteminde negatif etkisi oldugunu belirtmislerdir. Sonug olarak +5
°C’de in vitro kosullarda karanlik ortamda depolamanin daha iyi sonug¢ verdigini ifade
etmislerdir.

Mala vd. (2000), Quercus petraea’nin olgunlagsmis tohumlarindan yararlanarak
somatik embriyo calismislardir. Tohumlar kullanilmadan 6nce + 4 °C’de saklanmiglardir.
WPM ortamu ile bunun uyarlanmig ortamlart kullanilmigtir. Denemelerde koyu yesil ve
acik yesil olmak iizere iki tip tohum kullamilmistir. Koyu yesil kotiledonlu embriyolarda
fidecik gelisimi olmamasina karsin agik yesil kotiledonlara sahip embriyolarda % 56
fidecik gelisiminin oldugu belirtilmistir.

Kiraly, vd. (2001), geng Quercus robur bireylerinin mikro iretiminde en Snemli
sorunun eksplantlarin koklenmesi oldugunu belirterek bu konuda bir ¢caliyma yapmuslardir.
Geng bireylerden alinan eksplantlarda IBA konsantrasyonunun ve bitki biiylime
diizenleyicilerinin muamelesinin kdklenme yetenegi, peroksidaz seviyeleri ve fotosentetik
aktivitesine etkisini.arastirmiglardir.

Racchi vd. (2001), Quercus robur’un tohumlarindan elde ettikleri fidanlar 0.2 mg/l
BA ilaveli WPM temel besin ortaminda her ay alt kiiltiire almislardir. Koklenme i¢in ise 25
mm uzunluktaki mikrosiirgiinler 2 mg/l IBA ilaveli 1/3 yogunluktaki WPM ortaminda 1 ile
5 giin arasinda bekletildikten sonra hormonsuz ortamlara aktarilmuglardir. En iyi kok
olusumunun 3 giinliik IBA isleminde gergeklestigi ortaya konulmugtur.

Meselerin olgunlasmis ve olgunlagmamis embriyolarindan yararlanilarak elde edilen
kallus dokulari {izerinde somatik embriyo olusumu ile bitki rejenerasyonuile ilgili:
Gonzalez — Benito vd. (1988), Quercus suber L. ve Quercus ilex L.’de; Manzanera
(1992), Quercus robur L. *da; Manzanera vd. (1993), Quercus suber L.’de; Kim vd.
(1995), Quercus acutissima’da; Hiinber vd. (1995), Quercus robur L.’da; Rancillac vd.
(1996), Quercus rubra L’da ; Endenman, Wilhelm (1999) Quercus robur L. ’da

¢alismuslardir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal ve Yontem

Arastirma kapsaminda gerceklestirilen tiim denemelerde Quercus hartwissiana Stev.
palamutlarindan elde edilen 4-5 aylik fidecikler eksplant olarak kullanilmistir. Tohumlar,
Trabzon — Yalincak mevkiinde bulunan 50 yasindaki mese agacindan toplanmigtir.
Palamutlarin ¢imlendirilmesiyle olusan fideciklerden alinan materyaller denemelerde

kullanilmagtir.

2.1.1. Materyalin Ahinmasi

Trabzon — Yalincak mevkiinde >bulunan 50 yasindaki Quercus hartwissiana’ nin
palamutlar1 1999 ve 2000 yui Ekim ayinda toplanmiglardir. Gonzalez - Benito vd.
(1988)’nin uyguladigi yonteme uygun olarak mantar bulagmasini engellemek igin
palamutlarin {izerlerine fungusit (Benlate 4 g/1 ) tatbik edilmis ve Kasim ayina kadar +4
°C’de bekletilmiglerdir. Palamutlar Kasim ayinda seraya ekilmis ve elde edilen 4 - 5 aylik
mese fideleri doku kiiltiirli g¢alismalarinda kullanilmaya hazir duruma gelmiglerdir. Her
bir fideden, 1-2 tomurcuk igerecek sekilde 2 — 4 cm uzunlugunda parcalar kesilmistir.

Alinan bu eksplantlar ayn1 giin icerisinde doku kiiltiir{i calismalarinda kullaniimistir.

2.1.2. Besin Ortammn Belirlenmesi

Doku kiiltiirii tekniklerinde en &nemli faktérlerden bir tanesi, mineral madde ve
vitaminlerden olusan besin ortamlaridir. Doku kiiltiirii tekniklerinin baglamasiyla bir ¢ok
besiyeri denenmis ve giiniimiize kadar birgok besin ortami gelistirilmistir. Bunlar bitkilerin
tiirline ve kiiltir cesidine gore degisiklik gostermektedir. Meselerin doku kiiltiirlerinde
genellikle GD- (Greshoff ve Doy) (Chalupa 1984; San-Jose vd. 1985; Vieitez vd. 1985;
Meier-Dinkel 1987; San-Jose vd. 1988; San-Jose vd. 1988; Pevalek 1991; Ballester, Meierg
Dinkel 1992; Vieitez vd. 1994; Vieitez vd. 1995) ve Llyod ve McCown tarafind
gelistirilen WPM (Woody Plant Medium) (Chalupa 1984; Volkaert vd. 1990 ) ortamla:

5

&
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daha iyi sonug verdigi belirtilmektedir. Bu aragtirmada da WPM (Llyod, McCown, 1981)
ve GD ( Gresshoff, Doy, 1972) temel besin ortamlar1 kullaniimistir. Belirtilen temel besin

ortamlarinin igerikleri ve hazirlaniglar: Tablo 1 ve 2’de verilmistir.

Tablo 1. GD ve WPM temel besin ortamlarinin bilesimleri

Besin Maddeleri GD Temel Besin WPM Temel Besin
rtami (mg/l) Ortami (mg/1)
NH4NO; - 400
KNO; 1000 --
MgSO4 TH;0 250 370
KH,PO4 - 170
CaCl,.2H,0 150 96
Ca(NOs),.H,O - 556
Na,HPO, 30 --
(NHa) 2SO, 200 C -
KCl 300 --
NaH,PO4H,0 90 -~
K,SOy4 - 990
ZnS04.7H,0O 3 8.6
H;BO; 3 6.2
KI 0.75 -
MnS0O4.4H,0 1 22.3
Na>;MoO;H,0 0.25 - 0.25
CuS04.5H,0 0.25 0.25
CoCl,.6H,0O 0.25 -
FeSO4.7H>O 27.8 27.8
NaEDTA.2H,0 40 37.3
Nicotinik acid 0.1 0.5
Thiamin. HC] | 1.0 0.1
Pyridoxin. HCI 0.1 0.5
Glycine 0.4 2.0
Myo-Inositol 100 100
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Tablo 2. GD ve WPM temel besin ortamlarinin hazirlanist

Besin Maddeleri GD Temel Besin | WPM Temel Besin
Ortami (mg/1) Ortam (mg/l)
Makro stok
NH4NO; - 400
KNO; 1000 370
MgSO4 7TH,O 250 170
KH,PO4 - 96
(NHy) 2SOy 200 -
Na,HPO, 30 -
KCl 300 -
NaH,PO.H,0 90 --
K,SO4 - 990
CaCl,.2H,0 150 556
Mikro stok A
MnS04.4H,0 1 22.5
ZnS04.7H,0 3 8.6
H3BO4 3 6.2
KI 0.75 -~
Na,MoO-H,0 0.25 0.25
CuS04.5H>0 0.25 0.025
CoCl,.6H,0O 0.25 - 0.025
Na-Fe EDTA Stok .
FeSO4.7H,0 27.8 27.8
Na,EDTA.2H,0O 37.3 37.3
Vitamin Stok GD vitamin s. MS vitamin s.
Nicotinik acid 0.5 0.5
Thiamin. HC] 0.1 0.1
Pyridoxin. HCI 7 0.5 0.5
Glycine 2.0 2.0
Myo-Inositol 100 100
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Calismada kullanilan besin ortamlar1 daha 6nceden yapilmis olan stok eriyiklerden
belirli miktarlarda alinarak hazirlanmigtir. 1 litre GD temel besin ortami i¢in Makro I
stoktan 100 mli, Mikro II stoktan 10 ml, Na-Fe-EDTA stoktan 100 ml, GD vitamin stoktan
10 mi, Myo-Inositol’den 100 mg alnmugstir. 1 litre WPM temel besin ortami igin, Makro I
stoktan 100 ml, Makro II stoktan 100 ml, Mikro IIT stoktan 10 ml, Mikro IV stoktan 10
ml, Na-Fe-EDTA stoktan 100 ml, MS vitamin stoktan 10 ml, Myo- Inositol’den 100 mg
almmustir. Bir litre besiyeri hazirlamak icin her iki ortamada istenilen miktarda sakkaroz
ve bitki biiylime diizenleyicileri ilave edilerek destile su ile hacmi bir litre olacak sekilde
tamamlanmistir. Besiyeri daha sonra ¢alkalayici iizerine konulup manyetik karistiric ile
karistinlomis ve pH’st  0.1IN NaOH ve 0.IN HCI ilavesiyle 5.7’ye ayarlanmustir. pH’s1
ayarlanan ortamlara en son olarak agar ilave edilmistir. Agarin tamamen ortama karisip
erimesi i¢in ortam berrak renk alincaya kadar manyetik karigtirict ile kanigtirilarak 1sitict
tizerinde kaynatilmigtir. Kaynama isleminden sonra ortam soguyup katilagmadan 6nce
kullanilacak bitki materyalinin &zelligine gore 15 x 150 mm’lik kiiltur tiiplerine ya da, 60 x
120 mm’lik kiiltiir kavanozlarina aktarilmigtir. Kiiltiir kavanozlarinin agz: 1siya ve basinca
dayanikli plastik kapaklarla, kiiltiir tliplerinin agzi ise aliiminyum folyodan hazirlanan
kapaklarla kapatilmigtir.

2.1.2.1. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Belirlenmesi

Bitki biiylime diizenleyicileri ya da diger adlandirma ile hormonlar besin degildirler
fakat biiylimeyi ve gelismeyi diizenlerler. Genellikle bitkilerde dogal olarak bulunmalarina
karsin, kiiltiirlerde yeterli miktarda sentezlenemezler. Bu nedenle kiiltlir ortamina digsaridan
eklenirler. Oksin, sitokinin, giberalin ve etilen, biiyiime diizenleyici olarak kullanilirlar.
Genellikle oksin hiicre geniglemesini ve kok geligmesini buna kargin sitokinin siirgiin
bilylimesini ve hiicre bdliinmesini tesvik etmektedir. Doku kiiltiirii ortamlarinda her bir
bitki i¢in dogru hormon ¢esidinin ve dogru oranlarin se¢ilmesi ¢ok 6nemlidir ( Kyte,
Kleyn, 1999).

Quercus tiirlerinde yapilan ¢alismalarda siirgiin olusumu igin ortama ilave edilen
sitokinin grubu hormonlardan BA’nin daha olumlu sonug verdigi (Chalupa 1984; San-Jose
vd. 1985; Ide, Yamamoto 1987; Meier-Dinkel 1987; Deidda vd. 1988; San-Jose vd. 1988;



Ballester, Meier-Dinkel 1992; Vieitez vd. 1994; Vieitez vd. 1995; Puddephat vd. 1997)
ifade edilmigtir.

Kok olusumu igin ise oksin grubundan IBA’nin olumlu etkilere sahip oldugu
belirtilmistir (Chalupa 1984; San-Jose vd. 1986; Ide, Yamamoto 1987; San-Jose vd. 1988;
Pevalek 1991; Ballester, Meier-Dinkel 1992; Vieitez vd. 1992; Vieitez vd. 1995;
Yamada, Miyavra 1995; Sanchez 1996; San-Jose 1996; Puddephat vd. 1997).
Mikrogeliklerin bazen IBA’nin yiiksek dozlarina batirildiktan sonra ( Vieitez 1992; San-
Jose 1988) bazen de yiiksek konsantrasyonda IBA iceren ortamlarda 24 saat bekletildikten
sonra hormonsuz ortamlarda kdklenmeye alinmalarinin (Vieitez 1995; Sanchez 1996) kok
olusumunu artirdig: da bildirilmistir.

Bu sonuglar 151Z1nda denemelerde siirglin olusumu ve ¢ogalmasi i¢in BA’nin, kék
olusumu ve gelisimi i¢in ise IBA etkilerini ortaya koymak amaciyla farkli dozlar
kullamilmistir. Tablo 3, 4 ve 5’de caligmada kullanilan bitki biiylime diizenleyicileri ve

konsantrasyonlarn verilmistir.

Tablo 3. Bitylime ve ¢ogalma ortamlarinda kullanilan BA konsantrasyonlart

Ortamlar BA konsantrasyonlar1 (mg/l)
1 0.2
2 0.5
3 1.0
4 2.0

Tablo 4. Koklendirme ortamlarinda mikrogeliklerin batirildigi IBA’nin dozlari ve islem

siireleri
Ortamlar BA konsantrasyonlar1 (g/) | Bekleme siiresi (dak.)
1 0.5 2
2 0.5 6
3 1.0 2
4 1.0 6




23

Tablo 5. Kéklendirme ortamlarinda kullanilan IBA ilaveli ortamlarda mikrogeliklerin kalig

siireleri
Ortamlar " | IBA konsantrasyonlar: (mg/l)| Bekleme siiresi (saat)
1 25 24
2 25 48
2.1.3. Sterilizasyon

2.1.3.1. Besin Ortaminin Sterilizasyonu

Hazirlanan besin ortamlart 15 x 150 ml'lik kiiltiir tiiplerine ve 60 x 120 ml'lik kdiltiir
kavanozlarina aktarilmistir. Besin ortaminin sterilizasyon siiresi ortamin hacmine gore
degismektedir. Genellikle 121 °C’de 1.05 Kg/cm® basing altinda minimum 15 dakika,
bazen de 20-30 dakika bekletilerek sterilizasyon tamamlanmaktadir (Dodds, Roberts,
1986). Bu ¢aligmada kiiltiir tlipleri ve kavanozlari otoklavda 121 °C’de ve 1.05 Kg/c:m2

basing altinda 20 dakika tutularak sterilizasyon islemi gergeklestirilmisgtir.

2.1.3.2. Bitkisel Materyalin Sterilizasyonu

Bitkisel materyal izole edilmeden once bitki ylzeyindeki zengin mikrofloranin
elimine edilmesi gerekmektedir. Eksplantlarin sterilizasyonu doku kiiltiirlerinde ¢ok
6nemli bir sorun olusturmaktadir. Sterilizasyon igin en iyi sterilant maddenin, bunun
konsantrasyonun ve iglem siiresinin iizerinde ¢aligilan materyalde yapilacak gézlemler
sonucunda belirlenmesi uygun goriilmektedir. Kalsiyum ve sodyum hipoklorit (NaOClI,
CaOCl) soliisyonlar1, hidrojen peroksit (H,O,), giimiis nitrat (AgNOs3) ve civa kloriir
(HgCl), sterilizasyon i¢in kullanilabilen maddelerdir (Goniilsen, 1987). Baz1 durumlarda
izole edilen bitki par¢asinin % 70'lik etanol ic;eri'sinde'30 sn siire daldirilip sonradan diger
bir sterilant madde ile sterilize edilmesi yararli olmaktadir. Ciinkii alkol, materyallerin

digindaki mumsu tabakantn kalkmasim ve boylece sterilant maddenin daha etkili olmasini
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saglamaktadir. Bitki yiizeyindeki mikroorganizmalar bu yontemle elimine edilmekle
birlikte, mikroorganizmalarin dokularin i¢ine de girdikleri bir gergektir. Bu nedenle kiiltiir
sirasinda bazen bulagsmaya engel olunamadig ancak antibiyotiklerle bulagmanin kontrol
altina alindig1 belirlenmistir (Goniilsen, 1987). Ayrica bazi durumlarda mantar bulagmasini
engellemek i¢in besin ortamina fungusit olarak Amphotericin B ilave edilmektedir (Watt
vd. 1995). Meselerde Benito vd. (1998)’nin yaptiklart bir ¢alismada mantarlara karsi
palamutlarin lizerine fungusit ( 4 g/l Benlate) tatbik edildigi belirtilmigtir. Spethman (1986)
ise  Quercus robur ve Quercus petraea’nin koklendirme islemlerinde IBA ve [AA
hormonlar ile birlikte mantar bulagsmasima karsi % 15 oraninda Benomyl kullanmistir.

Bu c¢alismada Quercus hartwissiana’dan aliman palamutlarin {lizerine seraya
ekilmeden Once fungusit (4 g/l Benlate) uygulanmistir. Bu islem fideler olugtuktan sonra
serada bulunduklarn siire igerisinde de iki ayda bir tekrarlanmigtir. Yiizey sterilizasyonu
icin  mese eksplantlart 2-4 c¢cm uzunlugunda kesilmislerdir. Siirgiinlerdeki yapraklar
koparilarak ortamdan uzaklastinlougtir. Eksplantlar once musluk suyunda bol su ile
calkalanmiglardir. Daha sonra % 70°lik alkol soliisyonunda 20 sn bekletilmislerdir. Bu
islemin ardindan steril su ile galkalanmuslardir. Igerisinde % 0.5 Tween — 20 ilave edilmis,
% 2.5’1ik NaOCl soliisyonunda siirgiinler 15 dakika siireyle ¢alkalayicida bekletilmislerdir.
Bu siire sonunda steril kabin igerisinde 3 defa, 3 dakika steril saf su ile durulanarak

sterilizasyon iglemi tamamlanmistir.

2.1.3.3. Kullanilan Alet ve Ekipmanlarin Sterilizasyonu

Kullanilacak metal ve cam malzemeler bulagik makinesinde yikandiktan sonra saf su
ile igleme tabi tutulmuslardir. Daha sonra etiivde 105 °C'de yaklagik 1-2 saat
bekletilmislerdir. Cam malzemeler otoklavda 1.05 Kg/cm? basing altinda ve 121 °C’de 20
dakika sterilize edilmiglerdir. Eksplantlarin yiizeysel sterilizasyonunda kullanilacak saf su
da otoklavda sterilize edilmistir. Steril ¢alisma kabini ¢aligma yapilmadig1 zamanlarda UV
isinlann ile steril edilmistir. Calismaya baslamadan 30 dakika 6nce ise UV 1gmlan
kapatilmg ve steril kabin Qallstmlmlstlrf Daha sonra steril kabinin i¢ yiizeyi % 70'lik alkol
ile silinmistir. Kiiltiire alinma isleminde kullanilacak pens, igne ve bisturiler ¢aligmaya

baslamadan 6nce % 96'lik alkole batirilarak atesle muamele edilmistir.



25

2.1.3.4. Diger Sterilizasyon Islemleri

Steril kabinde ¢alismadan Once laboratuar elbisesi giyilmistir. Eller; sabun, su ve
alkolle steril hale getirilmistir. Bone ve yiiz maskesi kullanilmistir. Dis ylizeyleri steril
edilmemis tiip ve kavapozlar steril kabine alkollii pamuk ile silindikten sonra alinmustir.
Bir defa kullanilan bisturi, pens ve petri kaplart alkolden gegirildikten sonra atesle
muamele edilerek yeniden kullanima hazir hale getirilmistir. Paketleri agilan petri kaplan
ve su sigeleri sadece o giin ic¢in steril oldugundan, ertesi giin kullaniimamigtir.
Eksplantlardaki bulagmay1 6nlemek amaciyla yapilan tiim bu sterilizasyon iglemlerinin

yaninda, laboratuar da daima temiz tutulmustur.

2.1.4. Materyalin Kiiltiire Alinmas

Yiizey sterilizasyonundan sonra steril hale gelen Quercus hartwissiana eksplantlari
steril ¢aligma kabininde kiiltlire alinmuigtir. Eksplantlar binokiiler mikroskop altinda bisturi
ve pens yardimiyla dig pullarindan arindirilnugtir. 1-2 yaprak taslagi tasiyacak sekilde
béliinen, 6-8 mm uzunlugundaki eksplantlar; igerisinde steril besin ortaminin bulundugu
kiiltiir tliplerine alinmistir. Yatay olarak yerlestirilen eksplantlarin diigey olarak
yerlestirilmis eksplantlardan daha iyi gelisim gosterdigi Vieitez vd. (1993) tarafindan
ortaya konulmustur. Calismamizda eksplantlar; 2/3'i ortam igerisinde kalacak sekilde,
yatay olarak besin ortamina alinmislardir. Tiiplerin agiz kismi ve aliiminyum folyodan
yapilmug kapaklar atesten gegirilerek tiiplerin agzi sikica kapatilmistir. Eksplantlar, ilk 5
giin bakteri veya mantar bulagmasint engellemek igin her giin taze ortamlara aktarilmustir.
Daha sonra 4 haftada bir taze steril ortamlara aktarilmistir. Eksplantlarmn gelisim
durumlarina gore daha genis alan gereken durumlarda eksplantlar kavanozlar icerisindeki

taze ortamlara aktarnlmistir.

2.1.5. Besin Ortaminin pH’sinin Ayarlanmasi

Doku kiiltiirlerindeki besin ortamlarinin asidik veya bazik olmasi ¢ok dnemlidir. He‘é
bitki tiiriiniin ihtiyag duydugu pH degeri farklidir. Ornegin Rhododendron’lar doku Kiiltij »

o
S
kosullarinda asidik ortamu isterken (pH 4.5-5.0), gilek az asidik ortamu ister (pH 5

f

Zp
@?M
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Genellikle besin ortamlarinda pH'nin 5.5-5.8 arasinda olmasi tercih edilir ( Kyte, Kleyn,

1999). Bu ¢aligmada besin ortamlarinin pH's1 5.7 olarak ayarlanmuigtir.

2.1.6. Eksplantlarin Gelisme Kosullari

Dogal yetisme ortamlarinda oldugu gibi doku kiiltlirlerinde de eksplantlarin normal
gelisimlerini saglayabilmeleri icin ¢evre kosullarinin uygun olmasi gereklidir. Isik, sicaklik
ve rutubet bu ¢evre faktdrlerinin en dnemlilerindendir. Kiiltiir kaplan icerisinde genellikle
% 100'e varabilen yiiksek bir rutubet saglandig: i¢in eksplantlarin gelismesinde Ozellikle
rutubetin ayarlanmasina gerek yoktur. Ortam rutubeti % 80-90 seviyesinde tutulmalidir (
Kyte, Kleyn, 1999). Bu nedenle kiiltiirlerin gelismesi i¢in 151k ve sicakligi ayarlanabilen

yetigtirme ortamlarina gereksinim duyulmaktadir.

2.1.6.1. Sicaklik Istegi

Eksplantlar sicakligin uygun oldugu ortamlarda tutulmalidir. Genellikle doku
kiiltiirleri i¢in yetistirme ortami sicakliklart 25°C’dir (Goniilsen, 1987). Sicaklifin mese
eksplantlarinda siirglin boyutunu ve siirgiin sayisini artirdign ve kiiltiirlerin ¢ogalmaya
baglamasi1 i¢in sicaklik degerinin 25°C olmast gerektigi belirtilmektedir (Puddephat
vd.,1996). Quercus hartwissiana tiiril ile yapilan denemelerde ortam sicaklift 25°C olarak

kullamlmustir.

2.1.6.2. Isik Istegi

Bitki doku kiiltiirlerinde kullanilan i5131in yogunlugu ve aydinlanma siiresi 6nemlidir.
Eksplantlarin 151k istegi ototrof olarak gelisen bitkilere benzememektedir. Kiiltiirler igin
gerekli karbonhidratlar saglandigindan, kiiltiiriin son devresi disinda fotosentez yapilmasi
gerekli degildir. Ancak 1518a, bazi morfogenetik islemleri regiile etmek igin gereksinim
duyulmaktadir (Goniilsen, 1987). Mikro iiretimde 15181 etkisinin basaris1 li¢ parametreden
gegmektedir. Bunlar; siireklilik (fotoperyot ve giin uzunlugu), aydinlanma (siddeti ya da
151k akimi) ve spektral kalite (dalga uzunlugu)’dir (Economou, Read, 1987).
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2.1.6.2.1.Is1k Yogunlugu

Kullanilan bitki tiiriine, izole edilen eksplantin cinsine ve besin ortamina bagli olarak
300-10000 liikkse kadar degigen 151k yogunluguna gereksinim vardir (Murashige, Skoog,
1962). Quercus hartwissiana tiirii ile yapilan denemelerde 151k yoguniugu 2000 liiks olarak

ayarlanmistir.

2.1.6.2.2. Aydinlanma Siiresi

Uygulanan giinliik aydinlanma siiresi, kullanilan bitki tiirli, 151k kalitesi ve amaca
gore degisebilmektedir (Murashige, Skoog, 1962). Puddephat vd. (1996) yaptiklar
aragtirma sonucunda meselerde siirgiin gelisimini artirmak ig¢in kiiltlirlerin 16 saat 1518a
ihtiya¢ duyduklarini ifade etmislerdir. Diger bir¢ok arastirmada benimsenen aydinlanma
siiresi degerlerine uygun olarak Quercus hartwissiana kiiltiirleri 8 saat karanlik 16 saat

aydinlik kosullarda saklanmuistir.

2.1.7. Gelisme Siiresince Yapilan Ol¢iim ve Gozlemler

2.1.7.1. Eksplantlarin Gelisimi ve Siirgiin Olusumu

Kiiltiire alinma igleminden sonra eksplantlardaki degisimler, canlilik durumlart ve
siirglin olusturmalar diizenli bir sekilde incelenmistir. Iki temel besin ortamu ve dért farkls
sitokinin konsantrasyonuna ait toplam 8 islem gerceklestirilmigtir. Her bir islem igin
baslangic materyali olarak 10’ar adet eksplant kullamilmigtir, Dort haftada bir taze
ortamlara aktarilan eksplantlarin baslangigtan 10 hafta sonra elde edilen siirgiin sayilar
belirlenmigtir. Bu mikrogelikler koklendirme ortamina alinirken her eksplantta meydana

gelen siirglin sayilart, nod sayilari ve siirgiin uzunluklar belirlenmistir.
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2.1.7.2. Farkli Genotiplere Ait Eksplantlarin Gelisimi ve Siirgiin Olusumu

Kiiltiire alinma isleminden sonra farkli genotiplere ait eksplantlardaki degisimler,
canlilik durumlan ve siirgiin olusturmalan diizenli bir sekilde incelenmistir. Besin ortami
olarak ilk denemede kullanilan 8 ortamdan en iyi siirgiin ¢ogalmasi gdsteren ortam
kullamilmigtir. Denemeler 7 adet genotip lizerinde gergeklestirilmigtir. Her bir islem igin
baslangic materyali olarak 10’ar adet eksplant kullamilmistir. Dért haftada bir taze
ortamlara aktarilan eksplantlarin baglangictan 6 hafta sonra meydana gelen siirgiin sayilar,

nod sayilar1 ve siirgiin uzunluklari belirlenmisgtir.

2.1.7.3. Farkli Eksplant Kaynaklarinin Siirgiin Olusumu ve Gelisimi

Kiiltiire alinma isleminden sonra farkl: eksplant kaynaklarinin siirgiin olusumu ve
gelisimleri, canlilik durumlan diizenli bir sekilde incelenmistir. Besin ortam: olarak ilk
denemede kullanilan 8 ortamdan en iyi siirglin ¢ogalmasi gdsteren ortam kullanilmistir.
eksplant kaynag1 olarak koltuk ve siirglin u¢ tomurcugu kullaﬁ11m1$t1r. Her bir islem i¢in
baglangic materyali olarak 10’ar adet eksplant kullamlmistir. Dért haftada bir taze
ortamlara aktarilan eksplantlarin baslangigtan 8 hafta sonra meydana gelen siirgiin sayilar,

nod sayilar1 ve siirgiin uzunluklari belirlenmistir.

2.1.7.4. Siirgiinlerin Koklendirilmesi

Calisma ortaminda 15-20 mm uzunlugundaki siirgiinler besin ortamu artiklarindan
temizlendikten sonra tek tek kok ortamuna aktarilmiglardir. Her iki koklendirme
denemelerinde de temel besin ortamlart. 1/3 oranlarinda kullanilarak fakir ortamlar elde
edilmistir. 4 hafta sonra koklenen mikrogelikler sayilarak siirgiinlerin kdklenme oranlan

belirlenmigtir. Ayrica her bir mikrogelikiin kok sayisi tespit edilmistir.
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2.1.8. Koklii Fideciklerin Sasirtilmasi

In vitro'da koklenen eksplantlar besin ortami artiklarmdan arndirilarak 1:1:1
oraninda hazirlanan toprak: perlit: turba karigimina sagirtilmistir. Bu ortamda 4 hafta 20 —
25 °C’de normal giin 15181nda % 80 - 90 rutubette bekletildikten sonra seraya aktarilmigtir.
Topraga transferin ilk baglangicinda fideciklerin dis ortama adaptasyonu igin dikim
saksilarin iizeri hava deliklerine sahip seffaf malzemeyle kapatilmistir. Daha sonra bu
Orti kademeli olarak agilmig ve dis ortama adaptasyon saglanmis ve fidecikler seraya

aktarilmuistir.

2.1.9. Verilerin Degerlendirilmesi

Sirgiin biiylimesi ve ¢ogaltilmas: denemeleri sonucunda elde edilen veriler , iki
faktorlti varyans analizi yontemi ile deéerlendirﬂmistir. F testi ile 0.01 yanilmayla kontrol
edildikten sonra, farkli gruplarin tespitinde Duncan testi 0.05 ve 0.01 yanilma esas alinarak
kullanilmustir. Say1 degerlerinde V X +0.5 doniisiimii uygulanmistir (Kalipsiz,1988).

Genotipler arasindaki farkliliklarin ortaya konulmasi amaciyla yapilan denemelerde
ise yine ayni istatistik yontemler kullantlmistir.

Eksplant kaynaklar: arasindaki farkliliklart ortaya koymak icin yapilan denemelerin
istatistiki degerlendirmeleri t testi ile yapilmigtir.

Elde edilen mikrogeliklerin koklendirme c¢alismalarinda da yine  istatistiki

degerlendirmeler t testi ile gergeklestirilmistir.



3. BULGULAR

Quercus hartwissiana’nin doku kiiltiirii teknikleriyle iiretilebilme olanaklarinin
aragtirildigt bu cahsma' kapsamunda, farkli temel besin ortamlant ile farkli oksin ve
sitokinin  konsantrasyonlarmin etkileri incelenmistir. Materyal olarak Quercus

hartwissiana’nin tomurcuklan kullanmlmigtir.

3.1. Siirgiin Cogaltma Denemeleri

Quercus hartwissiana’nin in vitro’da tiretimi i¢in koltuk tomurcuk eksplantlar
bliyiime diizenleyicilerin eklendigi GD ve WPM olmak {iizere iki temel besin ortaminda
kiiltire alinmislardir. Kurulan ilk denemelerin 7. giin sonundaki gozlemlerinde
eksplantlarin timiiniin enfekte oldugu belirlenmistir. Bunun iizerine, bulagsmalari 6nlemek
amaciyla baglangi¢ ortamlarma mantar enfeksiyonu i¢in fungusit ( 40 mg/l Amphotericin-
B ) ve bakteri enfeksiyonu i¢in antibiyotik (100 000 U/l Penisilin) ilave edilmistir.Bunun
yan1 sira eksplantlarm ilk 5 giin boyunca her giin taze ortamlara aktarilmasindan sonraki
incelemelerde mantar ve bakteri bulasmalart gozlenmemistir. Her iki temel besin
ortamindaki eksplantlarda gelismeler olmakla birlikte, besin ortamlant aralarinda
farkliliklar gozlenmistir. BA’nin 0.2 mg/l dozu ilaveli GD ve WPM ortamlaninda killtiire

alinan eksplantlarin 3 hafta sonraki durumlar Sekil 1°de gosterilmistir.
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Sekil 1. GD ve WPM + 0.2 mg/l BA ortaminda kiiltiirden 3 hafta sonra eksplantlardaki
gelisim durumlant (soldan ilk iki 6rnek WPM, son iki 6rnek GD)

3.1.1. Farkh Ortam (GD ve WPM) ve Sitokinin (BA) Dozlarimn Siirgiin
Olusumu ve Gelisimine Etkisi

BA’nm farkh dozlar ( 0.2, 0.5, 1 ve 2 mg/l) kullanilarak hazirlanan GD ve WPM
temel besin ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlar, her dort haftada bir taze ortamlara
aktarilmiglardir. Kiltiire alma igleminden sonra bulagmalari énlemek igin eksplantlar 5 giin
boyunca her giin taze ortamlara aktarilmiglardir.

Baglangigtan bir hafta sonra denenen tiim ortamlarda tomurcuklar patlamaya
baglamustir. Eksplantlarin kiiltiire alinmalarindan 4 hafta sonra yapilan gozlemlerde temel
besin ortamlan arasinda gelisme farkliliklan olmakla birlikte her ikisinde de siirgiin
gelisiminin meydana geldigi ortaya konmugtur. BA’min tim dozlarinda siirgiin
gelismelerinin GD ortaminda, WPM ortamina kiyasla daha iyi oldugu gozlenmistir. Kiiltiir
¢alismalarimin baslangicindan on hafta sonra eksplantlar koklendirme ortamina alinmadan
once olgim ve gozlemler yapilmustir. Siirgiin sayilari, nod sayilari ve siirgiin uzunluklari
Olgulmustiir.  Uygulanan farkli BA dozlariin siirgiin sayisi, nod sayisi ve siirgiin
uzunlugunu etkiledigi gozlenmigtir. Farkh temel besin ortamlart ve BA dozlarindaki

farkliliklar; siirgiin sayilari, nod sayilan ve siirgiin uzunluklarinin degisimine neden
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olmustur. Baslangigtan sekiz hafta sonra yapilan gozlemlerde 0.2 mg/l BA + GD
ortamindaki eksplantlardan siirgiin gelisimi Sekil 2°de gosterilmistir.

Sekil 2. GD + 0.2 mg/l BA ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan 8. haftadaki siirgiin
gelisimleri

3.1.1.1. Siirgiin Sayisina Etkisi

Denemelerde kullanilan iki temel besin ortamimna konulan eksplantlarin gelisimleri
o6nce GD daha sonra WPM ortamlarinda ayri ayri incelenmigtir. Farkli BA dozlarmin
eklendigi GD ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardaki gelisim durumlan Sekil 3, 4, 5 ve

6’da gosterilmigtir.
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Sekil 3. GD + 0.2 mg/l BA ortaminda kiltiire alman eksplantlardan 10 hafta sonraki
stirgiin gelisim durumlart

Sekil 4. GD + 0.5 mg/l BA ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan 10 hafta sonraki siirgiin
gelisim durumlan
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Sekil 5. GD + 1 mg/l BA ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan 10 hafta sonraki siirgiin
gelisim durumlan

Sekil 6. GD + 2 mg/l BA ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan10 hafta sonraki siirgiin
gelisim durumlart



BA’nin farkli dozlart ilaveli GD temel besin ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardaki

siirgiin sayilarinin geligimleri Tablo 6 ve Sekil 7 ve 8’de verilmistir.

Surgun Say. (Adet)
-

0.2 05 1
WPM Ort

BA Konsant.(mg/l)

G
=)
o

GD Ort.

+1.96*Std. Err.
+1,00"Std. Err.
Mean

Sekil 7. BA'nm farkli dozlarinin ilave edildigi GD ve WPM temel besin ortamlarindaki
Quercus hartwissiana eksplantlarinim siirgiin sayilar

Tablo 6. BA'nin farkli dozlarmin ilave edildigi GD temel besin ortamindaki Quercus
hartwissiana eksplantlardan gelisen siirgilin sayilar

Ortam No BA Dozlan Ort. Siir. Say. Maksimum Siir. | Minimum Siir.
(mg/) (adet) Say. (adet) Say. (adet)
1 6.2 5.10£2.56 9 2
2 0.5 2.10+0.57 3 ik
3 1.0 1.80+0.63 3 1
4 2.0 1.00£0 1 1




4 5 B 7 & 9§ 10

0 1 2
Siirgun Say. (Adet) Sirgun Say. (Adet)
0.2 mg/l BA 0.5 mg/l BA

Eksplant Say. (Adet)

# 5 & @ 8 9 4 5 ® 7 8 9 10

Surgun Say. (Adet) Sirgin Say. (Adet)
1 mg/l BA 2 mg/l BA

Sekil 8. Farkli BA dozlan ilaveli GD temel besin ortamimdaki eksplantlarda olusan siirgiin
sayilar :

Tablo 6 ve Sekil 7 ve 8 incelendiginde goriilecegi gibi, GD ortamindaki en yiiksek
ortalama siirgiin sayist 5.1 adetle 0.2 mg/l BA ilaveli ortamda gergeklesmistir. Bunu 2.1
adet ile 0.5 mg/l BA ilaveli ortam izlemistir. BA dozunun artmasiyla birlikte siirglin
sayisinda azalmalar gdzlenmistir. En diisiik ortalama siirgiin sayist ise 1 adetle 2 mg/l BA
ilaveli ortamda gerceklesmistir. Maksimum stirgiin say1st en yiksek, 9 adetle 0.2 mg/l BA
ilaveli ortamda gergeklesirken bunu 3 adetle 0.5 ve 1 mg/l BA igeren ortamlar takip
etmistir. En diisitk deger ise yine 2 mg/l BA ilaveli ortamda 1 siirgiin ile ger¢eklesmistir.
Minimum siirgiin sayilarin ele alinirsa, 2 adetle 0.2 mg/l BA ilaveli ortamda en iyi degerde
bulunurken diger ortamlarda degigmeyerek 1 adetle ayni kalmustir.

WPM ortaminda farkli BA dozlarinda kiiltiire alinan eksplantlarin gelisimleri
incelendiginde GD ortamindaki eksplantlardan farklilik gosterdikleri gozlenmistir. WPM

temel besin ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardaki stirgiin sayilarmin geligimleri Tablo 7

ve Sekil 7 ve 9°da verilmistir.
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Tablo 7. BA'nin farkli dozlarinin ilave edildigi WPM temel besin ortamindaki Quercus
hartwissiana eksplantlarinda olusan siirgiin sayilarim gelisimi

Ortam No BA Dozlan Ort. Siir. Say. | Maksimum Siir. | Minimum Siir.
(mg/l) (adet) Say. (adet) Say. (adet)
1 02 ¢ 2.70+1.06 5 1
2 0.5 1.80+0.79 3 1
3 1 1.20+0.42 2 1
4 2 1.00+0 1 1

Eksplant Say. (Adet)

Sirgln Say. (Adet)
0.2 mg/l BA

Sirgln Say. (Adet)

0.5 mg/l BA

4 5 6

1 2

3 4 5 60

Sirglin Say. (Adet)
1 mg/l BA

1 2 3

4 5 6

Sirglin Say. (Adet)

2 mg/l BA

Sekil 9. Farkli BA dozlart ilaveli WPM temel besin ortamindaki eksplantlarda olugan
stirgiin sayilart

Tablo 7 ve Sekil 7 ve 9 incelendiginde goriilecegi gibi, WPM ortaminda en yiiksek

ortalama siirgiin sayist 2.7 adetle 0.2 mg/l BA ilaveli ortamda gergeklesmistir. Bunu 1.8 ile

0.5 mg/l BA ilaveli ortam izlemistir. BA dozunun artmasiyla birlikte siirgiin sayisinda ters

orantili olarak azalmalar gézlenmistir. En diisiik ortalama siirgiin sayisi ise 1 adetle 2 mg/l

BA ilaveli ortamda gergeklegmistir. Maksimum siirgiin sayis1 en yiiksek; 5 adetle 0.2 mg/l
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BA ilaveli ortamda gergeklesirken bunu 3 adetle 0.5 mg/l BA ve 2 adetle 1mg/l BA igeren
ortamlar takip etmistir. En digiik deger ise yine 2 mg/l BA ilaveli ortamda 1 adet ile
gergeklesmigtir. Minimum  sirgin  saylanm  incelendiginde; biitin  ortamlarda
degismeyerek 1 adetle aym kaldig gorilmiistir.

0.2, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/l BA eklenerek eksplantlarin kiiltire alindifn WPM
ortamlarinda kiiltiirden 10 hafta sonra eksplantlardaki gelismeleri gosterir resimler Sekil
10, 11, 12 ve 13°de verilmigtir.

Sekil 10. WPM + 0.2 mg/l BA ortaminda kiltiire alinan eksplantlardan 10 hafta sonraki
siirgtin geligim durumlar
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Sekil 11. WPM + 0.5 mg/l BA ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan 10 hafta sonraki
siirgiin gelisim durumlari

Sekil 12. WPM + 1 mg/l BA ortaminda kiiltiire alman eksplantlardan 10 hafta sonraki
siirgiin gelisgim durumlar
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Sekil 13. WPM + 2 mg/l BA ortaminda kiiltire alinan eksplantlardan 10 hafta sonraki
siirgiin geligim durumlari

Ortamlara ilave edilen BA’mn farkli dozlarmm, Quercus hartwissiana
eksplantlariin siirgiin sayist geligimine etkilerini ortaya koymak igin istatistik analizler
yapilmugtir. Varyans analizi ile farkhilik test edilmis ve Duncan testi ile de bu farkhiligt
yaratan gruplar ortaya konulmustur. Istatistik analizlerin sonuglani Tablo 8 ve 9’da
verilmigtir.

Tablo 8. Quercus hartwissiana’da GD ve WPM ortamlarina ilave edilen BA dozlarinin
siirgiin sayisi tizerine etkisini gosterir varyans analizi sonuglari

Varyans Serbestlik Kareler Kareler Hesaplanan F | Belirlilik
Kaynag Derecesi Toplam Ortalamasi Degeri
Faktor A it 0.642 0.642 8.165
(Ortam) habks
Faktor B 3 7.785 2.595 33.013
(Hormon) e
A*B 3 0.630 0.210 2.671 ns
Hata 2 5.680
Toplam 79 14.7337
#H 5 < 0.01

ns fark yok
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Yapilan varyans analizi sonucunda, BA dozlan ile GD ve WPM temel besin
ortamlari arasinda eksplantlarin siirgiin sayilari bakimindan fark oldugu tespit edilmistir (p
< 0.01). Farkhiligin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek igin Duncan testinden

yararlanilmigtir.

Tablo 9. Quercus hartwissiana’da GD ve WPM temel besin ortamlarina ilave edilen BA
dozlarmin siirgiin sayis1 iizerine etkisine ait Duncan testi sonuglart

Hormon Konsant. Homojen Gruplar
0.2 mg/l BA X
0.5 mg/l BA X
1 mg/l BA X
2 mg/l BA X

Tablo 9 incelendiginde goriilecedi gibi, siirgiin sayist bakimindan karsilastirildiginda
en yiiksek siirgiin sayisini 0.2 mg/l BA dozuna ait oldugu ve diger dozlardan istatistik
agidan farkli oldugu belirlenmistir. 0.5 mg/l BA dozu ile | mg/l BA dozu arasinda
istatistik acidan farkhilk bulunmazken, en diisiik sirgin sayisi 2 mg/l BA dozunda

gergeklesmistir.

3.1.1.2. Siirgiinlerdeki Nod Sayisia Etkisi

BA'nin farkli dozlari ilave edildigi GD ve WPM ortamlarinda Kiltiire alinan
eksplantlardan olugan siirgiinlerin nod sayilari incelendiginde yine hem temel besin
ortamlar hem de BA dozlar arasinda belirli farklhiliklarin ortaya ¢iktigt belirlenmistir.
Oncelikle GD ortamlarindaki siirgiinlere ait nod sayilarinin gelisimi Tablo 10 ve Sekil 14

ve 15°de verilmistir.




Nod Say. (Adet)
~

0.2 0,5 1
WPM

BA Konsant. (mg/l)

“T” #1.96°Std. Err
[ £1.00°Std. Err.
2 O Mean

Sekil 14. BA’nin farkli dozlarmn ilave edildigi GD ve WPM temel besin ortamlarindaki
Quercus hartwissiana eksplantlarinin nod sayilari

Tablo 10. BA'nin farkli dozlarinin ilave edildigi GD temel besin ortamindaki Quercus
hartwissiana eksplantlarinin nod sayilarinin gelisimi

Ortam No BA Dozlari Ort. Nod Say. Maksimum Nod | Minimum Nod
(mg/l) (adet) Say. (adet) Say. (adet)
il 0.2 8.45+2.56 13 3
2 0:3 6.05+2.73 11 )
3 1.0 10.00+2.43 14 5
4 2.0 4.90£2.18 8 2
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7 7
.
8 9 1011121314151 2 3 4 5 7 8 9 10 1112 13 14 16

6 7 6
Nod Say. (Adet) Nod Say. (Adet)
0.2 mg/l BA 0.5 mg/l BA

Eksplant Say. (Adet)

{34 4 5 & 7% @ wai2ing 445 2 34 5 § 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Nod Say. (Adet Nod Say. (Adet)
1 mg/l BA 2 mg/l BA

Sekil 15. Farkh BA dozlan ilaveli GD temel besin ortamindaki eksplantlardan olugan
siirgiinlerin nod sayilari

GD ortamindaki eksplantlarin siirgiinlerine ait nod sayilarini iceren Tablo 10 ve Sekil
14 ve 15 incelendiginde, en yiiksek ortalama nod sayist 10 nod ile 1 mg/l BA ilaveli
ortamda gerceklesmistir. Bunu 8.45 nodla 0.2 mg/l BA igeren ortam takip etmistir. En
diigiik ortalama nod sayisi ise 4.9 nodla 2 mg/l BA ilaveli ortamda gergeklesmistir.
Maksimum nod sayist 14 nod ile 1 mg/l BA ilaveli ortamda en yiiksek gerceklesirken bunu
13 adetle 0.2 mg/l BA ilaveli ortam takip etmistir. Maksimum nod sayilart icerisinde en
diisiik deger ise 8 adet ile 2 mg/l BA ilaveli ortamda gergeklesmistir. Minimum nod
sayilarma bakildiginda en iyi de@erin 5 adet ile yine 1 mg/!l BA ilaveli ortamda
gerceklestigi gdzlenmistir. Bunu 3 adetle 0.2 mg/l BA ilaveli ortam takip etmistir.
Minimum nod sayilarindan en diisiigii ise 2 adetle 0.5 ve 2 mg/l BA igeren ortamlarda
gergeklesmistir.

WPM ortamlarindaki eksplantlarin siirgiinlerine ait nod sayilan incelendiginde
benzer durumlar ortaya ¢ikmustir. Tablo 11 ve Sekil 14 ve 16’da nod sayilarinin durumu

gosterilmisgtir.
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Tablo 1. BA'nin farkli dozlarinin ilave edildigi WPM temel besin ortamindaki Quercus
hartwissiana eksplantlardan olusan siirgiinlerin nod sayilari

Ortam No BA Dozlar1 Ort. Nod Say. Maksimum Nod | Minimum Nod
(mg/l) (adet) Say. (adet) Say. (adet)
1 0.2 7.18+2/11 11 3
) 0.5 6.55%1.75 9 3
3 1.0 8.50+1.31 11 7
4 2.0 3.50=1.35 3 2

| "/, W

Nod Say.(Adet
0.2 mg/l BA

Nod Say.(Adet
0.5 mg/l BA

Eksplant Say. (Adet)
®

9 A0 1 12

Nod Say.(Adet)
1 mg/l BA

Nod Say.(Adet)
2 mg/l BA

Sekil 16. Farkli BA dozlan ilaveli WPM temel besin ortamindaki eksplantlarda olusan
siirgiinlerin nod sayilart

Tablo 11 ve $ekil 14 ve 16 incelendiginde, WPM ortamlarindaki nod sayilarina
baktigimizda, en yiiksek ortalama nod sayist 8.5 nodla 1 mg/l BA ilaveli ortamda
gerceklesmistir. Bunu 7.18 nodla 0.2 mg/l BA igeren ortam takip etmigtir. En digiik

ortalama nod sayist ise 3.5 nodla 2 mg/l BA ilaveli ortamda gergeklesmistir. En iyi
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maksimum nod sayist 11 nodla 0.2 ve 1 mg/l BA ilaveli ortamlarda gergeklesirken bunlar
9 nodla 0.5 mg/l BA ilaveli ortam takip etmistir. En dusiik deger ise 5 nodla 2 mg/l BA
ilaveli ortamda gergeklesmigtir. Minimum nod sayilarma baktigimizda en iyi degerin 7
nodla yine 1 mg/l BA ilaveli ortamda gergeklestigi gozlenmistir. Bunu 3 nodla 0.2 ve 0.5
mg/l BA ilaveli ortamlar takip etmistir. En dugiik deger ise 2 nodla 2 mg/l BA igeren
ortamda gergeklesmistir.

Yukarida agiklanmaya c¢aligildigi iizere, gerek WPM ve gerekse GD ortamlarinda
kiiltiire alman tomurcuk eksplantlarinda BA dozlarina da bagl olarak yeni sirginler ve bu
siirgiinlerde yeni nodlar olugmaktadir. Bir eksplanttaki sirgin ¢ogalmast ve bu
siirgiinlerdeki nod olusumlan Sekil 17°de verilmistir.

Sekil 17. 0.2 mg/l BA + GD ortamuindaki eksplantlar iizerindeki her bir noddan ¢ikan yeni
sturgtnler

Ortamlara ilave edilen BA’nin farkli dozlarmin Quercus hartwissiana eksplantlarinin
nod sayilari olugumuna etkilerini ortaya koymak igin istatistik analizler yapilmigtir.
Varyans analizi ile farklilik ortaya konulmus ve Duncan testi ile bu farkliig yaratan
gruplar test edilmistir. Istatistik analizlerin sonuglar1 Tablo 12 ve 13’de verilmistir.
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Tablo 12. Quercus hartwissiana’da GD ve WPM ortamlarina ilave edilen BA dozlarinin
nod sayisi tizerine etkisine ait varyans analizi sonuglar

Varyans | Serbestlik Kareler Kareler Hesaplanan F | Belirlilik
Kaynag Derecesi Toplam Ortalamasi Degeri
Faktor A 1 0.882 0.882 5.104
(Ortam) Gk
Faktor B 3 13.993 4.664 26.992
(Hormon) P
A*B 3 1.083 0.363 2.088 ns
Hata 159 27.476 0.173
Toplam 166 43.434
# p<0.05
wex < 0.01
ns fark yok

Yapilan varyans analizi sonucunda, GD ve WPM temel besin ortamlart arasinda
eksplantlarin nod sayilart bakimindan fark oldugu tespit edilmistir( P< 0.01). BA dozlart
arasinda ise 0.05 yamilma ile farkhliklar belirlenmistir. Farkliliklarin hangi gruplar arasida

oldugunu belirlemek i¢in Duncan testinden yararlanilmigtir.

Tablo 13. Quercus hartwissiana’da GD ve WPM temel besin ortamlarina ilave edilen BA
dozlarinin nod sayisi iizerine etkisine ait Duncan testi sonuglar

Hormon Konsant. Homojen  Gruplar
1 mg/l BA X
0.2 mg/l BA X
0.5 mg/l BA X
2 mg/l BA X

Tablo 13 incelendiginde goriillecegi gibi, nod sayisi bakimindan ortamlar
karsilastinldiginda en yiiksek nod sayisinin 1 mg/l BA dozuna ait oldugu ve diger
dozlardan istatistik agidan farkli oldugu belirlenmistir. Bunu 0.2 mg/l BA dozu izlemistir.
Daha sonra bunlart 0.5 mg/l BA dozu izlemistir. En diisiik nod sayisi ise 2 mg/l BA

dozunda gergeklesmistir.
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.1.3.Siirgiin Uzunluguna Etkisi

Siirgiin uzunluklart incelendiginde; BA’min farkli dozlari ilaveli GD ve WPM

ortamlarina konulan eksplantlara ait gelisimler yine hem temel besin ortamlari hem de BA

dozlart arasinda farkliliklar ortaya gikarmistir. GD ortamlarindaki siirgiinlere ait siirgtin

uzunluklari Tablo 14 ve Sekil 18 ve 19°de verilmistir.

Sekil 18.

Surgin Uz. (cm)

@@@ @

0.6 @ @

0,2 0,5 1 2 0.2 0.5 1 2
WPM GD
BA Konsant. (mg/l)

T +1.96°Std. Err.
[ £1.00°Std. Err.
O Mean

0,0

BA nin farkli dozlarmimn ilave edildigi GD ve WPM temel besin ortamlarmdaki
Quercus hartwissiana eksplantlarinin siirglin uzunluklart

Tablo 14. BA'nin farkhi dozlariim ilave edildigi GD temel besin ortamuindaki Quercus

hartwissiana eksplantlarinin stirgiin uzunluklar geligimi

Ortam No BA Dozlar Ort. Siir. Uzun. | Maksimum Siir. | Minimum Siir.
(mg/1) (cm) Uzun. (cm) Uzun. (cm)
1 0.2 1.94+1.24 48 0.4
2 0.5 1.23+0.76 3.2 0.4
3 1 2.26+1.17 43 0.5
4 2 0.73+0.81 2.9 0.2
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6
4
2
0
0,0 0,5 1.0 15 2,0 2,5 8,0 35 4,0 45 50 55 00 05 1,0 1,5 2,00 25 8,0 35 40 45 50 8.5
Strgin Uz. (cm) Sargun Uz. (cm)
0.2 mg/l BA 0.5 mg/l BA

Eksplant Say. (Adet)

i
0,0 05 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35 4,0 45 50 55 00 05 1,0 1,5 2,0 25 3,0 3,56 4,0 45 50 55
Surgun Uz. (cm) Siirgin Uz. (cm)
1 mg/l BA 2 mg/l BA

Sekil 19. Farkli BA dozlan ilaveli GD temel besin ortamindaki eksplantlarda olusan
stirgiin uzunluklan

Tablo 14 ile Sekil 18 ve 19 incelendiginde goriilebilecegi gibi, GD temel besin
ortaminda en yiiksek ortalama siirgiin uzunlugu 2.26 c¢m ile Ilmg/l BA ilaveli ortamda
gergeklesmistir. Bunu 1.94 cm ile 0.2 mg/l BA ilaveli ortam ve 1.23 cm ile 0.5 mg/l ilaveli
ortamlar takip etmiglerdir. En disiik ortalama siirgiin uzunlugu ise 0.73 ¢cm ile 2 mg/l BA
ilaveli ortamda gergeklesmistir. Maksimum siirgiin uzunluklari incelendiginde, en uzun
siirgiin 4.8 cm ile yine 0.2 mg/l BA ilaveli ortamda meydana gelmistir. Bunu ¢ok yakin bir
sekilde 4.3 cm ile 1 mg/l BA ilaveli ortam takip etmistir. Maksimum siirgiinler igerisinde
en diisiik sonuglar ise 3.2 cm ile 0.5 mg/I BA ilaveli ortamda ve 2.9 cm ile 2 mg/l BA
ilaveli ortamda gergeklesmistir. Minimum siirgiin uzunluklari genellikle birbirine yakin
olmakla birlikte en iyi sonucu 0.5 cm ile 1 mg/l BA ilaveli ortam vermistir. 0.4 cm siirgiin
uzunluguna sahip 0.2 ve 0.5 mg/I BA ilaveli ortamlart 0.2 cm ile 2 mg/I BA ilaveli ortam
takip etmigtir.

WPM ortaminda farkli BA dozlarinda kiiltiire alinan eksplantlarin siirgiin uzunluklar
incelendiginde GD ortamindaki eksplantlardan farklilik gosterdikleri gdzlenmistir. WPM
temel besin ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardaki siirglin uzunluklarmin gelisimleri

Tablo 15 ve Sekil 18 ve 20’de verilmistir.
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Tablo 15. BA’nin farkli dozlarinin ilave edildigi WPM temel besin ortamindaki Quercus
hartwissiana eksplantlarinin stirgiin uzunluklart geligimi

Ortam No BA Dozlari Ortalama Siir. | Maksimum Siir. | Minimum Siir.
(mg/1) Uzun. (cm) Uzun. (cm) Uzun. (cm)
1 D2 0.87+0.72 2.9 0.1
2 0.5 0.85+0.40 1.4 0.1
3 1 1.15+0:37 2 0.5
4 2 0.37+0.18 0.7 0.2

/%////////4

0,0 0.5 1.0 s 2,0

Sirglin Uz. (cm)
1 mg/l BA

25 3.0

o

3 1S 2,0 )
: Sirgin Uz. (cm) Sirgtin Uz. (cm)

11“3 0.2 mg/l BA 0.5 mg/l BA

L 4l

§

i 12

2 10

1,0 155 20 25

Sirgin Uz. (cm)
2 mg/l BA

30 35

Sekil 20. Farkli BA dozlari ilaveli WPM temel besin ortamindaki eksplantlarda olugan
stirglin uzunluklar

Tablo 15 ve Sekil 18 ve 20 incelenmesinde goriilecegi gibi, WPM temel besin

ortamindaki en uzun ortalama siirgiin 1.15 cm ile 1 mg/l BA ilaveli ortamda
gergeklesmistir. Bunu 0.87 cm ile 0.2 mg/l BA ilaveli ortam ve 0.85 cm ile 0.5 mg/l ilaveli

ortamlar takip etmislerdir. En kisa ortalama siirgiin uzunlugu ise 0.37 cm ile 2 mg/l BA
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ilaveli ortamda gerceklesmigtir. Maksimum siirgiin uzunluklarindan en uzun sirgini 2.9
cm ile 0.2 mg/l BA ilaveli ortam gergeklestirmistir. Bunu 2 cm ile 1 mg/I BA ilaveli ortam
takip etmistir. En disiik sonuglar ise 1.4 cm ile 0.5 mg/l BA ilaveli ortamda ve 0.7 cm ile 2
mg/l BA ilaveli ortamda gergeklesmistir. Minimum siirgiin uzunluklari ise 0.5 cm ile 1
mg/l BA ilaveli ortamda en yiksek gozlenmistir. Bunu 0.2 cm ile 2mg/l BA ilaveli ortam
ve 0.1 cm ile ise 0.2 ve 0.5 mg/l BA ilaveli ortamlar takip etmistir.

Tablo 14 ve 15°de goriildiigii tizere siirgiin uzunluklari, uygulanan BA dozlarina gore
farkliik gosterebildigi gibi kullanilan besin ortamlart bakimindan da bu farklilik daha
belirgin olarak ortaya ¢tkmustir. Bu baglamda her iki kiltir ortammnda siirgiin uzunlugu
bakimindan en etkili BA dozunun 1.0 mg/l oldugu soylenebilir ( Sekil 21 ve 22).

Sekil 21. GD + 1 mg/l BA ortamindaki siirgiin geligimi
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Sekil 22. WPM + 1 mg/l BA ortamindaki siirgiin geligimi

Ortama ilave edilen BA’mn farkli dozlannin Quercus hartwissiana eksplantlarinin

siirgiin - uzunluklarinin ~ geligimine etkilerini ortaya koymak igin istatistik analizler

yapilmistir. Varyans analizi ile farklihk ortaya konulmus ve Duncan testi ile bu farklilig:

yaratan gruplar test edilmistir. Istatistik analizlerin sonuglan Tablo 16 ve 17°de verilmistir.

Tablo 16. Quercus hartwissiana’da GD ve WPM ortamlarna ilave edilen BA dozlarinin
siirgiin uzunlugu iizerine etkisine ait varyans analizi sonuglar

Varyans Serbestlik Kareler Kareler Hesaplanan F |  Belirlilik
Kaynag Derecesi Toplami Ortalamasi Degeri
Faktor A 1 17.180 17.180 20.127
(Ortam) XX
Faktor B 3 19.255 6.418 7.519
(Hormon) rEE
A*B 3 4618 1.539 1.803 ns
Hata 159 135.719 0.854
Toplam 166 176..772
#+% p <001

ns fark yok




Yapilan varyans analizi sonucunda, BA dozlart ile GD ve WPM temel besin
ortamlar1 arasinda eksplantlarin siirgiin uzunlugu bakimindan farklilik oldugu tespit
edilmigtir ( p <0.01). Farkliligin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in Duncan

testinden yararlanilmigtir.

Tablo 17. Quercus hartwissiana’da GD ve WPM temel besin ortamlarina ilave edilen BA
dozlarinin siirgiin uzunlugu lizerine etkisine ait Duncan testi sonuglari

Hormon Konsant. Homojen Gruplar
1 mg/l BA X
0.2 mg/l BA X
0.5 mg/l BA X
2 mg/l BA X

Tablo 17 incelendiginde goriilecegi gibi, siirglin  uzunlugu, bakimindan
karsilastinldiginda en yiiksek siirgiin uzunlugunun 1 mg/l BA ve 0.2 mg/l BA dozlarina ait
oldugu ve bu dozlar arasinda istatistik agidan farkliliga rastlanmadigi belirlenmistir. Bu
dozlari 0.5 mg/l BA dozu takip etmis ve en diisiik stirgiin uzunlugu 2 mg/l BA dozunda

gerceklesmistir.

3.1.2. Farkh Genotiplere Ait Eksplantlarin Siirgiin Gelisimi

Serada ekilen palamutlardan olugan fidanlardan yedi tanesine ait tomurcuk
eksplantlant  kullamlarak genotipler arasindaki gelisim durumlar ortaya konulmaya
caligtimistir. Temel besin ortami olarak siirgiin sayisi, nod sayist ve siirgiin uzunlugu
bakimindan en iyi sonucu veren GD temel besin ortami kullanilmistir. BA konsantrasyonu
olarak ise yine stirglin olusumu ve gelisiminin en iyi gozlendigi 0.2 mg/l BA dozu
kullanilmistir.

BA’nin 0.2 mg/l dozu ilaveli GD ortaminda kiiltiire alinan genotiplere ait tomurcuk

eksplatlari mantar ve bakteri bulagsmasinin engellenmesi igin ilk bes giin, her giin taze
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ortamlara aktarilmiglardir. Ayrica eksplantlarda meydana gelebilecek olasi bir enfeksiyonu
engellemek igin baglangig ortamma fungisid ve antibiyotik ilave edilmistir. Eksplantlar
kiiltiire alindiktan 10 giin sonra siirmeye baslamugtir. Once yaprak taslaklart goriilmeye,
daha sonra ise siirgiin olugmaya baslamstir. 6 hafta sonra baglangig eksplantlarindan
olusan siirgiinlerdeki yeni nodlar eksplant kaynag olarak kullanilmugtir. 4 nolu genotipe ait
eksplantlar diger genotiplere gore daha erken siirmiistiir. Siirgiin farkhlagmast 15 — 16.
giinlerde gergeklesmistir. En geg siirgiin farkhlagmasi ise 7 nolu genotipde goriilmiistiir. 7
nolu genotipe ait eksplantlardaki siirgiin farklilagmas: 24. giinde gergeklesmistir. Diger
genotiplerdeki siirgiin farklilagmast bu iki donem igerisinde gozlenmistir. Denemelerdeki
butiin eksplantlar her dort haftada bir taze ortamlara aktanilmigtir.

Eksplantlarin kiiltire alinmalarindan 4 hafta sonra yapilan incelemelerde siirgiin
farklilasmasimin  gergeklestii ~ ve genotipler arasinda farkliiklar meydana geldigi
belirlenmistir. Baglangigtan 6 hafta sonra ise eksplantlar tizerinde 6lgiim ve gozlemler
yapilmugtir. Siirgiin sayilari, nod sayilari ve siirgiin uzunluklan olgiilerek, farkli genotiplere
ait gelisim durumlan ortaya konulmustur. Farkli genotiplere ait gelisim durumlan Sekil 23
ve 24’de goriilmektedir.

Sekil 23. GD + 0.2 mg/l BA ortaminda 4 nolu genotipe ait eksplantlarda siirgiin gelisimi
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Sekil 24. GD + 0.2 mg/l BA ortaminda 2 nolu genotipe ait eksplantlarda siirgiin geligimi

3.1.2.1. Siirgiin Sayisina Etkisi

GD temel besin ortamina ilave edilen 0.2 mg/l BA dozunda kiiltiire alinan biitiin

genotiplerin siirgiin sayilarnin gelisimleri Tablo 18 ve Sekil 25’de gosterilmistir.

Tablo 18. Farkli Quercus hartwissiana genotiplerine ait eksplantlarinin siirgiin sayilarnin
geligimi (kiltirden 6 hafta sonra)

Genotip BA Dozlan Ort. Siir. Say. | Maksimum Siir. | Minimum Siir.

No (mg/) (adet) Say. (adet) Say. (adet)

1 0.2 2.4+1.58 6 1

2 0.2 2.3+1.56 5 1

3 0.2 23£1105 4 1

4 0.2 3342.3 9 1

5 022, 2.542.12 8 1

6 0.2 2.3+1.15 5 1

7 0.2 2.7+1.70 6 1




Tablo 18 ve Sekil 25%in incelenmesinden de goriilecegi gibi; genotipler arasinda
stirgiin sayist bakimindan ¢ok biiyiik farklar olmamasina karsin en yiiksek ortalama siirgiin
sayist 3.3 adetle 4 nolu genotipde gergeklesmistir. Bunu 2.7 adetle 7 nolu genotip, 2.5
adetle 5 nolu genotip, 2.4 adetle 1 nolu genotip izlemistir. En diilik ortalama siirglin sayist
2.3 adetle 2, 3 ve 6 nolu genotiplerde gergeklesmistir. Maksimum siirgiin sayisi ise 9 adetle
yine 4 nolu genotipde gozlenmistir. Bunu 8 adetle 5 nolu genotip, 6 adetle 1 ve 7 nolu
genotip ve 5 adetle 2 ve 6 nolu genotip takip etmistir. En diisiik deger ise 4 adetle 3 nolu
genotipde belirlenmistir. Minimum siirgiin sayilan ise biitiin genotiplerde 1 adet olarak

tespit edilmistir.

5,0
4,5
4,0
3,5
@ o
< 3,0 =
- C
I
b 248
c .
) = o o
:t%
2,0
o
150
T +1.96°Std. Err.
0.5 [ +1.00*Std. Err.
) 1 2 3 4 5 6 7 O Mean
Genotipler

Sekil 25. GD + 0.2 mg/l BA ortanmundaki farkli genotiplerin siirgiin sayilari
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Tablo 19. Quercus hartwissiana’ya ait farkli genotiplerin siirgiin sayilarinin varyans
analizi sonuglart

Varyans Serbestlik Kareler Kareler F-Oram1 | Giiven Diizeyi
Kaynagi Derecesi Toplam Ortalamasi
Gruplar Arasi 6 0.506 0.084
Gruplar Ici 63 12:135 0.192 0.438 0.850
Toplam 69 12.641 0.276

Farkli genotipler arasinda siirgiin sayis1 bakimindan elde edilen verilerin anlamli olup

olmadiklarimin ortaya koymak i¢in varyans analizi yapilmuis ve istatistiki acidan genotipler

arasinda siirgiin sayilart bakimindan bir farklhiliga rastlanmamustir (Tablo 19).

3.1.2.2. Nod Sayisina Etkisi

Denemelerde kullanilan tiim genotiplere ait eksplantlarin siirgiinlerindeki nod sayisi

gelisimleri ise asagidaki Tablo 20 ve Sekil 26’da agiklanmaya ¢alisiimigtir.

Tablo 20. Farkli Quercus harnwissiana genotiplerine ait eksplantlarindaki nod sayilarinin

gelisimi
Genotip BA Dozlan Ort. Nod Say Maksimum Nod | Minimum Nod
No (mg/1) (adet) Say. (adet) Say. (adet)

1 0.2 6.29+3.08 13 2
2 0.2 7.08£3.18 13 2
3 0.2 5.69+3.30 12 2
4 0.2 6.60+3.23 13

5 0.2 6.324293 12 2
6 0.2 6.39+3.38 11 2
7 0.2 5.62+3.11 1L 2
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Sekil 26. GD + 0.2 mg/l BA ortamindaki farkli genotiplerin nod sayilari

Tablo 20 ve Sekil 26'nin incelenmesinden de anlasilacagi gibi; genotipler arasinda
nod sayisi bakimindan da gok bilyiik farklar goriilmemigtir. Ortalama nod sayilari
incelendiginde en yitksek nod sayist 7.08 nodla 2 nolu genotipde gerceklesmistir. Bunu
6.60 nodla 4 nolu genotip, 6.39 nodla 6 nolu genotip , 6.32 nodla 5 nolu genotip ve 6.29
nodla 1 nolu genotip izlemistir. Ortalama nod sayilarinin en diisiigi ise 5.69 nodla 3 nolu
genotip ve 5.62 nodla 7 nolu genotiplerde gergeklesmistir. Eksplantlardaki maksimum nod
sayilari ise 13 nodla 1, 2 ve 4 nolu genotiplerde gdzlenmistir. Bunu 12 nodla 3 ve 5 nolu
genotipler takip etmigtir. Maksimum nod sayilarmmn en diisiik degeri ise 11 nodla 6 ve7
nolu genotiplerde belirlenmistir. Minimum nod sayilart ise biitiin genotiplerde 2 adet

olarak tespit edilmistir.



Tablo 21. Quercus hartwissiana’ya ait farkli genotiplerin nod sayilariin varyans analizi

sonuglari
Varyans Serbestlik | Kareler Kareler F-Oramt | Giiven Diizeyi
Kaynagi Derecesi | Toplamu | Ortalamasi
Gruplar Arasi 6 1.613 0.387 0.692 0.655
Gruplar ici 171 66.347 0.268
Toplam 177 67.960 0.655

Farkl genotipler arasinda nod sayilart bakimindan elde edilen verilerin anlamh olup
olmadiklarim ortaya koymak igin varyans analizi yapilmis ve istatistiki agidan genotipler

arasinda nod sayilari bakimindan bir farkliliga rastlanmamistir (Tablo 21).

3.1.2.3. Siirgiin Uzunluguna Etkisi

Biitiin genotiplerde 0.2 mg/l BA ilaveli GD ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda 6.
hafta sonunda yapilan gozlemlerde siirgiin uzunluklarina ait gelisimler Tablo 22 ve Sekil

27’de verilmistir.

Tablo 22. Farkli Quercus hartwissiana genotiplerine ait eksplantlardaki siirgiin uzunluklari

geligimi
Genotip BA Dozlar1 Ort. Siir. Uzun. | Maksimum Siir. | Minimum Siir.
No (mg/l) (cm) Uzun. (cm) Uzun. (cm)
1 02 1.33+1.01 32 02
2 0.2 1.37+£1.117 4 0.1
3 0.2 1.22+1.05 4.1 0.2
4 0.2 1.48+1.28 4.8 0.2
5 0.2 0.91+0.57 2.7 0.2
6 0.2 1.11+0.76 2.9 0.1
7 0.2 0.82+0.57 2.1 0.1




Tablo 22 ve Sekil 27°nin incelenmesinden de goriilecegi gibi; genotipler arasinda
stirgiin uzunluklan bakimindan ortalama siirgiin uzunluklari en iyi 1.48 cm ile 4 nolu
genotipde gergeklesmistir. Bunu 1.37 cm ile 2 nolu genotip, 1.33 cm ile 1 nolu genotip ,
1.22 cm ile 3 nolu genotip, 1.11 cm ile 6 nolu genotip ve 0.91 cm ile 5 nolu genotip
izlemistir. Ortalama siirglin uzunluklarindan en kisasi ise 0.82 cm ile 7 nolu genotipde
olmustur. Maksimum siirgiin uzunlugu ise 4.8 cm ile 4 nolu genotipde belirlenmistir. Bunu
4.1 adetle 3 nolu genotip, 4 cm ile 2 nolu genotip, 3.2 cm ile 1 nolu genotip, 2.9 cm ile 6
nolu genotip, 2.7 cm ile ise 5 nolu genotip izlemistir. En diisiik deger ise 2.1 c¢m ile 7 nolu
genotipde belirlenmistir. Minimum siirgiin sayilar 1, 3, 4 ve 5 nolu genotiplerde 0.2 cm; 2,

6 ve 7 nolu genotiplerde ise 0.1 cm olarak tespit edilmisgtir.
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Sekil 27. GD + 0.2 mg/I BA ortamundaki farkli genotiplerin siirgiin uzunluklari

Farkli genotipler arasindaki siirglin uzunluklarn gelisimlerini ortaya koymak icin
istatistik analizler yapilmistir. Varyans analizi ile farklilik ortaya konulmus ve Duncan testi
ile bu farklilig1 yaratan gruplar test edilmistir. Istatistik analizlerin sonuglari Tablo 23 ve

24’de verilmistir.
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Tablo 23. Quercus hartwissiana’ya ait farkli genotiplerin siirgiin uzunluklarinin varyans
analizi sonuglari

Varyans Serbestlik | Kareler Kareler F-Oram | Giiven Diizeyi
Kaynagi Derecesi | Toplam | Ortalamasi
Gruplar Arasi 6. 12.216 2.036 2.235 0.042
Gruplar Ic¢i 171 155.777 0.910
Toplam 1 167.993 2.946

Yapilan varyans analizi sonucunda, genotipler arasinda siirgiin - uzunluklar
bakimindan fark oldugu tespit edilmistir (p < 0.05). Farkliligin hangi gruplar arasinda

oldugunu belirlemek i¢in Duncan testinden yararlanilmigtir.

Tablo 24. Quercus hartwissiana’ya ait farkli genotiplerin siirgiin uzunluklarinin Duncan
testi sonuglart i

Genotipler Homojen Gruplar

4 X

9 X X
1 X X
3 X X
6 X X
5 X
7 X

Tablo 24 incelendiginde goriildiigi gibi, 4 nolu genotipe ait eksplantlar siirgiin
uzunlugu bakimindan 5 ve 7 nolu genotiplere ait eksplantlardan 0.05 yanilma ile farkli

bulunmugtur. Diger genotipler arasinda istatistiki agidan bir farklihiga rastlanamamustir.
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3.1.3. Farkh Eksplant Kaynaklarimin Siirgiin Olusumu ve Cogalmasina Etkisi

Quercus hartwissiana’ya ait koltuk ve siirgiin ug¢ tomurcuklan; siirgiin sayisi, nod
sayist ve sirgin uzunlugu bakimindan en iyi sonucu veren 0.2 mg/l BA ilaveli GD
ortaminda kiiltiire ahnmuglardir.

Tomurcuk eksplantlan ilk bes giin boyunca diger denemelerde oldugu gibi bulagsmay:
engellemek igin her giin taze ortamlara aktarilmigtir. Denemelerde meydana gelebilecek
olasi bir enfeksiyonu engellemek igin baglangi ortammna fungusit ve antibiyotik ilave
edilmigtir. Kiiltiire alinma igleminden bir hafta sonra tomurcuklar agilmaya baglamig, daha
sonra gen¢ yapraklan goriilmiig ve siirgiin farklilagmasi gergeklegmistir. Eksplantlarin
kiltire alnmasindan 4 hafta sonra yapilan gozlemlerde koltuk ve siirgin ug
tomurcuklarina ait eksplantlarda siirgiin farklilagmasi ve g¢ogalmasinin gergeklestigi
belirlenmistir.

Kiiltir baslangicindan 8 hafta sonra yapilan gozlem ve olgiimlerde ; koltuk ve siirgiin
ug¢ tomurcuklarinda siirgiin sayisi, nod sayisi ve siirgiin uzunluklaninda farkliliklar oldugu
gozlenmistir.  Eksplant kaynagmin farkhiligi; sirgiin sayisi, nod sayist ve sirgin
uzunlugunda degisimlere neden olmus ve bu degisimler 6lgiimler sonucu belirlenmistir. Bu
eksplantlarin gelisim durumlan Sekil 28 ve 29°da goriilmektedir.

Sekil 28. GD + 0.2 mg/l BA ortamindaki koltuk tomurcuklarinda kiiltiirden 8 hafta sonra
stirgiin geligimi
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Sekil 29. GD + 0.2 mg/l BA ortamindaki siirgin u¢ tomurcuklarinda kiiltirden 8 hafta
sonra siirgiin geligimi

3.1.3.1. Siirgiin Sayisina Etkisi

GD temel besin ortamina ilave edilen 0.2 mg/l BA konsantrasyonunda kiiltiire alinan
koltuk ve sirgiin ug tomurcuklarnin; - strgin sayllarinin geligimleri Tablo 25 ve Sekil 30

ve 31°de verilmistir.

Tablo 25. Quercus hartwissiana 'ya ait farkli eksplant kaynaklarnin 0.2 mg/l BA ilaveli
GD ortamindaki stirgiin sayist geligimleri

Minimum Siir.

Eksplant BA Dozlan Ort. Siir. Say. | Maksimum Siir.
Kaynag (mg/) (adet) Say. (adet) Say. (adet)
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Tablo 25’in incelenmesinde koltuk tomurcuklarin siirgiin ug tomurcuklara kiyasla
daha fazla siirgiin verdigi anlagilmaktadir. Koltuk tomurcuklari ortalama 3 adet siirgiin
verirken siirgiin u¢ tomurcuklari ortalama 1.3 adette kalmistir. Yine koltuk tomurcuklar
maksimum 5, minimum 2 adet siirgiin verirken; siirgiin u¢ tomurcuklari maksimum 2 ve

minimum 1 adet siirgiin vermistir ( Sekil 28 ve 29) .

Eksplant Say. (Adet)

Koltuk Tom. Sargin Ucu Tom

Sdrgun Say. (Adet)

Sekil 30. GD + 0.2 mg/l BA ortamindaki farkli eksplant kaynaklarinin olusturdugu siirgiin
sayilar
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Sekil 31. GD + 0.2 mg/l BA ortamindaki farkli eksplant kaynaklarinin siirgiin sayilari

Farkli eksplant kaynaklari arasindaki siirgiin sayilarinin gelisimlerini ortaya koymak

igin T testi yapilmus ve farklilik ortaya konulmustur. Istatistik analizlerin sonuglar1 Tablo

26’da verilmistir.

Tablo 26. Quercus hartwissiana’ya ait farkli eksplant kaynaklarinin siirgiin sayilaria ait T
testi sonuglarn

L. Grup II. Grup T Degeri Serbestlik P
ortalamasi ortalamasi Derecesi
(koltuk) (slirgiin uc¢ )
1,845 1,331 4,466 18 0,01

Yapilan T testi sonucunda, eksplant kaynaklari arasindaki siirgiin sayilar

bakimindan fark oldugu tespit edilmistir (p < 0.01).
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3.1.3.2. Nod Sayisina EtKkisi

Koltuk ve siirgiin u¢ tomurcuklarindan alinan eksplantlarda olusan siirgiinlerdeki nod

sayilarinin gelisimleri Tablo 27 ve Sekil 32 ve 33’de verilmistir.

Tablo 27. Quercus haﬁwissiana’ya ait farkli eksplant kaynaklarinin GD temel besin
ortamindaki nod sayist gelisimleri

Eksplant BA Dozlan Ort. Nod Say. | Maksimum Nod | Minimum Nod

Kaynag (mg/l) (adet) Say. (adet) Say. (adet)

Koltuk T. 0.2 7:90£2.99 13 8
Siirgiin Ug T. 0.2 4.92+1.97 8 2

Tablo 27°nin incelenmesinde koltuk tomurcuklarinin siirgiin u¢ tomurcuklara kiyasla
daha fazla nod sayisma sahip oldugu anlasilmaktadir. Koltuk tomurcuklari ortalama 7.90
adet nod sayisina sahipken siirgiin u¢ tomurcuklan ortalama 4.92 adette kalmistir. Yine
koltuk tomurcuklari maksimum 13, minimum 3 adet noda sahipken, siirglin ug

tomurcuklart maksimum 8 ve minimum 2 adet nod olusturmuglardir ( Sekil 32 ve 33).

Eksplant Say. (Adet)

T2 48 &6 871 80 f0nilwt 28 &8 89 88 1001 1819
Koltuk Tom Sirgin Ucu Tom.

Nod Say (Adet)

Sekil 32. GD + 0.2 mg/l BA ortanundaki farkli eksplant kaynaklarinin olusturdugu nod
sayilari
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Sekil 33. GD + 0.2 mg/| BA ortamindaki farkl eksplant kaynaklarimn olusturdugu nod

sayilari

Koltuk ve siirgiin u¢ tomurcuklarina ait eksplantlar arasindaki nod sayilarinin

gelisimlerini ortaya koymak igin istatistik analizler yapilmug ve T testi ile farkhhklar

belirlenmistir. Istatistik analizlerin sonuglar1 Tablo 28’de verilmistir.

Tablo 28. Quercus hartwissiana’ya ait farkli eksplant kaynaklarmin nod sayilarinin T testi

sonuclart
I. Grup II. Grup T Degeri Serbestlik P
ortalamasi ortalamasi Derecesi
(koltuk) (siirgiin uc )
2,852 2,290 3,389 41 0,01

Yapilan T testi sonucunda, eksplant kaynaklari arasindaki nod sayilart bakimindan

fark oldugu tespit edilmistir (p < 0.01).
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3.1.3.3. Siirgiin Uzunluguna Etkisi

Koltuk ve siirgiin u¢ tomurcuklarina ait eksplantlarin in vitro’da olusan siirglin

uzunluklarini belirlemek amaciyla kiiltiirlerden iki ay sonra yapilan dl¢iimlerde koltuk ve

stirgiin ug tomurcuklari bakimindan elde edilen veriler Tablo 29 ve Sekil 34 ve 35°de

verilmistir.

Tablo 29. Quercus hartwissiana'ya ait farkli eksplant kaynaklarinin GD temel besin

ortamindaki siirgiin uzunluklari gelisimleri

Eksplant BA Dozlar1 | Ort. Siir. Uzun. | Maksimum Siir. | Minimum Siir.

Kaynag (mg/l) (cm) Uzun. (cm) Uzun. (cm)

Koltuk T. 0.2 1.15+0.65 2.8 0.4
Siirgiin U¢ T. 0.2 0.64+0.32 13 0.3

Tablo 29’un incelenmesinde koltuk tomurcuklarin siirglin u¢ tomurcuklara kiyasla

daha fazla stirgiin uzunluguna sahip olduklar anlasilmakfadir. Koltuk tomurcuklart

ortalama 1.15 cm siirgiin uzunlugu verirken siirgiin ug¢ tomurcuklart ortalama 0.64 cm

stirglin uzunluguna sahip olmustur. Yine koltuk tomurcuklari maksimum 2.5 ¢cm, minimum

0.4 cm stirglin uzunlugu verirken; siirgiin u¢ tomurcuklari maksimum 1.3 cm ve minimum

0.3 cm stirgiin uzunlugu goéstermislerdir ( Sekil 34 ve 35).

8

Eksplant Say. (Adet)

Koltuk Tom

Sirgin Uz. (cm)

000204060810121416182022242628 000204060810121416182022242628

Sirgan Ucu Tom

Sekil 34. GD + 0.2 mg/l BA ortamindaki farkli eksplant kaynaklarinin olusturdugu siirgiin
uzunluklar
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Sekil 35. GD + 0.2 mg/l BA ortamindaki farkli eksplant kaynaklarinin siirgiin uzunluklar

Farkli eksplant kaynaklari arasindaki siirgiin uzunluklar: gelisimlerini ortaya koymak

i¢in istatistik analizler yapilmug ve T testi ile farkliliklar ortaya konulmustur. Istatistik

analizlerin sonuglar1 Tablo 30’da verilmistir.

Tablo 30. Quercus hartwissiana’ya ait farkli eksplant kaynaklarmin siirgiin uzunluklarinin
T testi sonuglart

I. Grup 11. Grup T Degeri Serbestlik P
ortalamasi ortalamasi Derecesi
(koltuk) (siirgiin uc )
1,156 0,646 2,684 41 0,01

Yapilan T testi sonucunda, koltuk ve siirgiin ug tomurcuk eksplantlar arasindaki

siirgiin uzunluklarinin gelisimlerinde fark oldugu tespit edilmistir (p < 0.01).
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3.2. Mikroceliklerin Koklendirme Denemeleri

Cogaltma ortamlarinda elde edilen mikrogelikler koklendirme denemeleri igin
koklendirme ortamlarina aktariimislardir. Koklendirme denemelerinde temel besin ortami
olarak ¢ogaltma ortaminda siirgiin sayis, nod sayisi ve siirglin uzunlugu bakimindan en iyi
sonucu veren GD ortamindan yararlamlmistir. Bu temel besin ortami koklendirme
denemelerinde 1/3 yogunlukta kullanilmustir.

Koklendirme denemelerinde oksin grubu hormonlardan TBA ile galigilmistir.
Denemeler iki sekilde yapilmistir. Bunlarin ilki mikrogeliklerin dip kismini farkli IBA
konsantrasyonlarinda, farkli siirelerde bekletme ve daha sonra bunlari hormonsuz 1/3
yogunluktaki GD ortaminda koklendirmeye alma islemidir. Diger deneme ise yiiksek IBA
konsantrasyonu ilaveli 1/3 yogunluktaki GD ortamlarinda mikrogelikleri farkl siirelerde
kiiltiire alma ve daha sonra hormonsuz 1/3 yogunluktaki GD ortaminda koklendirmeye

alma iglemidir.

3.2.1. Mikrocelikleri Farkli IBA Dozlarina Batirma isleminin Koklenme Uzerine
Etkileri

K6k ortamina alinmadan énce mikrogeliklerin dip kisimlarint IBA ile isleme tabi
tutmanm mikrogeliklerin koklenmeleri iizerine etkisini belirlemek icin in vitro’da elde
edilen mikrogelikler 1/3 yogunluktaki GD ortaminda koklendirme ortamina almmuslardir.
Mikrogelikler 0.5 ve 1 g/l IBA konsantrasyonuna 2 ve 6 dakika batirilmis ve daha sonra
hormonsuz GD ortaminda koklenmeye alinmiglardir. Kiiltiir baslangicindan 7 — 10 giin
sonra, 1/3 yogunluktaki GD ortaminda koklenmeye alinan mikrogeliklerde bazal
kisimlarda sismeler ve kallus olusumlart gozlenmistir. Koklenme ortamina alinma
isleminden 35. giinde bir - iki mikrogelikte kok olusumu gdzlenmis, diger mikrogeliklerde
ise koklenme gozlenmemistir (Sekil 36). 10 hafta sonra yapilan gozlemlerde koklenmenin
gok diisiik oldugu ve koklenen mikrogeliklerde bazi kok anormallikleri oldugu
belirlenmistir ( Sekil 37). IBA’mn farkli dozlanina farkli siirelerde mikrogeliklerin dip

kisimlarint batirma islemindeki koklenme durumlari Tablo 31 “de verilmistir.
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Sekil 36. Dip kisimlar1 1.0 g/l IBA’ya 2 dakika batirilan mikrogeliklerin koklenme
durumlar
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Sekil 37. Dip kisimlarn 1.0 g/l IBA’ya 6 dakika batinlan mikrogeliklerde olusan kok
anormallikleri
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Tablo 31. Kéklendirme denemelerinde farkli doz ve bekletme siirelerinin mikrogeliklerin
koklenme durumuna etkisi

Ortamlar IBA konsant. Bekleme siire. Koklenme Oram
! (€70)) (dak.) (%)
1/3 GD 0.5 2 £S
1/3 GD 0.5 6 -
1/3 GD 1.0 2 13.33
1/3 GD 1.0 6 0.66

Tablo 31’in incelenmesinden de anlasilacag gibi denemeler sonucunda kéklenmenin
cok gec gerceklesmesinin yaninda; koklenme oranlari da ¢ok diisiik gergeklesmistir. 0.5 g/l
IBA’ya 2 ve 6 dakika batirilan ve daha sonra 1/3 yogunluktaki GD ortaminda kdklenmeye
alinan mikrogeliklerin hi¢ birinde koklenme gézlenmemistir. 1 g/l IBA’ya 2 dakika
batirlan  ve daha sonraki 1/3 yogunluktaki GD ortaminda kéklenme gozlenmistir.
Koklenme oram1 % 13.33 ile bu denemedeki en yiiksek deger olmakla birlikte gok diisiik
bulunmustur. 1 g/l IBA’ya 6 dakika batirilan ve daha sonraki 1/3 yogunluktaki GD
ortaminda koklenmeye alinan mikrogeliklerden ise koklenme orani ¢ok daha diigiik bir
degerle % 0.66 olarak tespit edilmistir Bu islemde govdenin ug kismina yakin yerinden kok
cikmis ve kok anormallikleri olusturmustur. [BA’min farkli konsantrasyonlarina farkli
siireler mikrogeliklerin dip kisimlarini batirma denemelerindeki basari orant gok disiik
bulunmustur. Cok az sayida koklenen mikrogeliklerin kék sayilart da her eksplantta birer

adet olarak gergeklesmistir.
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3.2.2 Mikrogelikleri 25 mg/l IBA Dozu Ekli Ortamlarda 24 ve 48 Saat Bekletme

isleminin Koklenme Uzerine Etkileri

Yiiksek konsantrasyonlu IBA ortamlarimn mikrogeliklerin koklenmesi tizerine
etkilerini belirlemek igin in vitro kosullarda elde edilen mikrogelikler 1/3 yogunluktaki GD
ortaminda kiiltire alinmuglardir. 25 mg/l IBA konsantrasyonlu 1/3 yogunluktaki GD
ortamimda mikrogelikler 24 saat ve 48 saat kaldiktan sonra, hormonsuz 1/3 yogunluktaki
GD ortaminda koklendirmeye alinmuslardir. Mikrogeliklerde 4. giinden itibaren bazal
kisimlarda sismeler ve kallus olusumu gozlenmistir. kok farklilagmasi ise 7. giinde
gozlenmis ve 15. ginde koklenme tamamen gerceklesmistir (Sekil 38 ve 39).
Mikrogeliklerin koklendirme ortammna alinmasindan bir ay sonra yapilan gozlem ve
olgtimler sonucunda mikrogeliklerin koklenme oranlan, kok sayilan ve kok uzunluklan

belirlenmigtir.

Sekil 38. 25 mg/l BA igerisinde 48 saat bekletilen mikrogeliklerin 15. giinde kok
gelisimleri
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Sekil 39. 25 mg/l BA igerisinde 24 saat bekletilen mikrogeliklerin 15. giinde kok

geligimleri

Tablo 32. Mikrogeliklerin 25 mg/l IBA + 1/3 yogunluktaki GD ortaminda 24 ve 48 saat

bekletme igleminin kéklenme oranlart

Ortamlar IBA konsant. Bekleme siire. Koklenme
(mg/l) (saat) Oram (%)
1/3 GD 25 24 80
1/3 GD 25 48 100

Mikrogeliklerin 24 saat ve 48 saat 25 mg/l IBA dozlan ilaveli 1/3 yogunluktaki GD

ortaminda bekletme isleminin koklenme oranlari, kok sayisi ve kok uzunlugunu etkiledigi

gozlenmigtir. Farkl siirelerde bekletilen Quercus hartwissiana mikrogeliklerinin bir ay

sonraki kok gelisimine ait resimler Sekil 40 ve 41°de goriilmektedir. Koklenme 48 saat

IBA’h ortamda bekletilen mikrogeliklerde 7. giinde baglamigtir ve bu islemda kultiire

alnan biitiin mikrogeliklerde koklenme gozlenmistir. Koklenme oram % 100 olarak tespit
edilmistir. 24 saat IBA’l ortamda bekletilen mikrogeliklerde ise koklenme 10. giinde
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baslamistir. Kok ortammna alinan mikrogeliklerde koklenme oram % 80 olarak tespit
edilmigtir.

IBA’nin 25 mg/l dozu ilaveli GD temel besin ortaminda 24 ve 48 saat bekletilen ve
daha sonra hormonsuz 1/3 yogunluktaki GD ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardaki
koklenme durumlar Tablo 32 ve Sekil 42 ve 43°de verilmistir.
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Sekil 40. 1/3 GD + 25 mg/l IBA ortaminda 48 saat bekletilen mikrogeliklerin koklenme
durumlar
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Sekil 41. 1/3 GD + 25 mg/l IBA ortaminda 24 saat bekletilen mikrogeliklerin koklenme
durumlar

Tablo 33. Mikrogeliklerin 25 mg/l IBA dozu ekli 1/3 yogunluktaki GD ortaminda 24 ve 48
saat bekletme igleminin koklenme sayilar

Ortam | IBA Dozlari| Bekleme |Ort. Kok Say. | Maks. Kok |Min. Kok Say.
No (mg/l) Siir. (saat) (adet) Say. (adet) (adet)

1/3GD 25 24 2. 55255 8 1

1/3 GD 25 48 6.4+3.37 10 2

Koklendirme ortaminda 25 mg/l IBA + 1/3 yogunluktaki GD ortaminda 24 saat
bekletilen mikrogeliklerden ortalama 2.5 adet kok sayist gergeklesmistir. Bu islemde
maksimum 8 adet kok meydana gelirken minimum kok sayist ise 1 olarak gergeklesmistir.
Aym ortam kosullarinda 48 saat bekletilen mikrogeliklerin ortalama kok sayilan 6.4 adet

olarak belirlenmistir. Bu islemde de maksimum kok sayisi 10 adet ve minimum kok sayist
2 adet olarak gergeklegmistir.
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Sekil 42.25 mg/l IBA dozu ekli 1/3 yogunluktaki GD ortaminda 24 ve 48 saat bekletilen

mikrogeliklerin kok sayilart
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48 Saat

IBA Ekli Ortamda Bekletme Siresi

24 Saat

Sekil 43. 25 mg/l IBA dozu ekli 1/3 yogunluktaki GD ortaminda 24 ve 48 saat bekletme

siiresinin mikrogeliklerin kok sayilarina etkileri

hartwissiana

ortamlarda bekletmenin, Quercus

IBA’l1

siirelerde

Farkli

mikroceliklerinin kok sayist gelisimi iizerine etkilerini ortaya koymak igin istatistik
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analizler yapilmig ve T testi ile farklilik test edilmistir. Istatistik analizlerin sonuglari Tablo

34’de verilmistir.

Tablo 34. Quercus hartwissiana mikrogeliklerinin IBA ilaveli 1/3 GD ortaminda bekletme
siirelerinin kok sayist lizerine etkisine ait T testi sonuglar

I. Grup ortalamasi | II. Grup ortalamasi T Degeri Serbestlik P
(48 saat) (24 saat) Derecesi
2,549 1,885 2,345 24 0,05

Yapilan T testi sonucunda, IBA ilaveli 1/3 GD ortaminda bekletme siirelerinin kok
sayis1 bakimindan farklilik oldugu tespit edilmistir ( p < 0.05).

24 ve 48 saat 25 mg/l IBA ilaveli 1/3 yogunluktaki GD ortaminda bekletilen Quercus
hartwissiana mikrogeliklerinin kok uzunluklarinm gelisimileri Tablo 35 ve Sekil 44 ve

45’de verilmistir.

Tablo 35. Mikrogeliklerin 25 mg/l IBA dozu ekli 1/3 yogunluktaki GD ortaminda 24 ve 48
saat bekletme islemindeki kok uzunluklarinin gelisim durumlari

Ortam No | IBA Dozlar1 | Bekleme Ort. Kok Maksimum Minimum
(mg/l) Siiresi (saat)| Uz. (ecm) | Kok Uz. (cm)) | Kok Uz. (¢cm)
1/3 GD 25 24 1.39+0.71 219 0.3
1/3 GD 25 48 1.89+1.04 4.5 0.3
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48 Saat

IBA Ekli Ortamda Bekleme Suresi

24 Saat

mikrogeliklerin kok uzunluklar

siiresinin mikrogeliklerin kék uzunluklarina etkileri
Koklendirme ortaminlarindan 25 mg/l IBA + 1/3 yogunluktaki GD ortaminda 24 saat

bekletilen mikrogeliklerde ortalama 1.39 cm kok uzunlugu gergeklesmistir. Bu islemde

Sekil 44. 25 mg/l IBA dozu ekli 1/3 yogunluktaki GD ortaminda 24 ve 48 saat bekletilen
Sekil 45. 25 mg/l IBA dozu ekli 1/3 yogunluktaki GD ortaminda 24 ve 48 saat bekletme
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maksimum 2.9 cm kok uzunlugu meydana gelirken minimum kék uzunlugu ise 0.3 cm
olarak gergeklesmistir. Aym ortam kosullarinda 48 saat bekletilen mikrogeliklerin ortalama
kok uzunluklar1 1.89 cm olarak belirlenmistir. Bu islemde de maksimum siirgiin uzunlugu
4.5 cm ve minimum kok uzunlugu 0.3 cm olarak gergeklegmistir

Farkh  sirelerde IBA’h  ortamlarda  bekletmenin, Quercus  hartwissiana
mikrogeliklerinin kok uzunluguna etkilerini ortaya koymak igin istatistik analizler yapilmig

ve T testi ile farklilik test edilmistir. Istatistik analizlerin sonuglari Tablo 36°da verilmistir.

Tablo 36. Quercus hartwissiana mikrogeliklerinin IBA ilaveli 1/3 GD ortaminda bekletme
siirelerinin kok uzunlugu tizerine etkisine ait T testi sonuglan

L. Grup ortalamas: | IL Grup ortalamas T Degeri Serbestlik P
(48 saat) (24 saat) Derecesi
1,898 1,396 2215 87 0,05

Yapilan T testi sonucunda, IBA ilaveli 1/3 GD ortaminda bekletme siirelerinin kok
uzunlugu bakimindan farkh oldugu tespit edilmistir ( p < 0.05).

Sekil 46. Topraga transfer edilen rejenere fideciklerin goriiniimleri
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Sekil 47. Topraga transfer edilen rejenere fidecik

Koklenmesi gerceklesen mikrogelikler kok ortaminda kultiire alindiktan 1 ay sonra
koklenme ortamindan almip agar ve ortam artiklarindan arindinilarak 1: 1: 1 toprak, perlit
ve turba kangimina sasirtilmustir (Sekil 46 ve 47). Topraga transfer edilen kokla fidelerin
dis ortama adaptasyonu igin iizerleri cam ile kapatilmugtir. Bu iglemi takip eden 10 giin
boyunca iizerlerindeki cam kapak kademeli olarak agilmig ve koklii fideler sera kosullarina
aktanlmislardir.

Quercus hartwissiana eksplantlatimn kiltiire alinmasindan, koklenmis fidan elde

edilinceye kadar gegen agamalan gosteren akis semasi Sekil 48’de verilmistir.
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Sekil 48. Quercus hartwissiana’min doku kiiltiirii ile Gretilmesine ait akis semast



4. TARTISMA

Doku kiiltiirii yontemi gelecekte birgok tiirtin kitlesel iretimi igin potansiyel
konumdadir. Bitki doku kiiltiirleri ile bitkinin herhangi bir pargasindan yada tek bir
hiicreden biitiin bir bitkinin yetisebilmesi igin her bitkiye ait uygun ortamin bulunmasi
gerckmektedir. Arastirma  tomurcuk eksplantlarinin  biiyiime  ve gogalmast ile

mikroceliklerin koklendirilmesi asamalarindan meydana gelmigtir.

4.1. Siirgiin Biiyiime ve Cogaltma Asamasi

Doku kiiltiirii tekniklerinde en onemli faktorlerden bir tanesi de mineral madde ve
vitaminlerden olusan besin ortamlaridir. Doku kiiltiirii tekniklerinin baslamasiyla bir ok
besiyeri denenmis ve giiniimiize kadar birgok besin ortami gelistirilmigtir. Bunlar bitkilerin
tiiriine ve kiiltiir cesidine gore degisiklik gostermektedir. Temel besin ortamlarinin
seciminde genellikle benzer arastirma sonuglarindan faydalanilmaktadir.

Meselerin doku kiiltiirii ¢aligmalart ele ahndiginda, genellikle GD (Chalupa 1984;
San-Jose vd. 1985; Vieitez vd. 1985; Meier-Dinkel 1987; San-Jose vd. 1988; San-Jose vd.
1988: Pevalek 1991; Ballester, Meier-Dinke 1992; Vieitez vd. 1994; Vieitez vd. 1995) ve
WPM (Woody Plant Medium) (Chalupa 1984; Volkaert vd. 1990) temel besin ortamlarinin
daha iyi sonug verdigi belirtilmektedir. Bu arastirmada da Llyod ve McCown tarafindan
gelistirilen WPM (Woody Plant Medium) ve Gresshof ve Doy tarafindan gelistirilen GD
temel besin ortamlart kullanilmugtir.

Doku kiiltiirii ¢alismalarimin en temel problemlerinin basinda kiiltiir ortaminda
bakteri ve mantar olusumu gelmektedir (Dots, Roberts, 1986). WPM ve GD olmak lizere
iki temel besin ortamlarinda ilk denemelerde kiiltiire alman Quercus hartwissiana
tomurcuk eksplantlarinda 7. giin sonunda yapilan gézlemlerde eksplantlarin tiimiintin
bakteri ve mantarlar tarafindan enfekte oldugu belirlenmistir. Enfeksiyonlar konusunda
Géniilsen (1987) kiiltiir sirasinda antibiyotiklerle bulasmanin kontrol altina alindigini ifade
etmistir. Ayrica Watt vd. (1995), bazi durumlarda mantar bulagmasini engellemek igin

besin ortammna fungusit olarak Amphotericin B ilave ettiklerini belirtmiglerdir. Reed vd.
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(1999)’de Bakteri El Kitabi'nda doku kiiltiri yontemlerinde mantar ve bakteri
bulagmalarim énlemek i¢in ortamlara antibiyotik ve fungusit ilavesinin uygun olacagini
ifade etmislerdir. Literatiirdeki bilgiler 1s1§inda ¢aligmamizda enfeksiyonlarin ortadan
kaldirilmasi amaciyla ortamlara mantar bulagmasini engellemek igin fungusit ( 40mg/1
Ampbhotericin B) eklenmistir. Bakteri bulagmasinn engellemek igin ise antibiyotik (100
000 U/l Penisilin) ilave edilmistir. Buna ilave olarak eksplantlarin kiiltiir baglangicindan
itibaren 5 giin boyunca her giin taze ortamlara almnma islemi de enfeksiyonlara kargi
olumlu sonug vermistir. Daha sonraki denemelerde ise enfeksiyonlarin olugmadigt
gozlenmistir.

Calismada yapilan gozlemler sonucunda tomurcuk eksplantlarinin siirme zamanlari
bakimindan ortamlar arasinda bir farkliliga rastlanmamustir. Her iki ortamda da
baslangigtan bir hafta sonra tomurcuk eksplantlar patlamaya, geng yaprak taslaklar
bilyiimeye baslamustir. Kiiltiire alinma isleminden 4 hafta sonra yapilan gozlemlerde her iki
temel besin ortaminda siirgiin farklilagmasi gdzlenmistir. 10 hafta sonra yapilan 6lgiim ve
gbzlemlerde sonucunda siirgiin sayilari, nod sayilan ve siirgiin uzunluklart bakimindan
ortamlar arasinda geligim farkliliklar: belirlenmistir.

Deneme kapsamuinda farkli BA dozlarina sahip GD ortamlarinda sitirgiin ¢ogalmasi,
WPM ortamlarindan daha iyi sonug vermislerdir ( Sekil 7). 0.2 mg/l BA ilaveli ortamlarda
en yiiksek gogalma 5.1 adet sirgiin saysi ile GD ortaminda olmugtur. Nod sayilar
bakimindan temel besin ortamlar 0.2 mg/l BA ilavesinde incelendiginde ; GD ortamu 8.45
adet ve WPM ortamindan 7.18 adet bulunmustur. Eksplantlardaki siirgiinlere ait nod
sayilarini inceledigimizde genellikle GD ortami, WPM ortamindan daha iyl sonug
vermistir. WPM ortami sadece 0.5 mg/l BA ilavesinde GD ortaminin iizerinde (6.05 adet)
sonug vermistir (Sekil 14). Siirgiin uzunlugu bakimindan yine GD ortami BA’nin tiim
dozlarinda WPM ortamindan daha uzun siirgiin bilylimesi gergeklestirmistir (Sekil 18). Bu
konu ile ilgili bazi galigmalar incelenirseb: Romano vd (1992), Quercus suber ile yaptiklari
benzer calismada GD ve WPM temel besin ortamlarint kullanmuglar ve GD ortaminin
siirgiin ¢ogalmast ve kdk gelisimi igin en uygun ortam oldugunu belirtmislerdir. Rachi
(2001), Quercus robur ile yaptigi ¢aligmada eksplantlarin WPM ortamina gelisimlerinin iyi
oldugunu belirtmistir. Johnson (1989)'da Quercus lobata ile yaptigi doku kiiltiirii
¢aligmalarinda GD temel besin ortaminin WPM ortamindan daha iyi sonug verdigini ifade

etmistir. Daha 6nce yapilmis olan bu kapsamdaki calismalarla elde edilen sonuglara benzer
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sonuglar bu galigmada da ortaya ¢ikmus ve siirgiin sayist, nod sayisi ve siirglin uzunlugu
bakimindan GD ortam: WPM ortamindan daha iyi sonug¢ vermistir.

Bitki biiyiime diizenleyicileri ya da diger adlandirma ile hormonlar bilyiimeyi ve
gelismeyi  diizenlerler. Genellikle siirgiin biiyiimesini ve hiicre bdliinmesini sitokinin
grubu hormonlar tegvik eder. Doku kiiltiirii ortamlarinda her bir bitki i¢in dogru hormon
gesidinin ve dogru oranlarin segilmesi ¢ok onemlidir( Kyte, Kleyn, 1999). Quercus
tiirlerinde yapilan g¢aligmalarda siirglin olusumu igin ortama ilave edilen sitokin grubu
hormonlardan BA’nin daha olumlu sonug verdigi ifade edilmistir (Chalupa 1984; San-Jose
vd. 1985; Ide, Yamamoto 1987; Meier-Dinkel 1987; Deidda vd. 1988; San-Jose vd. 1988;
Ballester, Meier-Dinkel 1992; Vieitez vd. 1994; Vieitez vd. 1995; Puddephat vd. 1997).

Arastirmamizin  bilylime ve ¢oZaltma asamasinda; daha Once yapilan benzer
caligmalar 1513inda eksplantlarda tomurcuk patlamasi, siirgiin gelisimi ve goZalmasi icin
BA’nin farkli konsantrasyonlarindan yararlanilmistir. BA’ nin tiim dozlarinda WPM ve GD
temel besin ortamlarinda 4 hafta sonra yapilan gozlemlerde siirgiin farkhilasmasi
belirlenmistir. Kiiltiir baglangicindan 10 hafta sonra yapilan 6lglim ve gézlemler sonucu
BA'min farkli dozlarmin siirglin sayisi, nod sayist ve siirgiin uzunlugu bakimindan
farkhiliklar gosterdigi tespit edilmistir.

Bu konu ile ilgili yapilan ¢alismalarda, Chalupa (1984) Quercus robur’a ait koltuk
eksplantlarinin siirgiin gelisimine ortama ilave edilen 0.2 mg/l BA dozunun biiyiik etkisi
oldugunu ve kinetin ilavesinin sirgiin ¢ogalmasma etkisinin gok az oldugunu rapor
etmistir. San-Jose vd (1985) 0.2 mg/l BA ilaveli GD ortaminda Quercus robur ve Quercus
rubra eksplantlarinin en iyi siirgiin gogalmasini gergeklestirdiklerini ifade etmislerdir. Ide,
Yamamoto (1986), Quercus acutissima’mn geng fideciklerinin koltuk tomurcuklarindan in
vitro’da bitki gelisgimini inceledikleri ¢aligmalarinda BA'min denenen en disik
konsantrasyonunun en yiiksek siirgiin olusumunu gergeklestigini belirtmislerdir. San-Jose
vd. (1988), Quercus robur’un yine San-Jose vd. (1988), Quercus petraea’nn in vitro
kosullarda iiretilmesini etkileyen faktorleri inceledikleri ¢alismalarinda 0.2 mg/I BA ilaveli
GD ortaminin siirgiin olusumunda en iyi sonucu verdigini ifade etmislerdir. Pevalek
(1991), ise yine Quercus robur ile ¢alismasinda en iyi siirgiin gelisiminin disiik dozlarda
BA igeren ortamlarda gerceklestigini ifade etmistir. Vieitez vd. (1992), WPM ortaminda
siirgiin kiiltiirii galistiklart Quercus rubra, Rachi (2001) ise Quercus robur eksplantlarinin
en iyi siirgiin gelisiminin 0.2 mg/l BA ilaveli ortamlarda gergeklestirdigini rapor

etmislerdir. Vieitez vd. (1995) tarafindan Quercus robur’da yapilan benzer ¢alismada GD
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ortamina ilave edilen 0.2 mg/l BA dozunun en iyi siirgiin ¢ogalmasini verdigini
belirtmislerdir.

Mevcut arastirmamizda da; siirgiin sayis1 bakimindan en iyi sonucu 5.10 adetle GD
ortamina ilave edilen 0.2 mg/l BA dozu vermistir. GD temel besin ortaminda oldugu gibi
WPM ortaminda da BA’nin konsantrasyonlarinin diismesine baglantili olarak siirgiin
sayilarinda bir artis gézlenmektedir. En iyi siirgiin olusumlari her iki ortamda da 0.2 mg/l
BA dozunda gergeklesmis, bunu 0.5 , 1 ve 2 mg/l BA dozlari takip etmis ve bu farklarin
istatistiksel olarak da anlaml oldugu ortaya konulmustur (Tablo 8 ve 9). Bu durumda,
megelerde tiir farkliliklarinin doku kiiltiirii ile {iretim galigmalarinda bitki biiyiime
diizenleyicilerine verdikleri tepkinin gok genel olarak benzer olduklarini séylemek olasidur.
En iyi siirgiin cogalmasinin gerceklestigi 0.2 mg/l BA ilaveli GD ortaminda kiiltiire alinan
bir tomurcuk eksplantindan 2 ay sonunda ortalama 5 adet yeni siirgiin elde edilecei
diigiiniiliirse, 4. ay sonunda 5 X 5 =25 siirgiin, 6. ay sonunda 25 X 5 = 125 siirgiin, 8. ay
sonunda 125 X 5 = 625 siirgiin, 10. ay sonunda 625 X 5 = 3125 siirglin ve 12. ay sonunda
3125 X 5 = 15625 siirgiin elde edilebilir. Diger bir deyisle, belirlenen en iyi siirgiin
cogaltmasi ortaminda kiiltiire alinan bir tomurcuk eksplantindan 1 yil sonunda 15625 adet
mikrogelik elde edilebilir. Bu da 1slah ¢aligmalarinin 6nem kazandig iilkemizde asli agag
tiirlerimizden olan Istranca mesesinin fistiin nitelikli fertlerinin kitlesel {iretimi i¢in gok
biiyiik bir potansiyeldir.

Siirgiin ¢ogaltmasi asamasinda Slgiilen nod sayilar incelendiginde (Tablo 10 ve 11
ile Sekil 14); en yiiksek nod sayisinin 1 mg/l BA ilaveli GD ortaminda gergeklestigi
goriilmektedir. WPM ortaminda da en yiiksek nod sayisi yine ayni BA konsantrasyonunda
gerceklesmisti. GD ve WPM ortamlart ayri ayr incelenirse nod sayist bakimindan ikinci
sirada 0.2 mg/l BA dozunun geldigi goriillmektedir. Bunu 0.5 mg/l BA dozu takip etmistir.
En disik nod sayilari ise siirgiin sayilarinda oldugu gibi 2 mg/l BA dozunda
gerceklesmistir.

Eksplantlarin siirgiin uzunluklari incelendiginde nod sayilari ile benzer sonuglar
ortaya ¢ikmaktadir. En yiiksek siirgiin uzunlugunun 1 mg/l BA ilaveli GD ortaminda
ortalama 2.26 cm ile gergeklestigi goriilmiistiir. Tablo14 ve 15 ile Sekil 18 incelendiginde
GD ve WPM ortamlarini farklt farkli ele alinirsa; en yiiksek siirgiin uzunlugunun her iki
ortamda da 1 mg/l BA ilavesinde gergeklestigi goriilmektedir. Ikinci sirada 0.2 mg/l BA
ilaveli ortamlar gelirken bunu 0.5 mg/l BA ilaveli ortamlar takip etmistir. Tim ortamlari

bir biitiin olarak incelersek; en iyi siirgiin uzunlugunun 1 mg/l BA ilaveli GD ortaminda
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oldugu, bunu 0.2 mg/l BA ilaveli GD ortaminin ve daha sonrada 0.5 mg/l BA ilaveli GD
ortaminin takip ettigi; WPM ortamindaki en iyi siirgiin uzunlugunun ise bunlardan sonra
geldigi belirlenmistir. Doku kiltiirii ¢aligmalarinda siirgiin olusumu ve gelisimi safhasi
kendi icinde biiyiime ve gogaltma olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Bu iki agsama bazi
tiirlerde aym ortamda gergeklesirken bazi tiirler igin iki farkli ortam gerektirmektedir.
Caligmamiza konu olan Quercus hartwissiana’nin ise bilylime ve ¢ogaltma asamalarini
farkli ortamlarda gergeklestirdigi elde edilen sonuglar 1s1ginda belirlenmistir. Bu
sonuclardan anlagilacagi gibi Quercus hartwissiana’nin bliylime ortami igin 1 mg/l BA
ilaveli ve cogaltma ortami igin ise 0.2 mg/l BA ilaveli ortamlar en iyi sonucu vermislerdir.
Bu sonuglar mese tiirleriyle yapilan diger ¢aligmalarla paralellik gostermektedir. Deidda
vd. (1988), Q robur ve Quercus petraea’nin in vitro kosullarda ¢ogaltilma sathasinda dnce
yiiksek BA konsantrasyonlarinda, daha sonra alt Kkiiltiirlerde ise disiik BA
konsantrasyonlarindan olumlu sonuglar alindigmi belirtmislerdir. Vieitez vd. (1985),
Quercus robur eksplantlarmin ¢ogaltilmasinda GD ortamuina ilave edilen 1 mg/l BA
dozunun bilyiime sathasinda; 0.2 mg/l BA dozunun ise ¢ogaltma safhasinda en iyi sonucu
verdigini ifade etmislerdir. Evers vd. (1993) Quercus robur’ﬁn fidanlarmi doku kiiltiirii
yonteminde kullanirken biiytime ortami igin ortama 1 mg/l BA ilavesinin ve siirglin
cogaltmasi igin ise 0.1 mg/l BA ilavesinin gerekli oldugunu belirtmislerdir. Meier-Dinkel
(1987) Quercus robur ve Quercus petraea’da yapmis oldugu ¢alismada 0.5 — 1 mg/l BA
ilaveli GD ortaminin biiyiime safhasi i¢in, 0.1 — 0.5 mg/l BA ilaveli GD ortaminimn ise
¢ogalma sathasinda iyi sonug¢ verdigini ifade etmigtir. San-Jose vd. (1988), Quercus
robur’un in vitro kosullarda gogaltilmasinda biiyiime sathasinda 1mg/l BA ve ¢ogaltma
safhasinda ise 0.2 mg/l BA dozlarimin uygun oldugunu rapor etmistir. Quercus robur’un
koltuk tomurcuklarini kullanan Chalupa (1984) ise biiyiime ortamu igin 1 mg/l BA ve
cogaltma ortami igin 0.2 mg/l BA ilavesinin gerekli oldugunu ifade etmistir.

Meselerin doku kiiltiirii ¢alismalarinda genotipler arasindaki farkli tepkileri ortaya
koymak amaciyla birgok calismalar yapilmistir. San-Jose vd. (1988), Quercus robur ile
yaptiklari alismada siirgiin olusumunda klonlarin etkili oldugunu ifade etmislerdir. Vieitez
vd. (1992) genotipin Quercus robur ekplantlarimin siirgiin  ¢ogalmasini etkiledigini
belirtmiglerdir. Meier-Dinkel (1987)" de Quercus robur ve Quercus petraea ile yaptigi
caligmada, genotipin siirgiin gogalmasinda énemli rol oynadigimi belirtmistir. Chalupa
(1984) Quercus robur ve Quercus petraea’nin in vitro kosullarda ¢ogaltiimasinda klonlara

bagli olarak farklilklar gézlendigini ifade etmistir. Meier-Dinkel (1993) Quercus
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robur’un farkli klonlarimin bazilan arasinda siirgiin ¢ogalmasi bakimindan farkhliklar
oldugunu ifade etmistir. Gebhardt vd. (1993) yine Quercus petraea ve Quercus robur ile
yaptiklari galismada farkli genotiplerin etkilerinin oldugunu belirtmistirler. Bu aragtirma
kapsaminda farkli genotiplere ait eksplantlar, in vitro’da ortet farkliliklarmni ortaya koymak
amaciyla 0.2 mg/l BA ilaveli GD ortamunda kiiltiire alinmiglardir. Denemeler sonucunda
elde edilen bulgular, farkli genotiplerin siirgiin sayilarmin birbirinden ¢ok az farkli oldugu
fakat istatistiksel agidan genotiplerin siirgiin sayilar1 arasinda fark bulunmadig
belirlenmistir. Genotiplerin nod sayilar da siirgiin sayilari gibi birbirine yakin degerlerde
bulunurken aralarinda istatistiksel olarak bir farkliliga rastlanmamstir. Genotiplerin siirgiin
uzunluklar1 incelendiginde ise; genotipler arasindaki farkin istatistiksel diizeyde anlamli
oldugu goriilmektedir. En iyi ortalama siirgiin uzunlugu; 4 nolu ortetde gergeklesirken, en
diisiik stirgiin uzunlugu 7 nolu ortetde gozlenmistir. Diger genotiplerin siirgiin uzunluklart
ise bu iki ortet arasinda ger¢eklesmistir. Caliymamiz sonucunda; genotipler arasinda
siirglin sayist, nod sayisi ve siirgiin uzunlugu bakimindan farkliliklar oldugu ancak
istatistik diizeyde anlamli farkliligin sadece siirgiin uzunluklarinda meydana geldigi
goriilmektedir (Tablo 21 ve 22). Bunun nedeni eksplantlarin tek agaca ait palamutlardan
meydana gelen fidanlardan alinmasi ve bu fidanlarin genotipik olarak birbirine benzerlik
gostermesi olabilir.

Kiiltiire alinacak olan eksplantlarin ana bitkiden alindigi yerin, kiiltiir bagarisini
etkileyebilecegi bilinmektedir. Volkaert vd. (1990), gen¢ Quercus robur fidanlarindan
aldig1 siirglin ucu eksplantlarinin koltuk eksplantlarina gore daha yavas siirgiin gelisimi
gosterdigini ve daha diisiik siirgiin ¢ogalmas gerceklestirdigini bildirmektedirler. Chalupa
(1984) Quercus robur ve Quercus petraea’nin in vitro’da iiretiminde koltuk ve siirgiin ug¢
tomurcugunu kullannus ve koltuk tomurcuklarinin daha yiiksek gogalma oranina sahip
oldugunu ifade etmistir. Juncker, Farve (1994), Quercus robur’un koltuk ve siirgiin ug
tomurcuklarini kullanmislar ancak denemeler sonucunda bu iki eksplant kaynaginin benzer
sonuglar verdigini ifade etmislerdir. San-Jose vd. (1988), Quercus robur’un koltuk ve
siirgiin ug tomurcuklarini karsilagtirdiklan ¢aligmalarinda, koltuk tomurcuklarinin ¢ogalma
katsayilarinin daha yiiksek oldugunu belirtmistir. Vyapari (1995) Quercus muehlenbergii
ve Quercus palustris’in doku kiiltiirii ¢aligmasinda koltuk ve siirgiin u¢ tomurcuklarindan
en iyi sonucu koltuk tomurcuklarinin verdigini belirtmistir. San-Jose (1986) yaptig1 bagka
bir ¢aligmada yine gévdenin alt nodal kisimlarindan alinan eksplantlarin {ist pargalardan

alinan eksplantlardan daha iyi gelisim gosterdigini rapor etmistir.
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Calismamizda eksplant kaynagi farkliliklarim ortaya koymak amaciyla, koltuk ve
siirgiin ug tomurcuklarindan elde edilen eksplantlar, in vitro’da 0.2 mg/l BA ilaveli GD
ortaminda kiiltiire alinmuslardir. Yapilan denemelerin gozlem ve ol¢lim sonuglarinda,
eksplant kaynaginin siirgiin sayist bakimindan biiyiik farkhiliklar gosterdigi belirlenmistir.
Bu farkliliklar istatistiki. agidan da anlamli bulunmustur. Koltuk tomurcuklarinda olusan
siirgiin sayilar siirgiin u¢ tomurcuklarina gore daha yiiksek bulunmustur. Siirgiin sayisinda
oldugu gibi nod sayisinda da koltuk tomurcuklari lehinde bir farklhilik gdzlenmistir. Siirgiin
uzunluklarn da benzer sonuglar vererek farkliliklar ortaya konulmustur. Eksplant
kaynaklarinin siirgiin sayisi, nod sayist ve siirgiin uzunluklart bakimindan farkliliklart
istatistiksel agidan da anlamli bulunmustur. Koltuk tomurcuklari siirgiin u¢ tomurcuklarina
gbre daha iyi gelisim gdstermistir. Bu sonuglar 1s1§inda meselerin doku kiiltiirlerinde
cksplant materyali segilirken in vitro’daki gelisim farkliliklarindan dolayi eksplantin

kaynagina dikkat edilmelidir.

4.2. Mikrogeliklerin Koklendirilmesi Asamasi

Kiiltiir kosullarinda besin ortamlari tek baglarina koklenmeyi saglayamamaktadirlar.
Koklenmeyi tegvik edici gesitli hormonlarla muamele edilmesi gerekmektedir (Goniilsen,
1987). Cahiymanin koklendirme agamasinda temel besin ortami olarak GD temel besin
ortami kullanilmigtir. Koklenmenin tesviki amaciyla kok ortami olarak fakir ortamlar
kullanilmaktadir. Burada da 1/3 yogunluktaki GD ortami kullanilmistir. K6k ortamlarinda
genellikle koklenmeyi tesvik eden oksin grubu hormonlar kullanilmaktadir. Megelerin
mikro tiretiminde kok olusumu igin oksin grubundan IBA’nimn olumlu etkilere sahip oldugu
(Chalupa 1984; San-Jose vd. 1986; Ide, Yamamoto 1987; San-Jose vd. 1988; Pevalek
1991; Ballester, Meier-Dinkel 1992; Vieitez vd. 1992; Miyavra 1995; Vieitez vd. 1995;
Sanchez 1996: Yamada, San-Jose 1996; Puddephat vd. 1997) belirtilmektedir. Bu
cahigmanin koklendirme asamasinda da bitki biiylime diizenleyicilerinden IBA’dan
yararlamlmugtir. In  vitro’da ¢ogaltma asamasinda elde edilen mikrogelikler 1/3
yogunluktaki GD ortaminda iki farkli yontem kullanilarak koklendirilmeye calisilmislardir.

Birinci yontemde mikrogelikler kdklendirme ortamina alinmadan énce 0.5 ve 1 g/l
IBA soliisyonuna dip kistmlari 2 ve 6 dakika batinldiktan sonra hormonsuz 1/3

yogunluktaki GD ortaminda kiiltire alinmislardir. Kok ortamina alindiktan 7 — 10 giin
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sonra, mikrogeliklerde bazal kisimlarda sigmeler ve kallus olusumlar g6zlenmigtir.
Koklenme ortamindaki 35. giinde bir - iki mikrogelikte kok olusumu gdzlenmis, diger
mikrogeliklerde ise kdklenme gézlenmemistir (Tablo 29, Sekil 45 ve 46). 4 hafta sonra
yapilan gozlemlerde en yiiksek koklenme %13.33 ile 1 g/l IBA’da 2 dakika bekletme
isleminde; diger koklenme oranmm ise %0.66 ile 1 g/l IBA’da 6 dakika bekletme
isleminde gergeklestigi anlagilmustir. Diger islemlerde ise koklenme gozlenmemistir. Buna
benzer bir calisma ile San-Jose vd. (1988) Quercus robur ve Quercus petraea’nin
mikrogeliklerini 0.5 ve 1 g/l IBA igerisinde 2 ve 6 dakika beklettikten sonra GD ortaminda
kiiltire almislardir. Koklenme yiizdesinin % 39 ile % 100 arasinda degistigini
belirtmislerdir. Vieitez vd. (1985)’de mikrogelikleri koklendirmek i¢in dip kisimlarimin
IBA soliisyonuna batirmis ve koklenme oranmi % 63 - % 33 arasinda bulmuslardir.
Ballester, Meier-Dinkel (1992), meselerin mikrogeliklerinin IBA soliisyonuna batirma
isleminin koklenmeyi artirdigm  ifade etmiglerdir.  Vieitez vd. (1992) mesenin
mikrogeliklerinin ~ dip  kismumin - IBA’ya  batinlmasiin  kéklenmeyi artirdigini
belirtmislerdir.

Hormon ile direk olarak muamele isleminde literatiirde belirtilen degerler ile elde
edilen verilerin karsilagtirilmas: sonucunda koklenme oranlarmin oldukea diisiik oldugu
gozlenmistir. Bu nedenle tekrarlanan literatiir ¢aliymasindan sonra ikinci bir yontem test
edilmistir. kinci yontemde ise; yiiksek konsantrasyonlu IBA ortamlarinin mikrogeliklerin
koklenmesi iizerine etkilerini belirlemek icin in vitro kosullarda elde edilen mikrogelikler
1/3 yogunluktaki GD ortaminda kiiltiire alinmislardir. 25mg/l IBA konsantrasyonlu 1/3
yogunluktaki GD ortaminda mikrogelikler 24 ve 48 saat kaldiktan sonra, hormonsuz ve %
| aktif karbon iceren 1/3 yogunluktaki GD ortaminda koklendirmeye alinmuslardur.
Mikrogeliklerde 4. giinden itibaren bazal kisimlarda sismeler ve kallus olusumu
gozlenmistir. 7. giinde ise kék farklilagmast gdzlenmistir. Mikrogeliklerin koklendirme
ortamina alimmasindan bir ay sonra yaplian gdzlem ve 6lglimler sonucunda 24 ve 48 saat
25 mg/l IBA dozlarinda bekletme isleminin mikrogeliklerin koklenme oranlar1, kok sayisi
ve kok uzunlugunu etkiledigi gdzlenmistir. 24 saat 25 mg/l IBA’li ortamda bekletildikten
sonra hormonsuz 1/3 yogunluktaki GD ortaminda kiiltiire alman mikrogeliklerin koklenme
oram % 80 olarak belirlenmistir. Aym kosullarda 48 saat bekletilen mikrogeliklerin ise
tiimii koklenerek; kdklenme orani % 100 olarak tespit edilmistir. Mikrogeliklerin koklenme
oranlari, kok sayilart ve kok uzunluklar birbirinden farkli gerceklegmistir. 24 ve 48 saat 25

mg/l IBA’l1 ortamlarda bekletme islemleri arasindaki fark istatistiki agidan da anlamli



90

bulunmustur. Buna benzer calismalarda Sanchez vd. (1996), Quercus robur ve Quercus
rubra mikrogeliklerinin 25 mg/l IBA ilaveli ortamda 24 saat bekletme isleminden sonra
hormonsuz ortama alinmasinin kéklenmeyi artirdigint belirtmisleridir. Vieitz vd. (1995),
25 ve 15 mg/l IBA ilaveli 1/3 yogunluktaki GD ortaminda 24 saat beklettikleri
mikrogelikleri hormonsuz ortamlarda koklenmeye alma isleminin koklenmeyi olumlu
etkiledigi ve koklenmenin her iki islemde de benzer oldugunu belirtmislerdir. Puddephat
vd. (1999), Quercus robur’un mikrogeliklerini 7 giin IBA’l1 ortamda beklettikten sonra
hormonsuz kok ortamina alma isleminin koklenmeyi artirdigini ve koklenme oranmin %
84 oldugunu ifade etmislerdir. Sanchez (1994), yine benzer bir ¢alisma ile 3 mg/l IBA’l1
ortamda mikrogelikleri 7 giin beklettikten sonra hormonsuz ortama aktarma isleminin en
erken koklenmeyi sagladigini, ayni gallsma51ﬁda alternatif olarak 5-50 mg/l IBA ilaveli
ortamlarda mikrogelikleri 24 saat bekletmenin de koklenmeyi artirdigini belirtmistir. Rachi
vd. (2001), Quercus robur’a ait mikrogelikleri 2 mg/l IBA ilaveli 1/3 yogunluktaki WPM
ortaminda | -3 giin beklettikten sonra hormonsuz ortamlarda kiiltiire almislar ve en iyi kok
olusumunun 3 giin IBA ilaveli ortamda bekletme isleminde gergeklestigi bildirilmislerdir.
Koklendirme ¢alismalarinda koklenmeyi tesvik amaciyla karanlik uygulamalari
yapilmaktadir. Vieitez vd. (1992) Quercus rubra’nin mikrogeliklerinin koklendirilmesinde
7 giinliik karanlik isleminin yararh oldugunu ifade etmislerdir. Yine, Vieitez vd. (1994)
Quercus robur mikrogeliklerini koklendirmede 5 giinliik karanlik peryodun koklenmeyi
tesvik ettigini belirtmislerdir. Pierik vd. (1997), Quercus robur’un kdklendirme ortaminda
ayni sekilde karalikta birakmanin pozitif etkiye sahip oldugunu rapor etmistir. Sanchez
(1994) ise Quercus robur mikrogeliklerini koklendirmek igin 5 giinlitk karanlik ortamda
bekletmistir. Ancak karanligin siirgiin nekrozlarina neden oldugu ve yeni koklenen
bitkilerin yasamasini negatif etkiledigini belirtmistir. Daha sonra yaptig1 bir denemede ise
mikrogelikleri aktif karbon ilaveli ortamlarda koklendirmeye almig ve en iyi sonucu bu
denemelerde elde ettigini belirtmistir. Yine Sanchez vd. (1996) Quercus robur ve Quercus
rubra ile yaptiklari koklendirme c¢alismalarinda % 1 aktif karbon kullanmislar ve aktif
karbon igeren ortamlardaki kiklenmenin karbonsuz ortamlardan daha iyi oldugunu, bunun
nedeninin ise karbonun karartma islemi yaninda ortamdan yada eksplanttan kaynaklanan
engelleri ortadan kaldirdigini ifade etmislerdir. Volkaert vd. (1990), Quercus robur’un
mikrogeliklerinin koklendirilmesinde aktif karbon ilavesinin pozitif etki yaptigini ve aktif

karbonun kok gelisimini engelleyen kosullan absorbe ettigini belirtmislerdir. Bizim
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caligmamizda da koklendirme ortaminda % 1’lik aktif karbon ilavesi kullanilmig ve olumlu
sonuglar alinmustir.

Koklendirme calismalarimizdan birincisinin kék olusum zamani ok ge¢ ve
koklenme orant da gok diisiik gerceklesmistir. Tkinci denemelerde ise koklenme ¢ok erken
dénemde (7.giin) gergeklesmistir. Oysa Kiraly, vd. (2001) meselerin mikro firetimlerindeki
en 6nemli sorunun eksplantlarin koklenmesi oldugunu belirtmistir. Arastirmamizin ikinci
koklenme denemelerinde, koklenme orani birinde % 80 digerinde % 100 olarak tespit
edilmigtir. Literatiir incelemesinde diger ¢ahigmalarda bu deger genellikle daha diisiik
olarak gerceklesmistir. Deidda vd. (1988) kéklenme oranint % 70 ; Meier-Dinkel (1987),
% 57; Ide, Yamamoto (1987), % 82; San-Jose vd. (1988), % 39 - % 100; Vieitez vd.
(1994), % 15 - % 46; Puddephat vd. (1999), % 84; Chalupa (1984), % 70 - % 95 olarak
bulmuglardir. Bizim calismamiz 1s1ginda  mikrogeliklerde daha kisa siirede ve % 100
koklenme gergeklesetigi diisiiniildiigiinde elde edilen yiiksek koklenme oraninin biyukligit

daha iyi anlasilabilir.



5.SONUCLAR VE ONERILER

Doktora tezi olarak hazirlanan bu calismada énemli orman agaci tiirlerimizden olan
Quercus hartvissiana’nim doku kiiltiirii yontemlerinden organ kiiltiirii ile ¢oZaltilabilme
olanaklari arastinlmigtir. Caligma, siirgiin olusumu ve geligimi ve olusan mikrogeliklerin
koklendirilmesi olmak iizere iki asamadan meydana gelmistir. Birinci asamada, siirgiin
olusumu ve gelisimi igin sitokinin (BA)'lerin  degisik dozlarmin etkileri; farkl
genotiplerin in vitro’da gosterdikleri gelisimler ve farkli eksplant kaynaginin siirgiin
olusumu ve gelisimine etkileri arastirilmistir. Ikinci asamada ise mikrogeliklerin kok
olusumu ve gelisimi i¢in, koklenmeyi uyaran oksin grubu hormonlardan IBA ile
gerceklestirilen farkli islemlerin etkileri incelenmistir. Calisma sonunda elde edilen
sonuglar 1s1inda olugan oneriler agagidaki sekilde ifade edilebilir.

Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda sterilizasyon ¢ok onemlidir. Q. hartvissiana’nm in
vitro’da iiretilmesinde klasik sterilizasyon yontemleri kullanilmis ancak enfeksiyonlar
engellenememistir. Bulagmalari engellemek igin baslangic ortamma  ilave edilen
antibiyotik ve fungusitler ve ilk 5 giin eksplantlari taze ortamlara aktarma islemi
sonucunda basart saglanmigti. Bu nedenle megelerin doku kiiltiirii ¢aligmalarinda
bulasmalar engellemek i¢in baglangi¢ ortaminda antibiyotik ve fungusit kullanilmalidir.

Denemelerde kullanilan eksplantlar diger arastirmalarin sonuglarina bagh kalarak
kiiltiir ortamina yatay olarak yerlestirilmis ve basarili sonuglar alimmistir. Bu durum bize
eksplantlarin kiiltiir ortaminda yatay pozisyonda olmasinin siirgiin gelisimini olumlu
etkiledigini gdstermistir.

Calismamizda temel besin ortami olarak WPM ve GD ortamlari kullanilmistir.
Siirgiin olusumu ve geligimi bakimindan her iki ortamda da gelismeler gozlenmistir.
Fakat GD ortamindaki eksplantlar siirgiin sayist, nod sayisi ve siirgiin uzunlugu
bakimindan WPM  ortamindaki eksplantlardan ¢ok daha iyi gelisimler gostermistir.
Yapilacak olan galigmalarda GD temel besin ortami kullaniimalidir.

WPM ve GD ortamlarinda siirgiin olusumu ve gelisimini tesvik amaciyla test edilen
BA’'nmin farkli dozlarinda siirgiin sayisi, nod sayist ve siirgiin uzunlugu bakimindan
farkliliklar gozlenmistir. Doku kiiltiirlerinde siirgiin olusumu ve gelisimi safhast kendi

i¢inde ikiye ayrilmaktadir. Bunlar siirgiin biiylimesi ve siirgiin gogaltmas1 asamalaridir. Bu
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iki asama bazi tiirlerde ayni ortamda gerceklegirken bazilarinda ise farkli iki ortamda
gerceklesmektedir. Calismamizda siirgiin uzunlugu ve nod sayist bakimindan en iyi
gelisme 1 mg/l BA ilaveli ortamda gergeklesmistir. Yapilacak olan bundan sonraki
calismalarda siirgiin bilytimesi igin BA'nin bu dozunun kullanilmast daha uygun olacaktir.
Yine bizim ¢alismamizda en yiiksek siirgiin sayisi her iki temel besin ortaminda da 0.2
mg/l BA ilaveli ortamlarda gergeklesmistir. Bu denemeler is1@inda bundan sonraki
calismalarda siirgiin gogaltmasi agamasinda 0.2 mg/l BA dozunun kullanilmasi yararl
olacaktir. Bu ortamda kiiltiire alinacak bir tomurcuk eksplantindan 1 yil sonunda 15625
adet mikrogelik iiretilebilecegi diisiiniildiigiinde, bu yontemin kitle halinde fidan tretimi
icin alternatif bir yol oldugunu séylemek miimkiinddir.

Bu noktadan hareketle kitlesel {iretimin yam sira, Gstiin nitelikli fertlerden alinan
palamutlardan (=tohumlardan) elde edilecek fidanlar doku kiiltiirii ile ¢ogaltilarak, irsel
nitelikleri iistin fidanlarin iiretimi de yapilmalidir. Boylece hem mese tohumlarinin
ozelliklerinden kaynaklanan sonbaharda hasat edildiklerinde hemen ekilme zorunlulugu
yada saklama kogullarinin zor olmasi sebebiyle katlamaya. alinmasi zorunlulugundan
kaynaklanan sorunlar ve zorluklar ortadan kalkmis olacaktir. Ayni zamanda kontrolli
tozlagmayla elde edilmis hibrit tohumlarin fidanlarinin eksplant kaynagi olarak
kullanilmastyla genotipik olarak kaliteli fidan tiretimi miimkiin olabilecektir.

Farkli genotiplere ait tomurcuk eksplantlariun in vitro’daki gelisimlerine
baktigimizda; genotipler arasinda sirgiin sayisi, nod sayisi ve siirgiin uzunlugu bakimindan
farkliliklar oldugu gdzlenmistir. Bu farkliliklarin bir iki genotip diginda genellikle ¢ok
kiigiik oldugu anlasilmistir. Bunun nedenini genotiplerin ayni agagtan alinan palamutlardan
meydana gelen fidanlardan olugmasi seklinde agiklamak olasidir. Farkli genotiplerin
gelisimi de farkli olacagindan bu tiiriin doku kiiltiirii ile tiretilmesinde baslangi¢ materyali
¢ok genis tutularak en iyi gelisim gosteren genotipler belirlenmeli ve kitlesel iretim
caligmalari onlarla devam ettirilmelidir. .

Mevcut arastirmada baslangic materyali olarak 4-5 aylik fideciklerin stirgiin ucu ve
koltuk tomurcuklart kullanilarak iiretim tekniklerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Yash
agaclardan elde edilecek eksplantlarin da in vitro ortaminda gosterecekleri tepkiler
dolayisiyla iiretim tekniklerini belirleyecek arastirmalar yapilmalidir. Bu sekilde fenotipik
seleksiyonla elde olunacak iistiin fertler de klonal iiretime sokulabilecekler ve bu sekilde
vejetatif yolla iiretimde kdklenme tepkileri zayif ve zor olan Q. hartwissiana’nin da dahil

oldugu mese tiirleri mikrovejetatif olarak tretilebilecektir.
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Eksplant kaynaginin siirgiin olusumu ve gelisimine etkilerini inceledigimizde; koltuk
ve siirgiin ug tomurcuklarinin siirgiin sayisi, nod sayisi ve siirgiin uzunluklart bakimindan
farkli oldugu anlagilmaktadir. Koltuk tomurcuklart siirgiin ug tomurcuklarina gore gok
daha iyi gelisim gdstermislerdir. Q. hartwissiana ile ilgili bundan sonra yapilacak doku
kiiltiirii calismalarinda eksplant kaynagi olarak koltuk tomurcuklarinin kullanilmasi uygun
olacaktir.

Calismamizin ikinci agamast olan koklendirme asamasinda ise ¢oZaltma agamasinda
elde edilen mikroceliklerden yararlanilmstir. Koklendirme asamasinda IBA’nimn iki farkl
kullanim sekliyle g¢alisilnustir. Birinci yontemde mikrogeliklerin dip kisimlart farklt
dozlardaki TBA’ya farkli siireler daldirilmistir. Ancak bu yontemde bagsan cok diisiik
gergeklesmistir. Tkinci yontemde ise mikrogelikler yitksek dozda IBA ilaveli ortamlarda
belirli siireler kiiltiire alindiktan sonra hormonsuz ortamlarda kéklenmeye alinmuglardir. Bu
ikinci yontem kok olusumu, kék sayisi ve kok uzunlugu bakimindan olumlu gelismeler
gostermistir. 25 mg/l BA ilaveli ortamda 48 saat bekletilen mikrogeliklerin koklenme
oranlart % 100 olarak tespit edilmistir. Yine bu ortamda kok sayist ve kok uzunluklar en
yitksek bulunmustur. Meselerin in vitro’da koklendirilmelerinde bu islemin kullanilmasi

uygun olacaktir.
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OZGECMIS

1970 Yilinda Trabzon’da dogan Fatma FEYZIOGLU, 1987 yilinda Trabzon Affan
Kitapgioglu Lisesi’ni bitirdi. Ayni yil K.T.U. Orman Fakiiltesi Orman Miihendisligi
Boliimiinii kazandi. 1991 yilinda “ Orman Miihendisi” tinvam alarak lisans dgrenimini
tamamladi. 1991 yilinda ayni iiniversitenin Fen Bilimleri Enstitiisi Orman Miihendisligi
Anabilim Dali’'nda yiiksek lisans programina kaydoldu. 1992 yilinda Orman Bakanhg
Biinyesinde, Antalya Orman Isletme Miidiirliigiinde Orman Miihendisi olarak goreve
bagladi. 1994 yilindan sonra Dogu Karadeniz Ormancilik Arastirma Enstitlisii’nde
aragtiricr olarak caliymalarina devam etti. Aym yilin Aralik ayinda Yiksek Lisans
6grenimini tamamlayarak “Orman Yiiksek Mithendisi” tinvan aldi. 1995 yilinda yine ayni
enstitiiniin Orman Miihendisligi Anabilim Dali’nda doktora programina kaydoldu. Halen

Dogu Karadeniz Ormancilik Aragtirma Enstitiisi” de arastirict olarak gorev yapmaktadir.

Evli olan Fatma FEYZIOGLU ingilizce bilmektedir.



