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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

FISTIKCAMI (Pinus pinea L.)’NIN SOMATIK EMBRIYOGESIS ve
TOMURCUK KULTURU YOLUYLA IN VITRO COGALTIMI

Tugrul TOMBA

Adnan Menderes Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi

Bahge Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Gonca GUNVER DALKILIC

Bu calisma, Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii
Doku Kiiltiirti laboratuvarinda, 2005-2007 yillar1 arasinda yiiriitilmiistiir. Calismada,
fistikcami (Pinus pinea L.)’nin klonal yolla ve hizli bir sekilde iiretilebilmesi i¢in,
somatik embriyogenesis ve tomurcuk kiiltiirii teknikleri uygulanmistir. Somatik
embriyogenesis denemeleri i¢in olgun tohumlardan ¢ikarilan embriyolarin
kotiledonlar1 kullanilmistir. Kotiledonlar ii¢ farkli biiylime diizenleyicisini ti¢ seviyeli
iceren DCR, degistirilmis LP ve degistirilmis 1214 besin ortamlarinda kiiltiire
alinmistir. Kotiledon eksplantlari lizerinde beyaz, saydam renkte ve sulu yapida
kallus dokusu olusmus, fakat somatik embriyo olusumu elde edilememistir.
Tomurcuk kiiltiirii denemelerinde kullanmak i¢in bir yillik siirgiinlerin u¢ ve uca
yakin kisimlar: yaklasik 5-8 mm’lik segmentler seklinde kesilmistir. Siirgiin
segmentleri, biiyliime diizenleyicilerinin 7 farkli seviyesini igeren %2 DCR besin
ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Baz1 siirglin segmentlerinde tomurcuk kabarmasi ve
1gne yaprak ¢ikis1 gézlenmistir.
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ABSTRACT
MSec. Thesis

IN VITRO PROPAGATION OF STONE PINE THROUGH SOMATIC
EMBRYOGENESIS AND BUD CULTURE

Tugrul TOMBA

Adnan Menderes University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Horticulture

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Gonca GUNVER DALKILIC

This study was carried out at Adnan Menderes University, Faculty of Agriculture,
Department of Horticulture, Tissue Culture Laboratuary between 2005 — 2007. In the
study, somatic embryogenesis and bud culture tecniques were used to be propagated
of stone pine (Pinus pinea L.) clonally and rapidly. Cotyledons of embryos excised
from mature seeds were used for somatic embryogenesis trials. The cotyledons were
cultured on three different media DCR, modified LP and modified 1214, contain
three levels of three growth regulators. White and transparent callus masses were
formed on cotyledon explants. But somatic embryos were not achieved. The shoot-
tip of the one year old shoot are cut into 5-8 mm of segments approximately. Shoot
segments were cultured on %2 DCR medium that contains seven different levels of
growth regulators. Bud swelling and needle leaves protruding were seen on some of
the segments
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1. GIRIS

Bir orman agac1 olarak degerlendirilen fistikcami (Pinus pinea L.), elde edilen iiriin
agisindan son yillarda sert kabuklu meyve tiirleri i¢cerisinde de kabul edilmeye
baslanmistir. Fistikcami Akdeniz, Ege ve Marmara’da dogal mescereler halinde
bulunurken, diger bolgelerde de yetistirilebilmektedir (Geng, 2004a). Akdeniz
ikliminin dogal bitki tiirii olup, iklim istegi genel olarak iliman karakterli deniz

iklimidir. Isik ve sicaklik istegi fazla olan bir agag tiiriidiir.

Ulkemizde 6zellikle Ege Bdlgesi’ndeki orman koyliilerinin en énemli gegim
kaynaklarindan birini bu tiiriin meyvesi olan ve halk arasinda kiinar, fistik vb. adlarla
anilan ¢am fist1g1 olusturmaktadir. Ulkemizde toplam fistik¢ami alan1 123.266,2
hektardir (Anonim, 2004). Ege Bolgesi iilkemizde en fazla fistikgami alanina sahip
bdlgemizdir. Burada en fazla alana sahip ydre ise izmir — Bergama’daki Kozak
yoresidir (Geng, 2004a). Kozak yoresinin sahip oldugu toplam fistikgami alani
16.000 hektardir (Cetin, 2003). Kozak yoresinden sonra bolgemizde en fazla
fistikgami alanina sahip olan yer ise i¢ginde bulundugumuz Aydin- Kocgarli yoresidir.
Mugla Orman Bdélge Midirliigii kayitlarina gore, Kogarli yoresi fistikgami alanlar
toplam1 8.878 hektardir (Cizelge 1.1). Bu rakam, Mugla Orman Bdlge Miidiirligii
sorumluluk sahasinin yaklasik %36,82 sidir.

Cizelge 1.1: Mugla Orman Bolge Miidiirliigli Fistikcam1 Alanlari

Yoreler Alan (ha) | Alan (%.)
Kocarh 8.878 36,82
Soke 4.573 18,97
Bozdogan 932 3,87
Karpuzlu 578 2,40
Milas 6.727 27,90
Yatagan 2.423 10,05
Toplam 24.111 100,00

Kaynak: Mugla Orman Boélge Miidiirligi kayitlar

Ulkemizde dogal olarak yetisen bes ¢cam (karacam ‘“Pinus nigra”, sarigam “Pinus
sylvestris”, kizilgam “Pinus brutia”, fistikcami “Pinus pinea” ve Halep ¢ami “Pinus

halepensis™) tiirtinden birisi olan ve digerlerinin aksine isletme amac1 yoniinden



farkl1 bir sekilde yetistirilen fisttkgami tiim Akdeniz havzasindaki iilkeler ( Ispanya,
Italya, Portekiz vd.) gibi, lilkemiz ac¢isindan da o kadar énemlidir. Fisttkgcaminin hem

iilke ekonomisine hem de yore halkina sagladig: faydalar tartisilamaz bir hal almistir

(Kirdar, 1998).

Fistikgami, Pinaceae familyasinin Pinus cinsine ait (alt cinslerle birlikte) yaklasik
110-120 tiiriinden biridir (Anonymous, 2007a). Fistikcaminin bilimsel
siniflandirmasi asagida listelenmistir. (Anonim, 2007a)

Alem : Plantae

Bolim : Pinophyta

Sinif : Pinopsida

Takim : Pinales

Familya : Pinaceae — Camgiller
Cins : Pinus

Tiir : Pinus pinea L.

Fistikcami (Pinus pinea L.), orta boylu, 20-25 m boylara ulasan, 6teki ¢gamlardan
kolayca ayrilan, yaslaninca semsiye gibi dagilan bir tepe yapisi olan ¢am tiiriidiir. Bu
nedenle bir¢ok yayinda semsiye ¢ami da denilmektedir. Govde 6nce puslu yapida
olup, kahverengi kirmizi, sonra derin c¢atlakli ve biiyiik plakalar halinde kalin bir
kabuga sahiptir. Geng siirgiinler incedir. Bunlar 6nceleri koyu yesil sonralar1
sarimtrak kahverengidir. Re¢inesiz tomurcuklar yumurta seklinde ve sivridir.
Tomurcuk pullarinin uglar1 geriye dogru kivrilmistir. igne yapraklar 10-20 cm
uzunlugunda, parlak, batici ve sivri ug¢lu, kenarlar1 disli olup, acik yesil renktedir.
Igne yapraklarin dip kisimlarini érten kin olduk¢a uzun (10—12 mm), acik sar1, esmer
renktedir. Oysa kin ve igne yapraklar: fistikcamina benzeyen Pinus pinaster L.’de,

kin daha uzun, rengi ise siyahtir (Kurt, 2000).

Erkek cicekler silindirik bigimde olup, uzundur. Terminal durumlu disi ¢igek, teker
teker, bazen de, 2-3 adedi bir arada bulunur. Kozalak ¢ok kisa sapli, siirgline hemen
hemen oturmus gibidir. Olgunlagmasini ii¢ yilda tamamlamakta, rengi parlak,
kirmizimsi kestane rengindedir. Oval ve simetrik bir bi¢imde olan kozalagin pullar1
parlak kahverengidir. Odunsu ve kalin olan apofizin 5-6 adet radyal pervazi bulunur.
Kozalagin dip taraflarinda bulunan pullar, 6 koseli olup, uc¢larina dogru olanlar ise
eskenar dortgen (kare) bicimindedir. Gri beyaz renkteki gobek, biiyiik, basik ve
hemen hemen dort koselidir (Kurt, 2000).



Tohum diger ¢am tiirlerinden ¢ok degisik olup, 1,5-2,0 cm biiyiikliigiindedir. Iri
kanat ¢ok ince kalmis, yani korelmistir. Integiimentin dis kism1 sanki ¢ekirdek ya da
tas gibi sertlesmis ve odunlagmistir. Fidecigin ¢enek sayis1 10-13 adettir.
Fistikgaminin kok sistemi genellikle kuvvetlidir. Uygun topraklarda daha ilk yillarda
baslayarak derine inen kazik kok olusturur. Bu nedenle deniz riizgarlarina kars1 derin
kokleri ve genis tepeleri ile dnemli 6l¢iide karst koymaktadir. Odununun genis,
belirgin olarak ayrilan kirmizimtrak kahverengi 6z odunu vardir. Bu ¢am tiiriiniin
odunu, her ne kadar saricam ve karagam kadar degilse de kimi yerel gereksinimlerde
re¢ine iiretimi i¢cin de kullanilmaktadir. Asil yararlanma sekli ise yenen yagh
tohumlari olan yan iiriinleridir. Ayn1 zamanda giizel bir park agacidir. Ozellikle

Akdeniz yorelerinde kurak ve sicak yazlara ¢ok iyi uyum saglamaktadir (Kurt, 2000).

Fistikcami disinda Pinus cinsine ait yaklasik 20 tiir yenilebilir tohum iiretmektedir.
Bu yirmi tiirden, Pinus sibirica, Pinus koraiensis, Pinus gerardiana, ve Pinus
monophylla ekonomik 6neme sahip olup Cin, Rusya, Orta Asya iilkeleri ve Amerika
kitasinda yetistirilmektedir (Anonymous, 2007b). Cam fistig1 bu tiiriin ana iiriintidiir.
13-15 yasinda ¢amlar iizerinde olgunlagsmis kozalaklar goriiliirse de ekonomik
verime 20-25 yasinda ulasirlar ve bu verim 100 yasina kadar stirer. Kozalaklar ii¢
senede olgunlasir. Agaglar yaslandigi zaman semsiye goriinimii alan bir ta¢ yapisina
sahiptir. Bu gorliniim 151k isteginin fazla olmasindan kaynaklanmaktadir (Geng,

2004b).

Fistikcami kizilgamla birlikte 1liman iklime ve deniz kenarlarina bagl bir tiirdiir.
Hatta kizilgama nazaran daha fazla iliman iklim isteginde olup, kontinental (karasal)

iklimlerden kacinir. Kizilgam gibi, sicakliga ve kurakliga biiyiik 6l¢lide dayanir

(Kirdar, 1998).

Diinya tizerinde ¢ok fazla yayilmamis olan fistikgami, 6zellikle Akdeniz iilkelerinde
yayilmig durumdadir. Fistikcami Diinya iizerinde 380.000 ha alana sahiptir (Geng,
2004a).

Geng (2004a)’e gore: “Ulkemizde Bergama — Kozak Yaylasi’nda ve Aydin — Mazon
yoresinde biiyiik mescereler kuran fistikgami, Karadeniz Bolgesi’nde Trabzon —
Kalenima Vadisi’nde, Bartin — Cakraz’da ve Artvin — Coruh Vadisi’nde bulunur.

Marmara Bolgesi’ndeki yayilis1 ise Marmara, Gemlik, Kumla, Armutlu ve



Canakkale yorelerindedir. Ege Bolgesi’nde deniz iklimine agik yetisme ortamlari ile
deniz ikliminin etkili oldugu kiyidan uzak havzalarda (Torbali, Bergama, Menderes,
Gordes, Yatagan, Kogarli gibi) goriilen fistikgami; Akdeniz Bolgesi’nde Antalya,
Kahramanmaras ve Hatay illerinin miilki sinirlari iginde, izole olmus yayilislara

sahiptir.”

Diinya yenilebilir gam fistig1 ortalama iiretimi yaklagik 20,000 ton/y1l diizeyindedir.
Bunun 8,000 tonu Cin tarafindan iiretilmektedir. Ulkemizin bundaki pay1 ise 1.200 —
1.300 ton/y1l civarindadir. Bu rakamin da yaklasik 900 tonu Bergama — Kozak’ta,

kalant ise Aydin — Kogarli’da ve Mugla’da tiretilmektedir. (Nergiz ve Donmez,

2004).

T.C. Basbakanlik D1s Ticaret Miistesarlig1 Ihracat1 Gelistirme Etiid Merkezi Arge
Baskanlig1 tarafindan hazirlanan bir yayina gore, Diinya ¢am fistig1 iiretimi iilkeler

ve yillar bazinda Cizelge 1.2°de goriilmektedir (Ozden, 2007).

Cizelge 1.2: Ulkeler ve Bélgeler Bazinda Diinya Cam Fistig1 Uretimi (Ozden, 2007)

I:JRETiCI 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006
ULKELER (ton) (ton) (ton) (ton) (ton) (ton) (ton)
Asya 3.000 | 8.475 8.150 25.820 | 16.175 | 9.060 3.000
Cin 3.000 | 4.750 2.500 23.500 | 5.025 4.000 3.000
Rusya 0 8.360 5.000 5.100 6.250 3.080 0
Mogolistan 0 225 150 320 150 1.500 0
K.Kore 0 1.500 500 2.000 1.000 560 0
Afganistan- 0 2.000 5.000 0 10.000 | 3.000 0
Pakistan

Avrupa 4.450 | 11.260 | 6.815 8.560 11.800 | 5.985 2.905
Ispanya 1.800 | 700 485 1.000 3.000 980 980
Portekiz 1.000 | 750 330 1.050 850 875 875
Italya 950 900 1.000 560 400 700 700
Tiirkiye 700 550 0 850 1.300 350 350
Toplam 7.450 | 19.735 | 14.965 |34.380 |27.975 | 15.045 | 5.905

Ulkemizin ¢am fistig1 dissatim1 geliri Ege Ihracatcg1 Birlikleri’nin elektronik ortam
kaynaklarina gore yillik ortalama 16,25 milyon ABD $ diizeyindedir. 2007 yilina ait
rakamlar, 01.01.2007 ile 31.10.2007 tarihleri arasin1 kapsamaktadir (Cizelge 1.4).




Cizelge 1.3: Ulkemizin yillik toplam ¢am fistig1 dissatimi ve geliri

2004 2005 2006 2007
Miktar (kg) 845.790 578.069 608.450 1.014.784
Tutar(ABD §) | 15.207.678 10.654.328 14.428.933 26.041.821

Kaynak: Anonim, 2007b

Ulkemizde fistikgam1 ormanlar1 tohumdan olusmustur. Bu nedenle agaclar geg

tohum verimine baslamakta ve 1slah edilmis istiin genotipler kullanilmadig: i¢in

tohum verimi de Ispanya, Portekiz ve Italya gibi iilkelere gdre olduk¢a diisiik

olmaktadir. Avrupa’da yillik ortalama ¢am fistig1 tiretimi 500 kg/ha diizeyindeyken,

iilkemizde ise Kahramanmaras—Hartlap Orman Isletme Sefligi sahasinda kozalak

iretimi 229 kg/ha olarak tahmin edilmistir (Geng, 2004a). Tohum verimi yiiksek

agaclardan (20-25 yash) as1, celik, in vitro kiiltiir gibi vegetatif yollarla fidan iiretimi

yapilabilirse geng yaslarda kozalak ve ¢cam fistig1 iiretimi yapmak miimkiin olacaktir.

Bu calismada orman agaglarinin hizli ve klonal yolla ¢ogaltiminda 6nemli bir

potansiyele sahip somatik embriyogenesis teknigi ve tomurcuk kiiltiiriiniin

fistikgaminin hizli ¢ogaltiminda optimizasyonu amaclanmistir.




2. KAYNAK OZETLERI

Orman agacglarinin in vitro kiiltiir yoluyla iiretilmesine yonelik bir¢ok arastirma
yapilmistir. Bazi orman agaglarinin dokulari, yash fertlerden alinmis ise, ¢ok zor
koklenmektedir. Bu nedenle arastirmalarda geng bitkilerin embriyo, hipokotil, siirgiin

uclar1 veya tomurcuk eksplantlar1 gibi doku pargalar1 kullanilmaktadir.

Fistikcaminin in vitro sartlarda liretilmesine yonelik ¢calismis arastiricilardan,
Gonzales et al. (1998), fistikgcam1 kotiledonlarinin adventif tomurcuklarindan, bitki
rejenerasyonunun 4,5 uM B A (benziladenin) i¢ceren yar1 seyreltik Le Poivre

ortaminda saglandigini bildirmistir.

Garcia-Férriz et al. (1994), degistirilmis MS, SH ve GD ortamlarinda BA
(benziladenin)’nin 5, 25, 50 uM dozlarinin ¢gamda organogenik tepki tizerine olumlu

etki yaptigini belirtmislerdir.

Sul and Kobran (2004) farkli tuz konsantrasyonlar1, karbon kaynaklari, oksin ve
sitokininin  fistikcam1 kotiledonlarinda siirgiin organogenesisine etkilerini
acgikladiklari calismalarinda, sakkaroz ve 30 uM BA igeren 2 MS ortaminda en iyi
sonucu almislar, stirgiinler aktif karbon igeren ve biiyiime diizenleyicisi igermeyen

ortamda uzama gostermislerdir.

Valdes et al. (2001) ise, fistikgaminin ¢imlenmis embriyolarindan izole edilerek in
vitro kiiltiire alinan kotiledonlarin, 4,4 uM BA uygulamasina siirgiin organogenesisi

tepkisi verdigini bildirmektedirler.

Pullman et al. (2004), Pinus taeda’da somatik embriyogenesis baslangicinin,
degistirilmis %2 P6 tuzlar1 konsantrasyonu, 50 mg/Laktif karbon, aktif karbonun
adsorbsiyonunu desteklemek i¢in ayarlayict Cu ve Zn, % 1,5 maltoz, % 2 myo-
inositol, 500 mg/L casamino asit, 450 mg/L glutamine, 2 mg/L NAA, 0,63 mg/L
BAP, 0,61 mg/L kinetin, 3,4 mg/L giimiis nitrat, 10 puM 8-Br-CGMP, 0,1 pM
brassinolide ve 2 g/L gelrite iceren temel ortama 0,05 mg/L biotin, 0,5 mg/L folik
asit ve 250 mg/L pH tampon ajant MES ilave edildiginde gelistirildigini

agiklamiglardir.



Yine Pullman et al. (2004), Pinus taeda, Pinus elliotti, Pseudotsuga menziesii ve
Picea abies adli ibreli tiirlerde yaptiklar1 arastirmada ise somatik embriyogenesisin
baslatilmasinin, paclobutrazol’un ortama farkli dozlarda ilavesiyle miimkiin

oldugunu bildirmektedirler.

Tang and Guo (2000), Pinus taeda’nin 8 genotipinin olgun zigotik embriyolarini 2,4-
D ya da NAA, BA ve kinetin igeren tesvik ortaminda 2—-3 hafta kiiltiire alip sonra
farklilasma ortamina aktarmislar daha sonra da 1 mg/L BA, 0,5 mg/L GA3;, 0,5 mg/L

IBA ilave edilen TE ortaminda kdklenme elde ettiklerini bildirmislerdir.

Schestibratov et al. (2002), cimlenmenin erken safhalarinda (radisil 2-5mm.)
tohumlardan kesilip ¢ikarilan embriyogenik eksplantlardan nodular kallus dokusu
¢ogalmasinda, 2,85 uM IBA ve 222 uM BAP’ la desteklenmis ve potasyum nitrat
konsantrasyonunu 500 ml’ye diisiirme seklinde degistirilmis %2 Le Poivre ortaminin
en iyi sonucu verdigini; ayrica adventif tomurcuk olusumunun %?2 sakkaroz ve 0,44
uM BAP iceren 2 LP temel ortaminda gergeklestigini ve sonraki 6 hafta boyunca
ayn1 ortamda siirgiinlerin tomurcuklardan uzadigini bildirmektedirler. Yine ayni
arastirmada, uzayan siirgiinler sirasiyla 2,69 uM, 4,93 uM ve 0,11 uM NAA, IBA ve
BAP kombinasyonu, %2 sakkaroz, 0,4 mg/L thiamine- HCI, 1000 mg/L myo-
inositol, SH ortaminin makro ve mikro tuzlarindan olusan kok baslatma ortaminda
(RIM 21) 10 giin tutulduktan sonra %1 sakkaroz igeren, biiylime diizenleyicisiz yar1
seyreltik SH ortamina kdk uzamasi i¢in transfer edildiklerinde en iyi koklenme

sonucunu verdigini belirtmektedirler.

Malabadi and Hiranjit (2002), Pinus kesiya’da olgun zigotik embriyolarin, 8,87 uM
BA, 26,85 uM NAA ve 22,62 uM 2,4-D ilave edilmis 4 g/L gellan gum ve 30 g/L
maltoz igeren yar1 seyreltik degistirilmis MS ortaminda kiiltiire alindiginda
proembriyonal kiitleli, beyaz, yar1 gegirgen ve civik embriyogenik kallus iirettigini

bildirmektedirler.

Yine ayn1 ¢alismada, iistte agiklanan embriyogenik kalluslarin yar1 seyreltik MS
ortaminda (60g/L maltoz ve 4g/L gellan gum igeriyor, 2,262 uM 2,4-D, 2,685 uM
NAA, 0,887 uM BA ilave edilmis) yapilan alt kiiltiiriiniin, erken safha kotiledonal
embriyolarin baslatilmasiyla sonuclandigi agiklanmaktadir. ilave ii¢ haftadan sonra

ise 60g/L maltoz, 10 g/L gellan gum 37,84 uM ABA ve 0,2 g/L aktif karbonlu



ortamda embriyogenik kallus kiiltiiriiniin, kotiledonal embriyo iirettigini ve tam
bitkiciklerin ise sozii edilen somatik embriyolardan ayrilip biiylime diizenleyicisiz, 4
g/L gellan gum ile kuvvetlendirilmis yar1 seyreltik ortaminda kiiltiire alindiginda elde

edildigini ifade etmektedirler.

Pinus kesiya’da ylriitiilmiis bir arastirmada, embriyogenik kiiltiirler, degistirilmis
MS ortaminda kiiltiire alinmis olgun zigotik embriyolardan yiiksek bir frekansta
baslatilmis ve proembriyonal kiitlelerin ayni1 ortamda fakat biiyiime
diizenleyicilerinin 1/10 konsantrasyonunda, alt kiiltiirii ile 3 haftada gelistigi
belirtilmektedir. Ayrica proembriyonal kiitleler, ABA (15,12 uM ) ve sakkaroz (40
gr/L) igeren temel ortamda 4-5 hafta kiiltiire alindiginda kotiledonal embriyolar
tiretmislerdir. Bu kotiledonal embriyolar myo-inositol (1000 mg/L), sakkaroz (30
g/L) ve aktif karbon (2 g/L) iceren fakat casein hydrolisate ve L-glutamineden
yoksun ortamda 12 saatlik fotoperiyotta 3—4 haftada uzamislardir. Uzayan bu
kotiledonal embriyolardan 3—4 haftada sakkaroz (30 g/L) i¢eren degistirilmis MS
ortaminda fide elde edildigi bildirilmektedir (Deb and Tandon, 2002).

Lelu et al. (1999) Pinus pinaster ve Pinus sylvestris’te biiyiime diizenleyicilerinin
bulundugu ya da bulunmadigi ortamlarda, somatik embriyo gelisimi ve bitkicik
rejenerasyonunu arastirdiklari calismalarinda; zigotik embriyolar1 6nce 2,4-D’li ya da
2,4-D’siz ve BA’l1 ve BA’s1z degistirilmis Litvay ortaminda (LM) kiiltiire almislar
ve ardindan ABA’l1 ya da ABA’s1z ve gellan gum’lu ve gellan gum’suz LM na
aktarmiglardir. Somatik embriyogenesis her 1ki ortamda da baglatilmis ve
stiirdliriilmistiir. Pinus sylvestris’de kiiltiir ortaminin embriyogenik kiiltiirlerin
baslatilmas1 ve ¢ogaltilmasinda 6nemli bir etkiye sahip olmadigini, Pinus pinaster’da
ise en iyi tepkinin biiyiime diizenleyicilerinin bulundugu ortamda, kotiledon
primordialarinin uzamasindan dnceki sathada kesip ¢ikarilan zigotik embriyolarla

elde edildigi belirtilmektedir.

Pinus elliotti’de somatik embriyogenesis yoluyla bitkicik rejenerasyonunun
aciklandigi bir ¢calismada, embriyogenik kallus, 4 mg/L BA ve 1 mg/L 2,4-D igeren
Le Poivre (LP) ortaminda kiiltiire alinan olgunlagsmamais zigotik embriyolarda
baslatilmis ve 1 mg/L 2,4-D ve 0,5 mg/L BA’l1 LP ortaminda ¢ogalmasi
saglanmistir. Erken satha embriyoidleri, 4 mg/L ABA, 75 g/L polietilen glikol (PEG)

ve 5 g/L aktif karbon ilaveli LP ortaminda kotiledonal embriyoid olarak



gelistirilmistir. Olgun somatik embriyolar hormonsuz ortamda ¢imlendirilmis ve
bitkicik haline getirilmistir. Bitkiciklere doniisen somatik embriyolarin frekansi

%15,6 olarak bulunmustur (Tang et al., 1997).

Gaurav et al. (2000), Pinus roxburghii’de embriyogenik y1gin ¢ikariminda,
c¢ogunlukla konum, toplama tarihi, ortam bilesimi ve megagametofitin gelisim
stirecine bagli olarak degisim gozlemisler ve ii¢ embriyogenik hiicre hattinin,
somatik embriyolarin olgunlasmasi ve bitkiye doniistiiriilmelerinde kullanildigini

bildirmektedirler.

Haggman et al. (1999), somatik embriyogenesisin basarili oldugu durumlarda
kullanilan zigotik embriyo eksplantlarinin ya proembriyo ya da erken embriyolar

oldugunu bildirmektedirler.

Pinus patula’da somatik embriyogenesisin arastirildigi bir caliygmada embriyogenik
kallusun, olgunlasmamis zigotik embriyolar1 iceren Pinus patula megagametofitleri
tizerinde baslatildig bildirilmektedir. Bu ¢alismada, embriyogenik doku, hem MS
ortaminda hem de DCR (Douglas fir Cotyledon Revised) ortaminda kiiltiire alinan
megagametofitlerde % 2,6 ortalamayla olusmus, en yiiksek tesvik frekansi ise L-
glutaminin temel azot kaynagi olarak kullanildig1 3 mg/L 2,4-D, 0,5 mg/L BA
eklenmis DCR1 ortaminda elde edilmistir (Jones et al., 1993).

Diger bir arastirmada ise Pinus palustris’in izole edilmis zigotik embriyo ve zigotik
embriyolari i¢ceren disi gametofitleri, glutamin igeren MS ortaminda ya da DCR
temel ortaminda kiiltiire alinmistir. Her iki ortam d, 4 farkli seviyede (% 1,5, 3, 6 ve
9) teker teker ortama ilave edilen ii¢ farkli karbon kaynagi (glikoz, maltoz ve
sakkaroz) ile desteklenmis; ayrica ortamlar BA ve 2,4-D’nin farkli seviyelerini de
icermistir. Disi gametofitten kesip ¢ikarilan embriyogenik doku, dort hafta boyunca
glikoz, sakkaroz ya da maltoz igeren ortamda kiiltlire alinmis, sonug¢ olarak
embriyogenik doku baslatilmasinin, disi gametofitli zigotik embriyolar kotiledon

oncesi safhadayken en sik olustugu bildirilmistir (Nagmani et al., 1993).

Pinus strobus’un somatik embriyolarinin olgunlastirilmasi konusundaki bir baska
calismada, prekotiledonal ve erken kotiledonal embriyolar igeren
megagametofitlerin, bagslatma ve embriyonal kiitlelerin ¢ogalmasinda, geg¢

kotiledonal emriyolar1 i¢cerenlerden daha basarili oldugu aciklanmaktadir. Ayni
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caligsmada, gellan gum’in yiiksek konsantrasyonunu iceren (%]1) ortamin, 80 ya da
120 uM ABA’nin varliginda somatik embriyo gelismesinde dnemli bir ilerlemeye
sebep oldugu belirtilmekte; ayrica elde edilen ilk sonuglarda, yiiksek gellan gum’l1
ortamda olgunlasan embriyolarin daha yiiksek ¢imlenme frekans1 gosterdikleri

bildirilmektedir (Klimaszewska and Smith, 1997).

ABA ve KCl ile kombine edilmis polietilen glikoliin (PEG) Pinus taeda’da somatik
embriyo gelisimine etkisinin incelendigi bir ¢alismada, olgunlastirma ortami olarak
kullanilan temel ortam, %0-10 PEG, 1040 mg/L ABA, 0 yada 10 uM KCl, 1,5 g/L
aktif karbon, 30 g/L sakkaroz ve 6 g/L agarla desteklenmistir. PEG’siz olgunlasma
ortaminda, satha 1’deki somatik embriyolar daha fazla olgunlasmamis, %5‘den 7,5°e
kadar PEG’li olgunlagma ortamindaki embriyogenik dokular tutarli bir sekilde satha
2 ve 3 somatik embriyolar1 iiretmistir. %7,5 PEG ve 10 uM KCl ile kombine edilmis
40 mg/L ABA test edilen iki hiicre hattinda en yiiksek sayida satha 3 somatik
embriyolar1 tiretmistir (Li Xin Huang and Gbur, 1997).

Garin et al. (2000), Pinus strobus’un bes embriyogenik hattinin olgunlagmasini, iki
farkli gellan gum konsantrasyonu (%0,6 ve %1) ile katilastirmis, ¢esitli sekerler ve
organik azot kaynakli ortamda test etmisler ve % 1 gellan gum 88 uM sakkaroz ve
175 uM sorbitollii ortamin test edilen bes embriyogenik hattin dordiinde en yiiksek

saylda somatik embriyo iirettigini bildirmislerdir.

Pinus pinaster’in somatik embriyolarinin olgunlagsmasina, karbon kaynaklari, PEG
ve gellan gum’1n etkisinin incelendigi bir arastirmada, PEG’nin ortama ilavesi, test
edilen bes embriyonal suspensor yigin (ESM) hattindan bir tanesinde olgunlagmay1
arttirirken, ESM c¢ogalmasini sinirlandirmistir. Gellan gum’in yiliksek bir
konsantrasyonda ortama ilavesi, bes ESM hattin olgunlagmasini gelistirmistir. Biitlin
ESM hatlarindan kotiledonal embriyo kurtarmak i¢in en etkili kiiltiir ortaminin
PEG’siz, % 0,9 gellan gum ve % 6 sakkarozlu olan ortamin oldugu bildirilmektedir

(Ramarosandratana et al., 2001).

Percy et al. (2000), Pinus monticola’nin klonal liretimine yonelik somatik
embriyogenesis sistemi gelistirmek i¢in yiiriitiilen ¢calismada, baglatma i¢in en 1yi
sonuglarin 225 uM BA ve 2,4-D’li degistirilmis Litvay ortaminda elde edildigini

bildirmektedirler. Ayrica, agik ve kontrollii tozlanan 18 aileyi temsilen yaklasik 300
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hattin sogukta muhafazasinin ardindan, en yiiksek sayida somatik embriyonun 120
uM ABA, 180 uM sakkaroz ve %1 gellan gum igeren olgunlastirma ortaminda elde

edildigini belirtmektedirler.

Pinus patula’nin alt1 genotipinden alinan embriyogenik dokular, hem somatik
embriyolarin olgunlagsmasi, hem de ¢imlenme protokolleri gelistirmek i¢in bir miktar
uygulamaya tabi tutulmustur. PEG ile desteklenmis, 6zellikle %7 ve 10
seviyelerinde, ¢cok az degistirilmis 240 ortaminin kullanimi iiretilen embriyolarin
hem sayisini hem de kalitesini arttirmistir. Cimlenme Oncesi yapilan uygulamalardan,
yaklagik 4 hafta siireyle yliksek oransal nemdeki bélmeli kurutma uygulamasi en iyi

¢imlenme sonuglar1 vermistir (Jones and Van Staden, 2001).

Tang et al. (2001), Pinus taeda’nin agikta tozlanan sekiz ailesinin olgun zigotik
embriyolarini, her biri 36,2 uM 2,4-D, 17,8 uM BA, 18,6 uM kinetin, 500 mg/L L-
glutamin igeren, sekiz farkli temel tuz formulasyonunda 9 hafta kiiltlire almislardir.
Embriyogenik dokunun, olgun zigotik embriyolarin kotiledon, hipokotil ve radisilleri
tizerinde olustugunu belirtmislerdir. Oksin ve sitokinin konsantrasyonun 1/5 ‘ini
iceren kallus tesvik ortamiyla ayni olan, kallus ¢ogaltma ortaminda 9 hafta alt kiiltiire
alinan kallusta, embriyogenik siispensor y1§in1 (ESM) i¢eren, embriyogenik kallus
elde etmislerdir. Embriyogenik doku seklinde form kazanan eksplantlarin en yiiksek
frekansinin, %17 ile sirasiyla, 720, 1900, 400, 250, 25,8 ve 25,35 mg/L; KNOs3,
Ca(NOs3),2-H,0, NH4NO3, KCI, ZnSO4-7H,0 ve MnSO4-H,O0 igeren, degistirilmis MS

temel tuz ortaminda meydana geldigini bildirmislerdir.

Pinus taeda’da somatik embriyogenesis yoluyla bir rejenerasyon plani gelistirmek
icin somatik embriyogenesis ve bitkicik rejenerasyonu iizerine ailelerin, kiiltiir
ortaminin, ABA, PEG ve aktif karbonun etkisini belirlemek i¢in bir ¢alisma yiiriiten
Tang (2001), Pinus taeda’nin ii¢ ailesini olgun zigotik embriyolar1 tesvik etmek
amactyla 9 hafta boyunca kiiltiire almis, zigotik embriyonun farkli bolgelerinde
olusan kallusu, kallus ¢cogaltma ortaminda 9 hafta siireyle alt kiiltiire almistir.
Embriyogenik siispensor kiiltiirlerinin, embriyogenik kallusun, siv1 kallus ¢ogaltma
ortaminda kiiltiire alinmasiyla kuruldugu bildirilmektedir. Embriyonal slispensor
yiginlar1 ve olgunlagsmamis somatik embriyolar1 iceren sivi kiiltiirlerin kotiledonal
somatik embriyo liretimini arttirmak i¢cin ABA, PEG ya da aktif karbon iceren

ortama aktarildiktan sonra olgunlasan somatik embriyolarin azaltilmis sakkaroz,
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aktif karbon, BA, GA ve IBA igeren ortamda 4—12 haftada rejenere bitkicik olarak
cimlendigi belirtilmektedir.

Pullman et al (2003a), somatik embriyogenesis sonucu elde edilen somatik
embriyolardan ¢imlenebilen Pinus taeda somatik embriyolarinin gelisimini
arttirabilecek yetenekte bir olgunlagsma ortaminin % 2 maltoz, %13 PEG, 5 mg/L
ABA ve 2,5 g/L gelrite ile kombine edilerek degistirilmis 2 P6 tuzlarindan olusan

ortam oldugunu belirtmektedir.

Yine Pinus taeda’da embriyogenik kiiltiirlerin baslatilmas1 ve somatik embriyo
gelisiminin aciklandig1 baska bir ¢alismada, embriyogenik dokunun 2—-5 mg/L 2,4-D
ve 0—1 mg/L BA’l1 ya da digsal bitki biiylime diizenleyicisiz MS temel ortamda tam
megagametofitli zigotik embriyolardan baslatildigi bildirilmektedir. En yliksek
baslatma frekansinin (%5) ise 3 mg/L 2,4-D ve 0,5 mg/L BA’l1 DCR temel
ortaminda, kotiledon primordia gelisiminden hemen o6nce, 0,5 mm’den daha az bir
kalinliktaki bir klonun izole edilmis zigotik embriyolarindan elde edildigi

bildirilmektedir (Becwar et al., 1990).

Malabadi et al. (2004), Pinus kesiya embriyogenik kiiltiirlerinin ince apikal koni
boélgeleri kullanilarak kuruldugunu bildirmektedirler. Ince apikal koni bdlgesinin
%0,3 aktif karbonla 4°C’de on kiiltiiriiyle, embriyogenik kallus iirettigini ve
siirdiirme (koruma) ortaminda bu embriyogenik kalluslarin olgunlastirma ortamina
aktarilmadan alt kiiltiirlerinde onciil embriyolarin iiretildigini belirtmektedirler. Pinus
kesiya’nin somatik embriyolarinin olgunlasmasit gellan gum’in yiiksek
konsantrasyonlariyla ve kismi kurutma araciligiyla elde edilmis olgulastirma
ortamina aktarilmadan 6nce dnciil embriyolu embriyogenik kallusun 24 saatlik bir
kurutma uygulamas: sonucunda, olgunlagsma frekansinin %21,5’ten 67,3’¢

yukseldigini bildirmektedirler.

Attree and Fowke, 1991 ve Becwar et al., 1989’a atfen, Malabadi et al. (2004),
“embriyogenik kiiltiirlerin baslatilmasinin pek ¢ok faktor tarafindan etkilendigini ve
bunlar arasinda en dnemlisinin dogru hasat zamani1 ve in vitro ¢aligmalar i¢in
kullanilacak olan uygun eksplantin se¢cimi” oldugunu bildirmistir. Dogru hasat

zamani ve uygun eksplantin se¢imi ¢ok 6nemlidir. “Ciinki farkli gelisim
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safhalarindaki bir organ ya da dokunun ¢esitli hiicreleri in vitro’ya tepkide kendi

yeterliliklerinde farklidirlar.”

Ibrelilerde embriyogenik doku baslatilmasina brassinolide’in etkisinin arastirildig
calismada, kontrol ortami (brassinolide yok) ve 0,1 uM brassinolide ile desteklenmis
ortamin kullaniminin Pinus taeda, Pseudotsuga menziesii, Picea abies ve Oryza
sativa baglatma ylizdelerini, sirasiyla %15°ten 30,1’e, %16,1°den 36,3’e, %34,6’dan
47,4°¢ yiikselttigini belirtilmistir. 50 mg/L aktif karbon, bakir ve ¢inkonun
ayarlanmig diizeyleri (aktif karbon tarafindan adsorbe edileni karsilamak i¢in), %1.5
maltoz, %2 myo-inositol, 500 mg/L casamino asit, 450 mg/L glutamine, 2 mg/L
NAA, 0,63 mg/L BA, 0,61 mg/L kinetin, 3,4 mg/L giimiis nitrat, 10 uM §-Br-
cGMP, 0,1 pM brassinolide ve 2 g/L gelrite ile degistirilmis '2 P6 tuzlarinin
kombine edilmesiyle baslatmanin gelistirildigini ve Pinus taeda’nin agik tozlanan 12
ailesinde baslatma yiizdelerinin %2.,5’ten %50,7 ye siralandi1g1 bildirilmektedir

(Pullman et al., 2003b).

Pinus taeda’da kiiltiirlin baglatilmasi, 50 mg/L aktif karbonun varliginda sitokinin
seviyelerinin arttirtlmasiyla ve ABA (3,7 uM), giimiis nitrat (20 uM) ve 8-Br-cGMP
(10 uM )’nin ortama ilavesiyle gelistirilmistir (Pullman et al., 2003c).

San (2005), apomiktik olan ve olmayan farkli ceviz tip ve ¢esitlerinin tohumlarindan
alinan olgunlagsmamis kotiledon eksplantlarinda, somatik embriyogenesisin ve bitki
rejenerasyonunun farkli besin ortamlarinda ve uygulamalarla elde edildigini
belirtmektedir. Bu amacla arastirici, eksplantlart 6ncelikle 1 mg/L BA, 2 mg/L
kinetin, 0,01 mg/L IBA ve 250 mg/L L-glutamin, 30 g/L sakkaroz ve 2,1 g/L gelrite
ilave edilmis DKW (Driver and Kuniyuki ceviz) besin ortaminda 3 hafta siireyle
kiltiire almistir. Daha sonra eksplantlari, hormon ve L-glutamin icermeyen DKW
temel besin ortaminda 4’er haftalik 4 alt kiiltlire almistir. Bu besin ortamlarinda elde
edilen somatik embriyolarda ise kurutma, soguklatma ve farkli dozlarda GA3
uygulamasi tek tek ya da kombine olarak denenmis ve farkli tip ve gesitlerde farkl

oranlarda bitkicik rejenerasyonu saglandigini bildirmistir.

Pinus taeda L.’de embriyogenik doku baslatilmasina ortama organik asit, B, ve E

vitamini ilavesinin etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada ise B, ve E vitamini ile a-
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ketoglutaric, pyruvic ve succinic asitin tek tek ya da kombine halde ortama ilavesinin

baslatmay1 arttirdig: ifade edilmektedir (Pullman et al., 2006).

Pinus panderosa Dougl. Ex. Laws’da koltuk tomurcugu olusumuna, eksplantlarin
toplanma zamani, eksplantlarin alindig1 agacin (29 ve 34 yash agacglar) konumu ve
bitki bliylime diizenleyicilerinin etkilerinin arastirildigi bir ¢calismada, Ekim ay1
sonlarina dogru toplanan eksplantlarda koltuk tomurcugu olustugu, Subat ayinda
toplananlarda ise kallus olustugu gézlemlenmis; ayrica agacin iist kistmlarindan
alinan eksplantlarin, alt kisimlarindan alinanlara gore koltuk tomurcugu olusumunda
onemli derecede farkli oldugu belirtilmektedir. Yine ayn1 ¢alismada, eksplantlarin
22 uM BA ve 5.4 uM NAA i¢eren MS ortaminda uzadig1 ve basal ibre
primordialarinin kabardigi; eksplantlar 4,4 uM BA igeren MS ortamina
aktarildiginda eksplantlarin % 59’unun koltuk tomurcugu olusturdugu

bildirilmektedir (Lin et al., 1991).

Pinus canariensis’te tomurcuk olusumu i¢in yapilan bir ¢alismada, 0 ve 3 giinliik
eksplantlar sirasiyla 8 ve 4 saat boyunca tamponlanmamis bir 100 uM BA
soliisyonuna maruz birakildiktan sonra % 3 sakkaroz ve % 0,8 Difco Bacto agar
igeren yari seyreltik Bornman ortamina aktarildiginda, kotiledonal eksplantlarin %

97’sinin 14 tomurcuk/eksplant olusturdugu belirtilmektedir (Pulido et al., 1992).

Pulido et al,. (1994), Pinus canariensis’te BA, kinetin, zeatin ve 2-isopentyl-
adenin’in farkli kombinasyonlarinin kotiledonal eksplantlarin tomurcuk
olusturmasina etkilerini arastirmislardir. Arastirma bulgularina gore en yiiksek sayida

tomurcugun 10 uM BA’da elde edildigini kaydetmislerdir.

Pinus roxburghii Sarg.’da kiiltiire alinan eksplantlarda tomurcuklarin patlayip
sirmesinin 11,1 uM BA ile giiclendirilmis yar1 seyreltik DCR ortaminda elde
edilebildigi isaret edilmektedir (Parasharami et al., 2003).

Kanwar and Narkhede (1996), Pinus roxburghii Sarg.’da tomurcuk eksplantlarinin,
4,0 mg/L BA, 0,5 mg/L IBA iceren MS ortaminda 8 hafta kiiltiire alindiktan sonra
biiyiime diizenleyicisi icermeyen ayni ortamda 4’er haftalik 2 alt kiiltiir sonunda

uzadiklarin1 kaydetmislerdir.
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Bat1 beyaz ¢cami olarak adlandirilan Pinus monticola’nin tomurcuk eksplantlari
tizerinde siirgiin tegvikini acgikladiklar1 ¢alismalarinda Lapp et al. (1996), en iyi
eksplantin erken kis tomurcuklarinin 2 mm kalinliktaki dilim kesitleri oldugunu
belirtmektedirler. Bu eksplantlarin 1-3 yasli agaclardan alindiginda en iyi biiytimeyi
1-30 uM BA igeren Litvay’s ortaminda gdsterdiklerini, daha yasl agaclardan
alindiginda ise Gupta ve Durzan’in zeatin riboside iceren DCR ortaminda

gosterdigini bildirmektedirler.

Taxus mairei’de yapilan tomurcuk kiiltiiriinde ise aragtirmacilar, koklendirilmis
celikten elde edilen 1 yash bitkicikten ve 1000 yash agactan elde ettikleri tomurcuk
eksplantlarini kiiltlire almiglardir. Arastirma sonucunda, bitkicikten alinan eksplantin,
agactan alinana gore 2,5 mg/L BA iceren MS ortaminda daha fazla siirgiin

olusturdugunu bildirilmistir (Chang et al., 2001).

Zhang et al. (2003), Pinus radiata’nin farkli yastaki aga¢larindan elde ettikleri
tomurcuk eksplantlarini, 5 mm kalinlikta disk seklinde kestikten sonra 5 mg/L BA
igeren Le Poivre ortaminda kiiltiire almislar ve bu ortamda tomurcuk eksplantlarinin

siirgiin olusturdugunu bildirmislerdir.

Conifer tiirlerinin siirglin organogenesisi ve/veya somatik embriyogenesisi ile
basarili ¢ogaltilmasi lizerine bazi ¢alismalar bulunmaktadir. Ancak Pinus tiirlerinde
cogaltmanin zor oldugu diisiiniilmektedir (Salajova et al, 1999) ve sadece az sayida

Pinus tiiri embriyogenik ve/veya somatik dokulardan tekrar ¢ogaltilabilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢alisma, 2007 yilinda Ocak-Kasim aylari arasinda Adnan Menderes Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bahg¢e Bitkileri Boliimii Doku Kiiltiirii Laboratuari’nda

yuriitilmistiir.

3.1. Materyal

3.1.1. Somatik Embriyogenesis Denemesi

Denemede kullanilan fisttkgami tohumlar: (Sekil 3.1), Adnan Menderes Universitesi
Ziraat Fakiiltesi arazisinde bulunan agaclardan Ocak ayinda toplanmis ve

kullanilincaya kadar 4°C’ de tutulmustur.

Sekil 3.1: Denemelerde kullanilan fistikgcami tohumlari

3.1.2. Tomurcuk Kiiltiiri Denemesi

Denemelerin tomurcuk kiiltiirii boliimleri i¢in kullanilan siirgiinler de (Sekil 3.2)
Eyliil-Ekim aylarinda Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi arazisinde

bulunan 9—10 yash gen¢ agaclardan temin edilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Besin ortamlarinin hazirlanmasi

Besin ortamlar1 hazirlanirken stok soliisyonlardan gerekli miktarlar pipet yardimiyla
cekilerek bir erlenmayer igerisinde steril saf su ile belirli miktara tamamlanmistir.
Ortamlarin pH degeri 0,1 N ve 1,0 N HCI (Sigma — Aldrich Laborchemikalien
GmbH D-30926,Germany) ve NaOH (Sigma — Aldrich Laborchemikalien GmbH D—
30926, Germany) ile 5,7 ye ayarlanmistir. Daha sonra katilagtirici olarak agar veya
gelrite ilave edilen ortamlar, 121°C’de 1,2 kg/cm? basing altinda 35 dakika (500 ml
hacim i¢in) tutularak sterilize edilmigtir. L-Glutamine solusyonu 0,22 pm poroziteli
filtreden (Sartorius, Minisart. Vivascience AG 30625 Hannover, Germany)
gecirilerek sterilize edildikten sonra 55°C’ye sogutulmus besin ortamlarina ilave

edilmistir (Pullman, 2007, yazili1 goriisme).

3.2.1.1. Somatik embriyogenesis denemesi

Fistikcami i¢in literatiirde yeterli bilgi bulunmadigindan diger Pinus tiirleri i¢in
kullanilm1s somatik embriyogenesis ortamlari kullanilmistir. Bu amagla fistikgami
somatik embriyogenesis denemelerinde, baslangi¢ ortami olarak, Pullman et al,
(2005)’1n Pinus taeda i¢in kullandig1 1214 ortami degistirilerek, DCR -Douglas fir
Cotyledone Revised- (Gupta and Durzan, 1985) ortami, LP ortami -Quoirin and
LePoivre Medium- (Gonzales et al., 1998) degistirilerek kullanilmistir. Cogaltma

ortami olarak da 1250 ortam1 (Pullman et al., 2006) degistirilerek seg¢ilmistir. Ad1
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gecen besin ortamlarinin igerikleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Biiyiime diizenleyiciler

‘baslangic ortamlari’nda {i¢ seviyeli olarak kullanilmistir:

1. Seviye: 0,45 mg/L BA + 0,43 mg/L Kin + 2,00 mg/L NAA
2. Seviye: 0,55 mg/L BA + 0,53 mg/L Kin + 2,00 mg/L NAA
3. Seviye: 0,63 mg/L BA + 0,61 mg/L Kin + 2,00 mg/L NAA.

1,’den 3’e kadar olan seviyelerine gore siras1 ile DCR-1, LP-1 ve 1214-1’den DCR-
3, LP-3 ve 1214-3 ¢ kadar isimlendirilmistir.

Somatik embriyo ‘cogaltma ortami’nda biiylime diizenleyici olarak;

0,45 mg/L BA + 0,43 mg/L Kin + 1,1 mg/L 2,4-D kullanilmistur.

3.2.1.2. Tomurcuk kiltird denemesi

Tomurcuk kiiltiiri i¢in de %2 DCR ortami degistirilerek kullanilmistir. Bu besin
ortaminin igerigi Cizelge 3.1°de listelenmistir. Siirgiin segmenti kiiltiri
denemelerinde ise kullanilan biiylime diizenleyicileri miktarina gore 7 seviye

olusmustur:

1.Seviye: 0

2.Seviye: 2,0 mg/L BA

3.Seviye: 4,0 mg/L BA

4.Seviye: 6,0 mg/L BA

5.Seviye: 2,0 mg/L BA + 0,5 mg/L NAA
6.Seviye: 4,0 mg/L BA + 0,5 mg/L NAA
7.Seviye: 6,0 mg/L BA + 0,5 mg/L NAA

Siirgiin segmenti denemelerindeki besin ortamlari seviyelerine gore sirasi ile /2 DCR

0’dan 2 DCR6’ya kadar isimlendirilmistir.



19

Cizelge 3.1: Denemelerde kullanilan degistirilmis besin ortamlarinin igerikleri

Besin ortamlari LP | DCR [ 1214 [ 1250
igerikleri mg/L

NH4NO;3 400 400 200 603,8
KNO; 1800 340 909,9 909,9
CaCl,-2H,0 - 85 - -
MgS04-7H,0 175,79 370 246,5 246,5
KH,PO, 270 170 136,1 136,1
MnSO4-H,0 0,76 22,3 10,5 10,5
ZnSO47H,O 8,6 8,6 14,668 14,4
H;BO; 6,2 6,2 15,5 15,5
KI 0,08 0,83 4,15 4,15
Na,Mo0O42H,0 0,25 0,25 0,125 0,125
CuS0y4-5H,0 0,025 0,25 0,1725 0,125
CoCl,-6H,0 0,025 0,025 0,125 0,125
NaFeEDTA 37,3 37,3 18,65 9,93
Ca(NO3),4H,0 833,77 556 236,2 236,2
FeSO47H,0 27,8 27,8 13,9 9,95
NiCl, - 0,025 - -
Mg(NO3),6H,0 - - 256,5 256,5
MgCl,-6H,0 - - 101,7 101,7
AgNO; - - 3,398 -
Aktif karbon 50 50 50 -
Kazamino asitler 500 500 500 500
L-glutamin 450 450 450 450
Miyo-inositol 1000 1000 1000 1000
Glisin 2,0 2,0 2,0 2,0
Thiamin HCI 1,5 1,5 1,5 1,5
Piridoksin HCI 0,5 0,5 0,5 0,5
Nikotinik asit 0,5 0,5 0,5 0,5
Biotin 0,05 0,05 0,05 0,05
Folik asit 0,5 0,5 0,5 0,5
Askorbik asit 2,5 2,5 2,5 2,5
Maltoz - - 15000 -
Sakkaroz 30000 30000 - 30000
Agar 6000 6000 - -
Gelrit - - 2000 2500

3.2.2. Tohumlarin ve siirgiin parcalarinin sterilizasyonu
3.2.2.1. Somatik embriyogenesis denemesi

Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Ciftligi
arazisinde serbest ve yabanci tozlanmis fistikgami kozalaklar1t 2007 Ocak ayinda
agac¢lardan alinmis ve tas ile pargalanarak kabuklu tohumlar ¢ikarilmistir. Ocak-
Eyliil aylar1 arsinda yapilan denemelerde bu tohumlar kullanilmistir. Elde edilen
tohumlar sert kabuklar1 kirilarak uzaklastirildiktan sonra, % 70°lik etil alkolde
(Sigma — Aldrich Laborchemikalien GmbH D-30926, Germany) 2 dakika
tutulmustur. Ardindan % 2,25°lik sodyum hipoklorit (Klorak®, [zmir) ¢ozeltisi icinde
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20 dakika siirekli karistirilarak bekletilmistir. Bu asamadan sonra, 5’er dakika 3 defa

steril saf su ile durulama yapilmistir.
3.22.2. Tomurcuk kiiltiirii denemesi

Geng agaglarin 1 yillik stirgiinlerinin ucunda olusan siirglin tomurcuklari, bir yillik
siirgiinlerle birlikte agac¢tan kesilerek ayrildiktan sonra iizerlerinde bulunan ibre
yaprak c¢iftleri tek tek koparilarak uzaklastirilmistir. Kaba kirlerinden arindirmak igin
2-3 damla bulasik deterjani iceren yaklasik 500 ml musluk suyunda 1 saat
yikandiktan sonra yine 1 saat boyunca akan musluk suyu altinda tutulmustur.
Ardindan % 70’lik etil alkolde 2 dakika bekletildikten sonra, % 2,25’lik sodyum
hipoklorit ¢ozeltisi icinde 20 dakika stirekli karistirilarak bekletilmistir. Bu agsamadan

sonra, 5’er dakika 3 defa steril saf su ile durulama yapilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3: Denemelerde kullanilacak eksplantlarin sterilizasyon asamalar1
3.2.3. Dikimi yapilacak pargalarin hazirlanmasi ve dikimi
3.2.3.1. Somatik embriyogenesis denemesi

Sterilizasyonu tamamlanan tohumlar, nemlendirilmis steril kurutma kagitlar1 (2 kat
altta 1 kat iistte) arasinda 10 cm’lik petri kaplari i¢inde, su alip sigsmesi i¢in, karanlik
kosullarda ve oda sicakliginda (23+£2 °C) 24 saat bekletilmistir. Su alip sisen
tohumlar, steril kabin kosullarinda pens ve bisturi yardimiyla boydan yarilarak lobut
seklindeki embriyolar1 zedelenmeden ¢ikarilmistir. Bu embriyolar, DCR-1, DCR-2,
DCR-3, LP-1, LP-2, LP-3 ve 1214-1, 1214-2, 1214-3 somatik embriyo baslangi¢
ortamlarini igeren petrilere (her bir petriye 15 adet embriyo) yerlestirilmistir (Sekil

3.4).
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Sekil 3.4: Basglangi¢ ortamina yerlestirilen embriyolar

Embriyolar bu besin ortamlarinda kotiledonlarin biraz biiyiiyiip ayrilabilecek duruma
gelmesi i¢in 2 hafta tutulmustur. Iki hafta sonra kotiledonlar her bir petride yaklasik
40 adet ve 3 tekerriirlii olacak sekilde ayn1 ortamlarda alt kiiltiire alinmistir. Bu besin
ortaminda kotiledonlar yaklasik 3—4 hafta iklim odasinda 23+2°C’de karanlik
kosullarda tutulmustur. Bu asamadan sonra eksplantlar ‘1250’ embriyo ¢ogaltma
ortamina aktarilmistir ve petriler diizenli olarak kontrol edilerek kalluslanma oranlar1
(%) ve kalluslardaki degisimler kaydedilmistir. Somatik embriyogenesis denemeleri
tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii olarak kurulmustur. Eyliil 2007
tarihinde yapilan kiiltiirlerden elde edilen sonuglar, ‘Tarist’ Istatistik Programinda
analiz edilerek ortalamalar arasi farklar, ‘Duncan’ testiyle degerlendirilmistir.

Analizlerde ortalamalarin Arcsin degerleri kullanilmistir.

3.2.3.2. Tomurcuk kultiri denemesi

Sterilize edilmis siirgiinler steril kabin kosullarinda yaklagik 5-8 mm’lik segmentler
seklinde kesilmistir. Bu segmentler 10 cm’lik bir petride 10’ar adet olacak sekilde
besin ortamlarina dikey olarak yerlestirilmistir. Siirgiin segmentlerini igeren petriler
iklim odasinda 23+2°C sicaklikta ve 16 saat fotoperiyot kosulunda tutulmustur. Iklim
odasinda 1s1k siddeti 4000 lux olarak ol¢iilmiistiir (Lutron LX-101 Dijital Lux
Metre). Bu asamada petriler diizenli olarak her hafta kontrol edilmis, gézlem
yapilarak kalluslanma, tomurcuk kabarmalari ve igne yaprak c¢ikislari kayit
edilmistir. Tomurcuk kiiltiirii denemeleri tesadiif parselleri deneme desenine gore 3

tekerriirlii olarak kurulmustur. Ekim 2007 tarihinde yapilan kiiltiirlerden elde edilen
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sonuglar, ‘Tarist’ istatistik programinda analiz edilerek ortalamalar aras1 farklar
‘Duncan’ testiyle degerlendirilmistir. Analizlerde ortalamalarin Arcsin degerleri

kullanilmastir.
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4. BULGULAR

4.1. Somatik Embriyogenesis Denemesi

Olgun embriyolardan izole edilen kotiledon eksplantlar1 izerinde 23+2°C ve karanlik
kosullarinda dikimden 3—4 giin sonra kallus olusmaya baslamis ve kiiltiiriin 4.
haftasinda eksplantlardaki kalluslanma oran1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Gelisen

kallus dokusu beyaz renkte ve sulu, saydam yapida olmustur.

Cizelge 4.1. Somatik embriyo baslangi¢ ortamlarinda kotiledonlar iizerinde kalluslanma

durumu
Baslangic Baslangic Kalluslu
. Ortamina Ortaminda .
Besin .. Kotiledon
Yerlestirilen | Kalluslu
Ortami . . Orani
Kotiledon Kotiledon (%)
Sayis1 Sayis1 °
LP-1 184 131 71,28
LP-2 153 8 5,56
LP-3 174 101 58,18
DCR-1 | 159 104 65,46
DCR-2 |0 0 0
DCR-3 | 105 82 80,35
1214-1 ] 138 74 54,32
1214-2 | 155 122 78,53
1214-3 | 163 74 45,71

Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi en ¢ok kalluslanma %80,35 oranla DCR-3 ortaminda
meydana gelmis, bunu sirasiyla %78,53 ile 1214-2, LP-1 (%71,28) ortamlar1
izlemistir. LP-2 ortamina yerlestirilen eksplantlarda ise ¢ok az bir gelisme
gOzlenmistir. Bu ortama konan kotiledon eksplantlarinin ¢cogunlugu, besin ortamina
yerlestirildigi sekil ve renkte kalmiglardir. Bu durum ¢ogaltma ortaminda da
degismemistir. DCR—-2 ortaminda ise yogun bakteri bulagsmasi sonucu, higbir

eksplant baglatma ortamina yerlestirilememistir.

Yapilan istatistiki analiz sonuglarina gore kullanilan besin ortamlari ile bliyiime
diizenleyicileri seviyeleri arasindaki iliski dnemlidir (A X B interaksiyonu, P=0,01).
Bitki biiylime diizenleyicileri seviyeleri ile besin ortamlar1 arasinda iliski ¢izelge

4.2°de goriilmektedir.



tizerine etkisi (A X B interaksiyonu)

Besin Seviye

Ortami 1 2 3

LP 71,28 5,56 ab 58,18
DCR 65,46 0 b 80,35
1214 54,32 78,53 a 45,71
LP 71,28 a 5,56 b 58,18 ab
DCR 65,46 0 80,35
1214 54,32 78,53 45,71
LP 71,28 5,56 58,18
DCR 65,46 a 0b 80,35 a
1214 54,32 78,53 45,71
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Cizelge 4.2. Besin ortamlar1 ve bliylime diizenleyicileri seviyelerinin kalluslanma

Cizelge 4.2°ye gore, 1.seviye goz Oniine alindiginda; LP, DCR ve 1214 ortamlari

arasinda kalluslanma orani ac¢isindan fark bulunmamistir (P=0,01).

Ikinci seviyede kalluslanma oranlari istatistiki olarak dnemli olmamakla birlikte

1214 ortam1 (%78,53) , LP ortamindan (%5,56) daha fazla kallus olusturmustur.
Ugiincii seviyede besin ortamlar1 arasinda istatistiki olarak fark yoktur (P?0,01).

LP besin ortaminda, 1. seviye (%71,28) 2. seviyeden (%5,56) daha yiiksek

kalluslanma olusturmustur (P=0,01).

DCR besin ortaminda 1. seviye (% 65,46) ve 3. seviye (% 80,35) yiiksek

kalluslanma orani olusturmustur.

1214 ortaminda kullanilan farkli bliyiime diizenleyicileri seviyeleri arasinda

istatistiki yonden farklilik yoktur.

Baslangic ortaminda 5. haftadan itibaren bazi kallus dokularinda rengin sararmaya
basladig1 ve dokularin yaslandigi gézlenmistir. Bu sararan eksplantlar iptal edilerek
kalan agik renk kalluslu eksplantlar ‘cogaltma ortaminda (1250) alt kiiltiire

alinmastir.

Kiiltiirtin 6.haftasinda ¢ogaltma ortaminda eksplantlardaki gelisme durumu ¢izelge

4.3°de verilmistir. Cizelge 4.3’e gore, ¢ogaltma ortaminda 6. hafta sonunda agik
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renkli kallusa sahip eksplant ylizdesi 1214—1 ortamindan gelenlerde en yiiksek
(%32,97) bulunmus (Sekil 4.1), bunu yine 1214 ortaminin 3. (%15,27) ve 2.
(%11,11) seviyelerinden gelenler izlemistir (Sekil 4.2). Goriildigi gibi 1214

ortaminda kallus yaslanmasi LP ve DCR ortamlarina gére daha yavastir.

Cizelge 4.3. Somatik embriyo ¢ogaltma ortamina aktarilan kalluslu eksplantlarda gelisme

durumu
5 Haftada 6.~Haftada
Cogaltma Cogaltma Agik
Besin Ortamina Ortamindaki | Renkli
Ortam1 A¢ik Renkli | Eksplant
Aktarilan N
Eksplant Sayis1 Eksplant o
Sayis1
LP-1 61 3 4,92
LP-2 127 0 0,00
LP-3 93 0 0,00
DCR-1| 124 11 8,87
DCR-2 |0 0 0,00
DCR-3 | 81 2 2,47
1214-1 | 91 30 32,97
1214-2 [ 108 12 11,11
1214-3 131 20 15,27

S,
o

4

Sekil 4.1. Embriyo ¢ogaltma ortamlnda,.1214—l ortamindan gelen kalluslu kotiledonlarin

goriinlisu
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Sekil 4.2. Embriyo ¢ogaltma ortaminda, 1214-3 ortamindan gelen kalluslu kotiledonlarin

gOriiniisii

Kiiltiriin 7. haftasindan itibaren ¢ogaltma ortamindaki eksplantlarin biiyiik bir
¢ogunlugunda kallus yaslanmasi artarak somatik embriyo olusmadan renk

koyulagmistir

4.2. Tomurcuk Kiiltiri Denemesi

Tomurcuk siirdiirmek amaciyla siirglin segmentleri Ekim ayinda, BA ve NAA
biiyiime diizenleyici konsantrasyonlarinin degisken olarak kullanildig: yedi farkli
seviyedeki /2 DCR besin ortaminda kiiltiire alinmistir. Fotoperiyot kosulunda (16
saat) kiiltiire alinan siirgiin segmentlerinde her hafta diizenli olarak kontroller
yapilmis ve altinci hafta i¢inde yapilan gézlemlerde segmentler lizerinde goriilen

kalluslanma ve tomurcuk kabarmalar1 ‘gelisen siirglin segmenti’ olarak sayilmistir

(Sekil 4.3)
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Sekil 4.3. Besin ortamina yerlestirilmis siirgiin segmentlerinin goriiniisii

Farkli seviyelerdeki besin ortamlarinin siirgiin segmenti gelismesi tlizerine etkileri

cizelge 4.4’te goriilmektedir.

Cizelge 4.4. Siirgilin segmentlerinde kiiltiiriin 6. haftasindaki gelisme

Kiiltiire 6. Haftada
Besin A}m%.n Kfllar.} Geligsen Sirgin

Siirgiin Stirgiin .
Ortami . . Segmenti Orant

Segmenti Segmenti Y

(%0)

Say1st Say1st
1/2 DCR 0 |30 28 7,50 c
1/2DCR 1 |30 22 32,86 be
1/2 DCR 2 |30 12 41,67 ab
1/2 DCR 3 |30 30 50,00 ab
1/2 DCR 4 |30 29 41,85 ab
1/2 DCR 5 30 9 55,56 ab
1/2 DCR 6 |30 26 70,00 a

Tomurcuk kiiltiirii icin denenen bitki gelisim diizenleyicilerinin 7 farkli seviyesini
iceren 2 DCR besin ortamlar1 i¢erisinde eksplantlarda en yiliksek tomurcuk
kabarmasi ve kalluslanma goriilen ortam %70,00 orani ile 2 DCR-6, ardindan da
%55,56 oraniyla /2 DCR-5 ortamlaridir. Bu ortamlari sirasiyla, %41,85 ile /2 DCR—4
ve %41,67 ile Y2 DCR-2 izlemektedir.

Istatistiki analiz sonucunda, siirgiin segmenti geligsmesi lizerine besin ortami

seviyelerinin etkisi ( P=0,05’e gore) onemli ¢ikmistir. 2 DCR — 6 seviyesinde elde
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edilen gelisme orani (%70,00), 2 DCR — 0 ve 2 DCR — 1 seviyelerinden daha
yliksek olmustur. Bu oran 2 DCR — 5 — 4 — 3 — 2 seviyelerinden de yiiksek olmakla

beraber istatistiki olarak ayn1 grupta yer almistir.

Bazi siirgiin segmentlerinde ileri diizeyde tomurcuk kabarmasi ve igne yaprak ¢ikisi

goriilmustiir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Siirglin segmentleri izerindeki igne yaprak ¢ikisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Bircok bitki tiirliniin, 6zellikle de orman agaclarinin hizli, klonal ¢ogaltilmasinda
somatik embriyogenesis onemli bir potansiyele sahiptir. Bu yontemde tek bir bitki

parcasindan, teorik olarak sinirsiz sayida embriyo liretmek miimkiindiir (Babaoglu ve

ark 2001).

Bu ¢aligmada iilkemiz tarim iiriinleri digsatiminda 6nemli bir yere sahip ve Aydin ili
Mazon ydresinde genis bir yayilim gosteren fistikgaminin somatik embriyogenesis ve
tomurcuk kiltiiri teknikleri ile in vitro ¢ogaltilmasi1 iizerine arastirmalar

yuriitilmiistiir.

Somatik embriyogenesis denemeleri i¢in olgun tohumlardan ¢ikarilan embriyolar
kiiltiire alinmis ve iki haftalik bir gelismeden sonra kotiledonlar izole edilerek ayni
Ozellikleri igeren ortama yerlestirilmistir. Bu amagla baslangi¢ ortami olarak DCR,
degistirilmis LP ve degistirilmis 1214 ortamlari, cogaltma ortami olarak da
degistirilmis 1250 ortam1 kullanilmistir. Kotiledon eksplantlar1 tizerinde beyaz,
saydam renkte ve sulu yapida kallus dokusu olusmustur. Bu 6zellikleri ile dokunun
embriyogenik olma ihtimali olmakla birlikte, 5 hafta sonunda dokularin ¢ogunlugu
yaslanarak sari-kahverengine doniismiistiir. Literatiirden Pinus tiirlerinin somatik
embriyogenesise karsi zor (recalsitrant) tepki gdosterdigi bilinmektedir ve

fistikgaminda yapilmig bir somatik embriyogenesis ¢aligsmasina rastlanilmamistir.

Baz1 Pinus tiirlerinde olgunlagsmamis embriyolardan somatik embriyogenesis
halihazirda basarilmistir (Tang et al., 1997). Ancak baslangi¢ frekansi, tohum
toplama zamani ve zigotik embriyolarin gelisme safhasi tarafindan etkilenmektedir.
Olgun embriyolardan somatik embriyogenesis kontrolii pek ¢cok odunsu agacglarda
heniiz basarilamamistir. Bu problemin ¢6ziimii i¢in daha ¢ok ¢aba gereklidir.
Olgunlagsmamis embriyolardan somatik embriyogenesis isleminin otomasyonu
lizerine arastirmalar yapilmalidir. Diger taraftan olgunlastirma isleminin anlasilmasi
lizerine ¢aba harcanmaya devam edilmelidir. Olgunlagma islemi embriyogenesis
esnasinda baglamaktadir. Olgunlagma ile ilgili pek ¢ok morfolojik degisimler i¢sel

metilsitosin seviyelerindeki artis ile iliskilidir. Boylece genomik DNA’1n
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metillenmesi bu siirece dahil olan baslica molekiiler mekanizmalardan birisidir.
Olgun dokulardan olusacak embriyogenesis konularina yeni bakis agilari, yeniden
kuvvetlendirme teknikleri yoluyla metilasyonun kontrol edilmesi ile veya
metilasyonu onleyici ilaglarin disaridan eklenmesi yoluyla elde edilebilir (Salajova et

al., 2005).

Bundan sonra yapilacak somatik embriyogenesis ¢alismalar: i¢in bu besin
ortamlarina, diger Pinus tiirlerinde kullanilmis spesifik bazi maddelerin ilave

edilerek denenmesi Onerilebilir.

Siirgiin segmentlerinde en yliksek gelisme ve kalluslanma goriilen ortam, 2 DCR-6
ortamidir. Bu ortamdaki gelisme oran1 % 70,00’tir. Bu ortami sirastyla % 55,56 orani
ile 2 DCR-5 ortami, % 50,00 orani ile 2 DCR-3 ortami ve % 41,85 orani ile '
DCR-4 ortami izlemistir. Bu siralama, istatistiki olarak dnemli olmamakla birlikte
ortamlardaki BA oraninin da azalis siras1 (6, 4, 2 mg/L) ile ortiismektedir. Literatiirde
fistikcaminda siirgiin organogenesisisi i¢in farkli ortamlar ve farkli BA dozlari

kullanilmistir.

Gonzales et al., (1998) fistik¢am1 kotiledonlarinin adventif tomurcuklarindan, bitki
rejenerasyonunun 4,5 um (1 mg/L) BA igeren yar1 seyreltik Le Poivre ortaminda

saglandigini bildirmistir.

Sul and Korban (2004) farkli tuz konsantrasyonlari, karbon kaynaklari, oksin ve
sitokininin ~ fistik¢am1 kotiledonlarinda siirgiin organogenesisine etkilerini
acikladiklar1 ¢alismalarinda, sakkaroz ve 30 um (6,75 mg/L) BA iceren 2 MS
ortaminda en iyi sonucu almislar, siirglinler aktif karbon igeren ve biliyiime

diizenleyicisi igermeyen ortamda uzama gostermislerdir.

Valdes et al. (2001) ise, fisttkgaminin ¢imlenmis embriyolarindan izole edilerek in
vitro kiiltiire alinan kotiledonlarin, 4,4 uM (1 mg/L) BA uygulamasina siirgiin

organogenesisi tepkisi verdigini bildirmektedirler.

Pinus roxburghii Sarg.’da kiiltiire alinan eksplantlarda tomurcuklarin patlayip
sirmesinin 11,1 uM BA ile gii¢clendirilmis yar1 seyreltik DCR (1/2 Douglas fir
cotyledone revised medium) ortaminda elde edilebildigi isaret edilmektedir

(Parasharami et al., 2003).
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Bundan sonra yapilacak siirglin organogenesis denemelerinde farkli besin
ortamlarinda BA’nin daha yiiksek konsantrasyonlarinin da denenmesinde yarar

vardir.
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