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tedrici budanır (Atay,1964; Ürgenç, 1992). Afrika’ da, Kuzey İrlanda’ da, Kafkasya’ da yayılmıştır. Akdeniz çevresindeki maki formasyonlarının tipik elemanlarından biridir. Türkiye’ nin bütün kıyılarında 0-600 m yükseltiler arasında yayılır. Özellikle Ege bölgesinde, yol boyu şevlerinde doğal olarak yetişen  ve yayılan bir türdür. Park ve bahçelerde süs bitkisi olarak da yetiştirilebilir. Özellikle yamaç arazilerde ve otoyollardaki şevlerde, toprak erozyonunu engellemek amacı ile kullanıma uygun bir türdür. 

3.2. Metot

3.2.1. Bitkisel materyallerin temini


Üzerinde çalışma yapılan bitkilere ait üretim materyallerinin toplanması amacı ile arazi çalışmaları yapılmıştır. Denemede kullanılan Erica manipuliflora Salisb. ve Juniperus oxycedrus subsp. macrocarpa türlerine ait çelik ve tohumlar İzmir İli, Çeşme İlçesinde bulunan doğal yetişme alanlarındaki 10 yaşın üzerindeki anaç bitkilerden temin edilmiştir. Diğer iki tür olan Spartium junceum L. ve Laurus nobilis L. bitkilerine ait çelikler, Adnan Menderes Üniversitesi Ziraat Fakültesinde bulunan anaç bitkilerden elde edilmiştir. İspanyol Katırtırnağı’ na ait tohumlar özel bir firmadan ve Aydın-İzmir Otobanı üzerindeki refüj alanlarında yer alan bitkilerden sağlanırken, Defne tohumları Aydın Belediyesi Park ve Bahçeler Müdürlüğü kanalı ile il merkezinde bulunan park ve bahçelerdeki bitkilerden toplanmıştır (Çizelge 3.2).

Çizelge 3.2. Denemede kullanılan türlere ait üretim materyallerinin alındığı yerler ve zamanlar

	Bitki Türü
	Üretim Materyalleri

	
	Tohum
	Çelik

	
	Alan
	Zaman
	Alan
	Zaman

	Dönemler
	I. ve II.
	I.
	II.
	I. ve II.
	I.
	II.

	J. o. subsp. macrocarpa
	Çeşme
	Eylül
	Kasım
	Çeşme
	Eylül
	Mart

	Laurus nobilis L.
	Aydın
	Ekim
	Ekim-Kasım
	Tüplü Fidan
	Eylül
	Nisan

	E. manipuliflora Salisb
	Çeşme
	Eylül
	Kasım
	Çeşme
	Eylül
	Mart

	Spartium junceum L. 
	Aydın
	Ağustos-Eylül
	Eylül
	T.Fidan-Söke
	Eylül
	Nisan



Genetik açıdan farklılıklar olabileceği düşüncesi ile, iyi gelişmiş ağaçlar seçilerek tohumlar bu ağaçlardan toplanmıştır. Ayrıca, mümkün olabildiğince çok sayıdaki ağaç içeren geniş bir populasyondan tohumlar alınmış ve bu tohumlar karıştırılarak genetik çeşitlilik açısından uygun bir örnek elde edilmiştir.

3.2.2. Tohumlara yapılan uygulamalar 

Denemede kullanılacak bitkilere ait tohumlar bitki türlerine bağlı olarak farklı zamanlarda olgunlaşmaktadırlar. Bu nedenle, tohumlar olgunlaşma dönemleri dikkate alınarak farklı zamanlarda bitkilerden toplanmıştır. Bu amaçla, Erica ve Juniperus türlerinin tohumları Eylül-Kasım aylarında, Laurus türünün tohumları Ekim-Kasım aylarında ve Spartium türünün tohumları ise Ağustos-Eylül aylarında toplanmıştır. Daha sonra tohumlarda meyve etinden ayırma, yabancı maddelerden ayıklama gibi işlemler yapılarak tohumlar seçilmiştir. 

3.2.2.1. Bin dane ağırlığı

Denemede bitkisel materyal olarak kullanılan türlere ait tohumların bin dane ağırlıkları belirlenmiştir. Bu amaçla, üretimde kullanacağımız tohumlar içerisinden 4’er tekerrürlü ve her tekerrürde 100’er adet tohum olacak şekilde örnekler tesadüfi olarak alınmıştır. Bu örnekler, her bitki türü için ayrı ayrı hassas terazi ile tartılarak tohumların 1000 dane ağırlıkları elde edilmiştir (Şehirali, 1997).

3.2.2.2. Canlılık testleri
Yürütülen bu denemede kullanılan türlere ait tohumların canlılık durumlarının belirlenmesi amacı ile canlı boyama yöntemi kullanılmıştır. Bu yöntemde en başarılı bir şekilde kullanılan “Tetrazolyum Testi” uygulanmıştır (Ellis et al., 1985; Moore, 1986; Hartmann et al., 1990). Tetrazolyum testi biyokimyasal bir yöntem olup, bu yöntemde tohumların canlı olup olmadıkları tohumların çimlenmesi ile ölçülmemektedir.

Tohumlar tetrazolyum çözeltisine batırılmadan önce; Juniperus sp.’de taş çekirdek kabukları çıtlatılarak ayrılmış ve tohumdan uzaklaştırılmış, Laurus sp.’ de  ise önce tohumlar üzerindeki meyve eti ayrılmış daha sonra tohum kabuğu alınmıştır. Spartium sp. tohumları ise önce suda bekletme ön uygulamasından geçirilmiş, tohumların su alarak şişmesi sağlanmış ve tohum kabukları ayrılmıştır. Tohumlara tetrazolyum testi öncesinde uygulanan ön işlemler ve tetrazolyum çözeltisinin uygulama şekli türlere bağlı olarak Çizelge 3.3’ de gösterilmiştir.

Tetrazolyum testinde, tohumlar %1’lik 2,3,5-Trifenil tetrazolyum klorür eriyiğinde 30oC’ de ve türlere göre değişmek üzere 8 ile 24 saat tutulmuştur. Bu eriyiği hazırlamak için 400 ml su içerisinde 3.631 g KH2PO4 eritilmiş; 600 ml’ lik diğer bir kap içinde de 7.126 g Na2HPO42H2O eritilerek bu iki eriyik birbirine karıştırılıp 1000 ml’lik yeni bir eriyik elde edilmiştir. Bu eriyikte 10 g 2,3,5-trifenil tetrazolyum klorür eritilerek %1’lik tetrazolyum eriyiği elde edilmiştir (Ellis et al.,1985). 

Çizelge 3.3. Denemede kullanılan bitki türlerine uygulanan tetrazolyum testi
	BİTKİ ADI
	Uygulama Öncesi Yapılan İşlemler
	Tetrazolyum Testi

	
	Skarifikasyon
	Islatma
	Uygulama süresi- dozu

	J. oxycedrus subsp. macrocarpa
	H2SO4’ de 4 saat
	30 oC suda 18 saat
	30 oC %1’lik eriyikte 24 saat bekletme

	Laurus nobilis L.
	
	20 oC suda 16 saat
	30 oC %1’lik eriyikte 8 saat bekletme

	E. manipuliflora Salisb.
	Tohum boyutunun küçük olması nedeni ile yapılamamıştır.

	Spartium junceum L. 
	H2SO4’ de 10 dk.
	25 oC suda 20 saat
	30 oC %1’lik eriyikte 8 saat bekletme


Canlılık testi tesadüfi olarak alınmış tohumlardan 4 tekerrürlü olarak ve Laurus nobilis L.  ve Spartium junceum L. bitkilerinde her tekerrürde 100 adet, J. o. subsp. macrocarpa türünde ise her tekerrürde 25 adet tohum olacak şekilde düzenlenmiştir. Boyama işleminden geçen tohumlar saf su ile iyice yıkandıktan sonra boyanma durumlarına göre değerlendirilmiştir. Dokuları değişik derecelerde kırmızı renge boyanan tohumlar canlı olarak, hiç boyanmayanlar ise cansız olarak kabul edilmiştir (Hartmann et al., 1990; Köse, 1997). Erica manipuliflora Salisb.’ de ise tetrazolyum testi, tohumların çok küçük olması nedeni ile yapılamamıştır.

Tohumlardaki canlılık oranının tespit edilmesi amacı ile yapılan tetrazolyum testinin yanısıra, laboratuvar şartlarında kontrollu koşullarda tohum çimlendirme testleri de yapılmıştır. Çimlendirme testinin amacı, ekim öncesi tohumun ekim değeri  hakkında bilgi edinmektir. Çimlendirme testlerinde kullanılan tohumlar ayıklanıp yabancı maddelerden ayrılmış ve iyice karıştırılmıştır. Daha sonra her iki tohum denemesi öncesinde, tohum örneklerinden tesadüfi olarak çimlendirme testinde kullanılacak tohumlar alınmıştır. Araştırma kapsamında çimlendirme testi 2 kez tekrarlanmıştır. Her bitki türünden 4 tekerürlü olarak test düzenlenmiştir. Her tekerrürde 100 adet tohum kullanılmıştır. Öncelikli olarak tohumlar % 2’ lik sodyum hipoklorit ile muamele edilerek sterilize edilmiştir. Daha sonra tohumlar sterilize edilmiş petri kapları içerisine yerleştirilmiş, steril kurutma kağıtları arasına konulmuştur. Tohumların yerleştirilmesinde; tohumların kolay çimlenebileceği bir alana sahip olmasına, fidelerin sayılması ve uzaklaştırılmasında kolaylık sağlayacak bir düzenleme olmasına ve herhangi bir enfeksiyonun yayılmasını önleyecek uzaklıkta olmasına özen gösterilmiştir. Tohumlar steril su ile nemlendirilerek 20 oC’ deki inkübatörde çimlenmeye bırakılmışlardır. Günlük sayımlar yapılarak çimlenme değerleri belirlenmiştir. Sayımlar esnasında radisili en az 2 mm gelişen ve görünen tohumlar çimlenmiş olarak kabul edilmiştir (Şehirali, 1997; Ceccherini et al., 1998).  

3.2.2.3. Tohumlara yapılan ön uygulamalar

Denemenin ikinci aşamasında ise, tohumlarda çimlenmeyi hızlandırmak ve kolaylaştırmak için 11 farklı ön uygulama yapılmıştır. Bu amaçla iki farklı dönemde I. (Sonbahar 1999) ve II. (İlkbahar 2001) Tohum Denemeleri olmak üzere arazi şartlarında iki çimlendirme denemesi kurulmuştur. Denemede kullanılan ön uygulamalar;

I.
Soğukta bekletme (4 hafta - +1oC’ de)

II.
GA3 ile muamele (250 ppm-12 saat)

III.
GA3 ile muamele (500 ppm-12 saat)

IV.
65 oC’ lik suda bekletme (24 saat)

V.
Etilen ile muamele (Ethephon-Ethrel) 50 ppm

VI.
Etilen ile muamele (Ethephon-Ethrel) 100 ppm

VII.
Sitokinin ile muamele (6-benzilaminopurine-BAP) 50 ppm- 24saat

VIII.
Sitokinin ile muamele (6-benzilaminopurine-BAP) 100 ppm- 24saat

IX.
%1’lik hipokloritte 20 dk.+65 oC’lik sıcak suda 24 saat bekletme 

X.
Kontrol

XI. Soğuk katlama (4 hafta - +1oC’ de)

olarak planlanmıştır.

Tohumlarda gerekli ayıklama ve temizleme işlemleri gerçekleştirdikten sonra, deneme planı gereğince yapılması gereken ön uygulamalar yapılmıştır. Her iki tohum ekim döneminde de uygulamalara öncelikli olarak tohum ekim tarihinden 4 hafta önce +1 oC’de 4 hafta soğukta bekletme (I.) uygulaması ve +1 oC’de 4 hafta soğukta katlama (XI.) uygulaması yapılmaya başlanmıştır. Soğukta bekletme uygulaması için tohumlar sterilize edilmiş petri kaplarına konulmuş ve bu petriler +1 oC’ deki inkübatöre yerleştirilmiştir. Soğukta katlama uygulaması ise beyaz plastik kaplar içinde yapılmış ve katlama materyali olarak tarım perliti kullanılmıştır. Tohumlar plastik kaplar içine doldurulmuş nemli perlit içerisine sıravari bir şekilde yerleştirilmiş ve tohumların üzeri nemli perlitle kapatılmıştır. Ancak, Erica tohumları çok küçük olduğu için katlama işlemi petri kapları içine yerleştirilen nemli, steril kurutma kağıtları arasında yapılmıştır. Tohumların yerleştirildiği kaplar inkübatöre yerleştirilmiş ve katlama sıcaklığı olarak +1 oC uygulanmıştır. Arasıra kaplardaki nem kontrol edilerek, gerekli durumlarda nemlendirme işlemi yapılmıştır. IV. ve IX. uygulamalarda yer alan 65 oC’ lik sıcak su uygulamaları için tohumlar belirli miktarda su dolu erlenler içerisine konulmuştur. Daha sonra bu kaplar 65 oC’ ye ayarlanmış sıcak su küvetine yerleştirilerek 24 saat burada tutulmuşlardır. Uygulama sonunda tohumlar hemen soğuk su ile muamele edilerek ekilmiştir (Hartmann et al., 1990; Pırlak, 1997). Diğer uygulamalar da, uygulama sürelerine bağlı olarak, ekimden 24 ile 12 saat öncesinden veya ekimden hemen önce yapılarak, tohumlar ekime hazır hale getirilmiştir.
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	      Ön uygulama işlemlerinden geçen tohumlar daha sonra 50x33x12 cm ebatlarındaki, 28 gözlü ve her bir gözün ebatları 5x4x12 cm olan çimlendirme ve şaşırtma viyollerine ekilmiştir (Şekil 3.9). I. Tohum Denemesinde tohumlar 20 Aralık 1999 tarihinde, II. Tohum Denemesinde ise 14  Mart  2001 tarihinde ekilmiştir.

	Şekil 3.9. Bitki türlerine ait tohumların ekildiği çimlendirme ve şaşırtma viyolleri
	


Tohum ekimi yapılan viyoller, çimlenme süresince sera koşullarında tutulmuştur (Şekil 3.10). Tohum ekiminden itibaren çimlenme ile ilgili gözlemlere başlanmış ve çimlenme başlangıcı ile birlikte günlük sayımlar  yapılmıştır.
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                  Şekil 3.10. Tohum ekim yerinin genel görüntüsü
Spartium junceum  L. tohumlarında ilk çimlenmeler 03.01.2000 tarihinde görülmüş ve bu tarihten itibaren günlük olarak çimlenerek toprak yüzeyine çıkan ve kotiledon yaprakları yere paralel hale gelenler çimlenmiş olarak kabul edilmiştir. Daha sonra ekimi yapılmış her bitki türüne ait tohumların çimlenme oranları saptanmıştır. Tohumlardaki çimlenmeler sona erdikten sonra şaşırtılmıştır. Şaşırtma harcı olarak dere kumu+ yanmış ahır gübresi+bahçe toprağından, 1:1:1 oranında hazırlanan karışım kullanılmıştır.

I. ve II. Tohum Denemelerinde bitki türlerine bağlı olarak belirlenen çimlenme başlangıç tarihleri ile çimlenen tohumların sayımlarının sona erdirildiği tarihler Çizelge 3.4’ de verilmiştir.

Çizelge 3.4. Türlere ait tohumların çimlenmeye başlama ve bitiş tarihleri

	Bitki Türü
	I. Tohum Denemesi
	II. Tohum Denemesi

	
	İlk çimlenme
	Çimlenme Sonu
	İlk çimlenme
	Çimlenme Sonu

	J. o. Subsp. macrocarpa
	12.04.2000
	15.09.2000
	07.05.2001
	23.07.2001

	Laurus nobilis L.
	25.02.2000
	01.05.2000
	17.04.2001
	22.06.2001

	E. manipuliflora Salisb
	Çimlenme Yok
	07.05.2001
	02.07.2001

	Spartium junceum L. 
	03.01.2000
	24.02.2000
	23.03.2001
	27.04.2001


Deneme tesadüf blokları deneme desenine uygun olarak düzenlenmiş ve her bitki türü için her uygulamada 4 tekerrür oluşturulmuştur. Her uygulamada 100, her tekerrürde ise 25 adet tohum kullanılmıştır.

3.2.3. Çeliklerin alınması ve yapılan uygulamalar 

Araştırmada kullanılan çelikler 1 yıllık sürgünlerden hazırlanmıştır. Çelikler anaç bitkilerden; I. Çelik Denemesi (Sonbahar 1999) için Eylül, II. Çelik Denemesi (İlkbahar 2000) için ise Mart-Nisan ayları olmak üzere iki farklı dönemde alınmıştır. Çelikler deneme planına uygun olarak gerekli ön uygulamalar yapıldıktan sonra, alttan ısıtmalı sisleme ünitesindeki perlit ortamına dikilmiştir. Dikimden sonraki dönemlerde yapılan gözlemlerde sisleme aralıklarının sık olduğu sonucuna varılmıştır. Bu nedenden dolayı köklendirme ortamının, özellikle çeliklerin taban kısmına yakın bölgelerin nem seviyesinin çok yüksek olduğu, ortamın ağırlaştığı görülmüş ve sisleme aralıkları uzatılmıştır. Denemenin ileri ki döneminde de bu olumsuzluk devam etmiş ve sisleme ünitesinin otomatik kullanımı devre dışı bırakılarak manuel olarak çalıştırılmıştır. Çeliklerin sulanması, ortamın nemi kontrol edilerek ihtiyaç duyulan dönemlerde ve çeliklerin üst aksamının nemlendirilmesi amacı ile yapılmıştır. I. Çelik denemesinde köklendirme ortamında aşırı nem kaynaklı olumsuzluklar nedeni ile, Spartium junceum L. çeliklerinin köklendirme ortamında kalan bölümlerinde çürümeler görülmüştür. Bu nedenle, bu türden ikinci kez çelik alınarak deneme tekrarlanmıştır. I. Denemede dikilen çelikler ise 15 Kasım 1999 tarihinde örnekler alındıktan sonra sökülmüştür. 

II. Çelik Denemesine Juniperus oxycedrus subsp. macrocarpa ve Erica manipuliflora Salisb. türlerinden çelik alımları ile başlanmış ve bu iki türden çelikler 28 Mart 2000 tarihinde alınarak köklendirme ortamına dikilmiştir. Laurus nobilis L. bitkilerine ait çelikler ise 14 Nisan 2000 tarihinde alınmış ve ön uygulamalar yapılarak köklendirme ortamına dikilmiştir. Spartium junceum L. bitkisinde ise çelik alımları bitkilerde sürgün gelişmelerinin elde edilmesi amacı ile Nisan ayı sonuna bırakılmıştır. Zira, Ceylan (1998) Spartium junceum L. bitkisinin üretiminde Mart-Nisan aylarında oluşan o yılın genç, taze sürgünlerinin yeşil çelik olarak kullanılmasının uygun olacağını belirtmektedir. Bu nedenle, II. Çelik Denemesinde hem taze sürgünlerden, hem de bir yıllık dallardan çelik alınması planlanmıştır. Dolayısı ile, kış dinlenmesinden çıkıp gelişmeye yeni başlayan bitkilerde taze sürgünlerin çelik alımına uygun hale gelmesi beklenmiş ve 27 Nisan 2000 tarihinde çelikler alınarak dikilmiştir. Çeliklerin türlere göre köklendirme ortamına dikim ve söküm tarihleri Çizelge 3.5’ de gösterilmiştir. 

Çizelge 3.5. Denemede kullanılan türlere ait çeliklerin dikim ve söküm tarihleri
	Bitki Türleri
	Sonbahar 1999 (I.)
	İlkbahar 2000 (II.)

	
	Dikim Tarihi
	Söküm Tarihi
	Dikim Tarihi
	Söküm Tarihi

	J. o. Subsp. macrocarpa
	23.09.1999
	27.01.2000
	29.03.2000
	19.07.2000

	L. nobilis L.
	23.09.1999
	27.01.2000
	14.04.2000
	07.08.2000

	E. manipuliflora Salisb.
	23.09.1999
	27.01.2000
	28.03.2000
	19.07.2000

	S. junceum L.              (I.)

(II.)
	23.09.1999

14.10.1999
	15.11.1999

27.01.2000
	27.04.2000
	18.08.2000


Sonbahar 1999 döneminde yürütülen I. Denemede köklendirme ortamında yaşanan nem probleminin II. Denemede yaşanmaması için ortam nemi sürekli kontrol edilerek sistem gerektiğinde otomatik, gerektiğinde ise manuel olarak çalıştırılmıştır. Çelikleri aşırı sıcak ve direkt güneş ışınlarından korumak amacı ile sera içerisine gölgeleme de yapılmıştır. Spartium junceum L.’ den alınan çelikler köklendirme ortamının aşırı nemli oluşuna bağlı olarak büyük ölçüde çürümüş ve bu nedenle bu türde her iki tip çelik yeniden alınmış ve deneme tekrarlanmıştır. Alınan bir yıllık yarı odunsu çelikler köklendirme masalarına dikilmiş, taze sürgünlerden alınan yeşil çelikler ise sisleme ünitesi bulunan derinliği fazla ve drenajı iyi olan yer yastıklarına dikilmiştir. Yapılan gözlemlerde bu türün çeliklerinde I. Denemedeki olumsuz durum, II. Denemede de görüldüğü için çelikler sökülmüştür. Diğer türlere ait çelikler dikim tarihleri dikkate alınarak 16 haftalık süreyi doldurdukları tarihte sökülmüştür.  

Anaç bitkilerden türlere bağlı olarak 10-20 cm boylarında alınan çeliklere köklenmeyi teşvik etmek ve hızlandırmak amacı ile bazı ön uygulamalar yapılmıştır. (Hartmann et al, 1990; Ürgenç, 1992). Bu ön uygulamalar; 

I.
Çelik tabanının 1 cm’ lik kısmında yarma işlemi,

II.
5000 ppm IBA uygulaması 

III.
3000 ppm IBA uygulaması

IV.
Kontrol

V.
Çelik tabanının 1 cm üstünden 1 mm’ lik bilezik alma işlemi,

VI.
12 saat 10 ppm Etilen +14 gün sonra 3000 ppm IBA uygulaması,
olarak planlanmıştır. 

Araştırmada yer alan bitkilerden alınan çeliklere IBA uygulaması, yoğun konsantrasyondaki hormona 5 sn daldırma şeklinde ve çeliklerin taban kısımlarının 2 cm’lik bölümleri bandırılarak yapılmıştır. Bilezik alma uygulaması ise, çelik tabanının 1 cm üzerinden ve 1 mm kadar kabuk çıkartılarak yapılmıştır. 

Çelikler, yüksek tünel içinde yer alan alttan ısıtmalı sisleme ünitesine sahip çelik köklendirme masalarına dikilmiştir (Şekil 3.11). Köklendirme masaları 1 m genişliğinde, 15 m uzunluğunda ve 25 cm derinliğindedir. Çeliklerin köklenme bölgeleri, köklendirme masalarının tabanından 20 cm aralıklarla geçirilen elektrik telleri yardımı ile ısıtılmış ve ortam sıcaklığı 22(0.5 oC de muhafaza edilmiştir (Banko, 1981). Çeliklerin sulanması ve ortamın nisbi nemi köklendirme masalarının 80-100 cm kadar üzerinden geçirilen plastik boru üzerine, 80 cm aralıklarla yerleştirilmiş sisleme başlıkları vasıtasıyla verilen su ile karşılanmıştır. Sisleme aralıkları ve süresi mevsim koşullarına göre ayarlanmıştır (Rein et al., 1991).
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Köklendirme ortamları çeliklerin köklenme süresince ayakta tutulmalarını sağladığı gibi, en önemli etkisi direkt köklenme üzerine olmaktadır. Köklendirme ortamlarının derinliği, drenajı çeliklerin köklendirilmesinde önemlidir. İyi bir köklendirme ortamı, havalanma açısından uygun, poroziteye ve yüksek su tutma kapasitesine sahip olmalıdır. Bu  açılar  dikkate  alınarak çeliklerin  köklendirilmesinde ortam olarak perlit kullanılmıştır.


         Şekil 3.11. Sisleme ünitesinin ve köklendirme masalarının genel görünüşü
Deneme dört tekerrürlü olarak tesadüf blokları deneme desenine uygun olarak planlanmış ve her tekerrürde 25 adet çelik olmak üzere, her uygulamada toplam 100 adet çelik kullanılmıştır. Ayrıca tekerrürlerde 5’er çelik olmak üzere, her uygulamaya 20 adet çelik ilave edilmiştir. Uygulamalardaki çelikler içerisinden tesadüfi olarak seçilen 20 adedi köklenmenin anatomik ve histolojik olarak incelenmesinde kullanılmıştır. 

Çelikler, köklendirme ortamında 16 hafta tutulduktan sonra sökülerek köklü, kalluslu, canlı kallussuz ve cansız çelikler olmak üzere 4 gruba ayrılmıştır. Sökülen çeliklerde köklenme yüzdesi, kök sayısı ve kök uzunluğu belirlenmiştir. Ölçümler esnasında kök uzunluğu 5 mm ve üzerinde olan 1 ve daha fazla köke sahip çelikler dikkate alınmıştır (Southwourth and Dirr, 1996). Çeliklerin sökümü esnasında köklerin zarar görmemesine özen gösterilmiştir. Daha sonra sökülen çelikler, içerisinde 1:1:1 oranlarında dere kumu+yanmış ahır gübresi+bahçe toprağından hazırlanmış harç bulunan siyah polietilen torbalara şaşırtılmıştır. Şaşırtılan çelikler adaptasyon dönemlerini daha az stresli geçirmeleri amacı ile 10-15 gün kadar nemli ve gölge bir yüksek tünel içerisinde muhafaza edilmişlerdir. Bu süre sonunda bitkiler açık alana alınmıştır (Başal vd., 1991). Bu bitkiler 15 aylık bir süre içerisindeki gelişme durumları incelenmek üzere yetiştirilmiştir. 

3.2.4. Bitkilerin gelişme performanslarının izlenmesi

Gerek tohum gerekse çelikle çeşitli uygulamalar yapılarak çoğaltılmış olan bitkiler, içerisinde 1 kısım bahçe toprağı+ 1 kısım dere kumu+ 1 kısım yanmış ahır gübresinden hazırlanmış harç bulunan siyah plastik torbalara veya 15*25 cm ebatlarındaki teneke kaplara şaşırtılmıştır. Şaşırtılan bitkiler, bir süre stres koşullarının azaltılması amacı ile nemli ve kapalı yüksek tünel içerisinde muhafaza edilmiştir. Daha sonra bitkiler açık alana yerleştirilmiş ve arazi şartlarında yetiştirilmiştir. Gerekli bakım işlemleri uygulanan bu bitkiler 15 aylık bir süre boyunca yetiştirilmiştir. Gelişme süresini tamamlayan bitkilerden tesadüfen seçilen 10’ar tanesinde gelişme performanslarının belirlenmesi amacı ile ölçümler yapılmıştır. Bu amaçla dip sürgün sayısı, gövde çapı, bitki boyu, yan dal sayısı, gövde yaş ve kuru ağırlığı ile ilgili değerler saptanmıştır. Kök gelişimi ile ilgili olarak ise her uygulamada 5’er bitki değerlendirmeye alınmış ve bitkilerde kök sayısı, kök uzunluğu, kök yaş ve kuru ağırlığı değerleri ölçülmüştür. 

3.2.5. Adventif kök oluşumunun anatomik ve histolojik incelemesi

Çelik örneklerinden kesitlerin alınması

Bu bölümde yapılan çalışmalar ile denemede kullanılan bitki türlerinin adventif kök oluşturma durumları anatomik ve histolojik olarak incelenmiştir. Bu amaçla, öncelikli olarak, bitkisel materyallerin 1 yıllık sürgünlerinden hazırlanan çeliklerin taban kısımlarından alınan kesitler üzerinde anatomik inceleme yapılarak hazır kök taslaklarının bulunup bulunmadığı belirlenmiştir. Ayrıca, çeliklerde köklenmenin seyrini anatomik ve histolojik olarak inceleyebilmek için, tüm uygulamalardan dikimden itibaren 4., 8., 12. ve 16. haftalarda 5’ er adet çelik tesadüfi olarak seçilmiştir. Alınan bu çeliklerin dip kısımlarından 3-5 cm’lik kısımları kesilerek % 70’lik etil alkol içinde kesit alım zamanına kadar muhafaza edilmiştir. Denemenin planlanma aşamasında çeliklerde köklenmenin seyrinin anatomik ve histolojik olarak incelenebilmesi amacı ile çeliklerden 4. ve 8. haftalarda örnek alımlarının yapılması planlanmıştır. Ancak daha sonra elde edilen literatürün ışığında ve çeliklerde herhangi bir köklenme belirtisine rastlanmaması nedeni ile, çeliklerin köklendirme ortamında Demir vd. (1998)’nin bildirdiği gibi 4 ay tutulmasının uygun olacağı görülmüştür. Bu nedenle 4. ve 8. haftalarda yapılan örnek alımları 12. ve 16. haftalarda da tekrarlanmıştır. 

Farklı devrelerde alınan ve etil alkol içinde muhafaza edilen bu çelik örneklerinin taban kısımlarından itibaren yaklaşık 1 cm’ lik bölümleri dikkate alınmış ve kesitler bu 1 cm’ lik bölümden alınmıştır. Kesim işlemi yapılan 1 cm’lik parça yaklaşık 3’er mm’lik bölümlere ayrılmış ve kesitler dip, orta ve üst dilimlere ait örnekler olarak farklı gruplarda incelenmiştir. Çeliklerin proksimal kısımlarından alınan örneklerden kızaklı mikrotom kullanılarak hazırlanan bu enine kesitler dokuların parçalanma durumlarına göre 30-50 mikron kalınlıklarında alınmıştır. Alınan kesitler daimi preparatların hazırlanıncaya kadar 50 ml’lik şişelerde, % 70’ lik alkol içerisinde muhafaza edilmiştir. Daha sonra boyama işlemleri gerçekleştirilerek daimi preparatlar haline getirilmiştir. 

Dokuların boyanması

Mikrotom yardımı ile alınan kesitler metilen mavisi ile boyanmışlardır. Boyama işlemi ile kesitlerin mikroskobik incelemesinin yapılabilmesi için, dokuların daha belirgin şekilde tanınması ve kontrast oluşturmaları amaçlanmıştır. 

Örneklerin boyanması aşamasında ve daimi preparatların hazırlanması sırasında Çizelge 3.6’da verilen işlemler sırası ile takip edilmiştir. 

Çizelge 3.6. Alınan kesitlerin metilen mavisi ile boyanmasında izlenen işlemler sırası

	Yapılan İşlemler
	Uygulama süresi

	% 70’lik etil alkolde bekletme 

% 1’ lik Metilen Mavisi ile Boyama

%70’lik etil alkol

%80’lik etil alkol

%90’lık etil alkol

%96’lık etil alkol

%100’lük etil alkol

Ksilolde Bekletme

Entellan ve Kapama
	10-20 sn.

7-8 dk.

7-8 dk.

7-8 dk.

7-8 dk.

7-8 dk.




Bu işlemlerden sonra hazırlanan daimi preparatlar üzerinde incelemeler yapılmış ve amaca uygun olan preparatların fotomikroskopla fotoğraf çekimleri yapılmıştır. Bu daimi preparatlar üzerinde şu incelemeler yapılmıştır;

a- Ksilem, kambiyum, floem ve öz ışın parankima hücrelerinin durumu,

b- Kallus oluşumu ve kallus oluşumuna katılan dokular,

c- Kök primordium oluşumları ve geliştikleri dokular,

d-  Vasküler bağlantı durumu.

3.2.6. Denemeler süresince yapılan ölçümler

Tohumla üretime yönelik olarak kurulan I. ve II. Tohum çimlendirme denemelerinde; bitki türlerine ait tohumların bin dane ağırlıkları, tetrazolyum ve çimlendirme testleri ile tohumların laboratuvar şartlarındaki canlılık oranları, arazi şartlarında yürütülen çimlendirme denemeleri ile de çimlenme oranları belirlenmiştir. 

Bin dane ağırlığının hesaplanmasında öncelikle bitki türlerine ait tohumlardan tesadüfi olarak tüm tohum grubunu temsil edecek şekilde örnekler alınmıştır. Dört tekerrürlü olarak alınan örneklerde 100’ er adet tohum yer almıştır. Bu tohumların ağırlıkları hassas terazi yardımı ile alınmış ve 4 tekerrürün ortalaması alınarak, basit orantı yöntemi ile türlere ait bin dane ağırlıkları hesaplanmıştır (Şehirali, 1997). 

Canlılık testleri; bu amaçla tetrazolyum ve çimlendirme testleri yapılmıştır. Tetrazolyum testinde uygulamalar yapıldıktan sonra, dokularında boyanma meydana gelen tohumlar canlı olarak kabul edilmiş ve sayıları tespit edilmiştir. Çimlendirme testinde ise sterilize edilen tohumlar inkübatöre yerleştirilmiş ve çimlenme durumları gözlenmiştir. 2 mm ve üzeri uzunlukta radisil geliştiren tohumlar canlı olarak kabul edilmiş ve sayılmıştır. 

Çimlenme oranlarının saptanmasında; ilk olarak ön uygulamalar yapıldıktan sonra arazi şartlarında viyollere ekilen tohumlarda, günlük olarak gözlemler yapılarak çimlenen tohumlar sayılmıştır. Ekilen tohumlardan çimlenerek toprak yüzeyine çıkan ve kotiledon yaprakları yere paralel hale gelenler çimlenmiş olarak kabul edilmiştir. 

Düzeltilmiş çimlenme oranları; arazi şartlarında elde edilen çimlenme oranları ile laboratuvar şartlarında belirlenen çimlenme oranları arasında basit orantı kurularak elde edilmiştir. Düzeltilmiş çimlenme oranları, çok düşük oranlarda çimlenme meydana gelen Juniperus oxycedrus subsp macrocarpa ve Erica manipuliflora Salisb. türlerinde hesaplanmış, Laurus nobilis L. ve Spartium junceum L. türlerine ait çimlenme oranları üzerinde herhangi bir düzeltme yapılmamıştır. 

Çelikle üretime yönelik olarak Sonbahar 1999 (I.) ve İlkbahar 2000 (II.) dönemlerinde kurulan denemelerde, çeliklerin dikiminden itibaren günlük gözlemler yapılarak denemenin genel seyri izlenmiştir. Gözlemler sırasında çeliklerde meydana gelen kararmalar, kurumalar ve çürümeler ile bunların meydana gelme nedenleri dikkate alınarak denemede bu doğrultuda değişiklikler yapılmıştır. 

16 hafta sonra yapılan çelik sökümleri sonucu çelikler 4 grup altında tasnif edilmiştir. Çelikler; köklü, kalluslu, canlı kallussuz ve cansız çelik olarak gruplandırılarak, bunların sayıları ve oranları saptanmıştır. 5 mm ve üzeri uzunlukta köke sahip çelikler köklü olarak kabul edilmiştir. Köklü çeliklerde 5 mm ve üzerindeki kökler sayılarak, kök sayısı ve en uzun kökün ölçümü yapılarak kök uzunlukları belirlenmiştir. Bununla birlikte, kalluslu çeliklerde kallus oluşum miktarlarına göre derecelendirme yapılmıştır. Bu amaçla, % 25 kallus oluşturan çeliklere 1 puan, % 50 kallus oluşturan çeliklere 2 puan, % 75 kallus oluşturanlara 3 puan ve % 100 kallus oluşturanlara 4 puan verilmiştir. Kallus oluşturma durumlarına göre gruplandırılan çeliklerin elde etttiği puanların ortalaması alınarak kalluslenme derecelerine ilişkin değerler elde edilmiştir. 

Bunlarla birlikte, tohumla ve çelikle üretilen bitkilerin 15 aylık gelişme süreleri izlenmiş ve gelişme performanslarının ortaya konması amacı ile bitkilerde hayatta kalma oranları, yan dal sayısı, gövde çapı, gövde boyu, gövde yaş ve kuru ağırlıkları, kök sayısı, kök uzunluğu ile kök yaş ve kuru ağırlıklarına ilişkin değerler alınmıştır.

3.2.7. Verilerin değerlendirilmesi

Denemelerden elde edilen bu değerler üzerine TARİST istatistiksel analiz programı kullanılarak varyans analizi yapılmıştır. Ortalamaların karşılaştırılarak, farklılıkların ortaya konması içinde % 5 hata olasılığına sahip LSD testi kullanılmış ve buradan çıkan sonuçlara göre ortalamalar gruplandırılmıştır.
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