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OZET

Bu makalede, cogaltim ve 1slah amaciyla ormancilikta halen kullaniimakta olan klasik
yontemlerin etkinligini arttirmak ve bu yontemler ile Ustesinden gelinmesi gi¢ ya da
olanaksiz olan sorunlarin ¢dziimiine karsi, Diinya ormanciliginda lzerinde 6nemle durulan
in vitro tekniklerin, Fagaceae familyasina ait cins ve tirlerde kullanimi konusunda
yapilmis olan arastirmalar derlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Fagaceae, in vitro teknikler, biyoteknoloji

USAGE OF IN VITRO TECHNIQUES IN FAGACEAE FAMILY AND
RECENT DEVELOPMENT

ABSTRACT

In this study, the researches on the use of in vitro techniques which have been given
great importance in the world forestry, increase the efficiency of classical methods which
have still been used in forestry with the aims of breeding and rehabilitation and are used to
solve current problems that can hardly or not be solved by using classical methods, in
species and genera of Fagaceae were compiled.
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1. GIRIS

Biyoteknoloji kavrami icerisinde ele alinan in vitro teknikler, bitkilerde
cogaltim ve 1slah basta olmak Gzere bir¢cok konuda klasik yontemlerle ¢6zimi giic
ya da olanaksiz olan sorunlara karsi bazen tek basina ve bazen de klasik yontemler
ile birlikte kullanilan tekniklerdir. Bu teknikler ile bitki genotipleri kontrolli
kosullarda yogun ve cok hizli bir sekilde klonal olarak cogaltilabilmekte,
virslerden arindirilabilmekte, gen kaynaklari dar alanlarda uzun siireli muhafaza
edilebilmekte, somatik embriyolar, homozigot hatlar, taksonomik sinirlama
olmaksizin farkli genetik kombinasyonlar elde edilebilmekte, yasama sansi diistk
olan ya da bulunmayan zigotik embriyolarin gelisimi ve ¢imlenmesi
saglanabilmekte, sekonder metabolitler Gretilebilmekte, somaklonal varyasyonlar
ve mutasyonlar ile genetik varyasyonlar yaratilabilmekte, stres kosullarina karsi
genotiplerin direngleri test edilebilmekte, temel fizyolojik ve biyolojik olaylarin
seyri kontrollli olarak izlenebilmektedir.

Turkiye’de genel olarak ormancilik alaninda oldukga yeni sayilan
biyoteknolojinin, ormancilikta klasik yontemlerin yaninda llke ekonomisine biyuk
katki saglayacagl cok aciktir. Ayrica, orman kaynaklarinin korunmasi ve
gelistirilmesi konusunu ele alan gerek bolgesel gerekse uluslararasi sirecler
biyoteknoloji uygulamalarini giindeme getirmislerdir. Tlrkiye’nin de 1990 yilindan
bu yana alinan kararlarin tarafi oldugu, Avrupa Birligi kapsaminda ydrdtilen,
Avrupa Ormanlari Korunmasi Bakanlar Konferansi slreci de “Eurosilva”
sebekesinin kurulmasi kapsaminda biyoteknoloji arastirmalarinin desteklenmesini
karara baglamistir (Délarslan, 2005).

Turkiye ve Avrupa’da ormancilik agisindan en 6nemli yaprakh agac tlrlerinin
yer aldigi Fagaceae familyasi, her iki yari kirede yayilmis 600’den fazla taksonu
bulunan alti cinsi (Castanea sp., Fagus sp., Quercus sp., Nothofagus sp.,
Castanopsis sp. ve Lithocarpus sp.) kapsamaktadir. Tirkiye’de 21.2 milyon ha
toplam orman alaninin % 39.25’ini Fagaceae familyasina dahil agac tirleri
kaplamaktadir (Anonim, 2006). Ozellikle iilkemiz yaprakli ormanlarinin biyik
cogunlugunu mese (Quercus sp.) (6.5 milyon ha) ve kayin (Fagus sp.) (1.75
milyon ha) mescereleri olusturmaktadir (Anonim, 2006) ve s6z konusu iki cins
park ve peyzaj acisindan da o©zel bir deger tasimaktadir. Mege, kayin ve
kestanelerin (Castanea sp.) Turkiye’de dogal 6rnekleri bulunmaktadir.

Ayrica Fagaceae familyasina ait mese, kayin ve kestane cinsleri, meyve ve
odun dretiminde ekonomik degere sahip olan agag turleridir (Manzanera ve Pardos,
1990; Carraway ve Merkle, 1997; Puigderrajols vd. 2001; Naujoks, 2003; Anonim,
2006). Bu turlerin tretiminde kaliteli bireylerin elde edilerek, yogun olarak uretime
alinmasi gereklidir (Kermode ve Bewley, 1985; Kim vd. 1997; Hernandez vd.
2003; Preece, 2008). Bu kapsamda, klasik ¢cogaltim yontemlerinden farkli olarak,
gunimizde uygulanan yogun cogaltim tekniklerinden biri olan in vitro teknikler ile
blylk oranda basarihi sonuglar ahndigini  belirtmek gerekir (Schenk ve
Hildebrandt, 1972; Teasdale, 1992; Ozcan vd. 2002; Preece, 2008). Her ne kadar
ilk yatirrm maliyeti agisindan daha pahali olarak gozikse de, s6z konusu
uygulamalar kapsaminda ekolojik kosullara daha uygun ve mevcut hastaliklara
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dayanikli bireylerin, kisa zaman icerisinde, yogun ve klonal cogaltimi disik
maliyetle yapilabilmektedir (Teasdale, 1992; Ozcan vd. 2002; George ve
Debergh, 2008).

Tim bunlar kapsaminda bu derlemede, Fagaceae familyasinda bugiine kadar in
vitro teknikler konusunda yapilmis ¢alismalarin amaglari, uygulama yéntemleri ve
bulgulart ile ilgili bilgiler sunulmustur.

2. FAGACEAE FAMILYASINDA IN VITRO TEKNIKLERIN KULLANIMI
2.1. Somatik embriyogenesis

Bitkilerde embriyo gelisimi sadece déllenmis yumurta hiicresi (zigot) ile sinirli
degildir ve somatik dokulardan da embriyo elde edilebilmektedir. Bu dokulardan in
vitro kosullarda embriyo elde edilmesi teknigi somatik embriyogenesis olarak
adlandiriimaktadir. Bu teknik ile somatik embriyolar dokular Gzerinde dogrudan
(direkt) ya da kallus asamasindan sonra indirekt olarak meydana gelebilmektedir.
Klonal ¢ogaltim, sentetik tohum dretimi, genetik materyalin muhafazasi, gen
aktarimi, in vitro testler ve temel ¢alismalar icin 6nemli bir potansiyel sunan bu
teknigin basarisi Uzerine genotip, eksplant kaynagi, biylmeyi diizenleyici
maddeler, azot kaynagi ve inkibasyon kosullari etkili olmaktadir (Ozcan vd.,
2002).

Fagaceae familyasina ait tirlerde somatik embriyogenesis konusunda yapiimis
calismalar Cizelge 1’de 6zetlenmistir.

Cizelge 1. Fagaceae familyasinda somatik embriyogenesis ¢alismalari

Literatdr, Tur ve Kultar kosullar Sonug

Eksplant

-(Maataoul vd. MS (Murashige ve Skoog) temel besin ortami (22 Embriyogenik kallustan
1990) o/l glukoz ve 8 g/l agar agar katilmistir). Baslangic ~ proembriyolar olusmustur.
-Mantar mesesi asamasinda, IBA (2 mg/l), BA (2 mg/l), kasein

(Q. suber L.) hidrolisat (g/l) ilave edilmistir. Inkiisasyon,

-Bogum arasi karanlikta ve 27°C sicaklikta yapilmistir.

-(Manzanera vd. Sommer (makro elementler)+MS (mikro Embriyolar, eksplantan ya
1993) elementler) besin ortamlari (askorbik asit (11 pM), da kallustan olusmustur.
-Mantar mesesi nikotinik asit (8.1 uM), glutamine (3.4 mM), Cimlenme (%50°nin
-Hipokaotil kalsiyum pantothenate (4.2 uM), pyridoxine.HCL lizerinde), 5°C (10 hafta) ya

-(Cuenca vd. 1999)
-Sapl mese

(Q. robur L.)

- Bogum arasi ve
yaprak

(4.9 uM) ve thiamine.HCL (3 uM), 30 g/l sakaroz,
8 g/l agar katilmistir). Baslangi¢ asamasinda (30
giin) 2,4-D (0.5, 1, 5, 10 mg/l) eklenmis ve BDM
icermeyen ortama transfer edilmistir. inkiibasyon,
baslangicta 16 saat aydinlikta yapilmistir.

MS temel besin ortami (500 mg/l kasein hidrolisat,
%3 sakaroz ve %0.6 agar katilmis). Baslangi¢
asamasinda (6 hafta) BA (0.5, 1, 2 mg/l)+NAA (1,
2,4 mg/l) yada BA+IBA ve daha sonra (4 hafta)
BA (0.1 mg/l)+NAA (0.1 mg/l) ya da BA+IBA
kombinasyonlari denenmistir. Alt kilturler (ayhik
periyotlarla) BDM icermeyen ortamda yapiimistir.
Inkiibasyon, baslangigta karanlik, daha sonra 16
saat aydinlikta yapiimistir.
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da 2°C (2 hafta) soguklatma
ile saglanmistir.

Embriyogenesis orani
yaprak ve bogum arasi
eksplantlarinda sirasiyla
%16 ve %4 olmustur.



(Puigderrajols vd.
2001)

-Mantar mesesi
-Zigotik embriyo

-(Hernandez vd.
2003)

-Mantar mesesi
-Yaprak

-(Toribio vd. 2004)
-Mantar mesesi
-Sapli mese

(Q. robur L.)
-Yaprak

-(Vieitez vd. 1990)
-Kestane hibriti
(C. sativax C.
crenata)

-Zigotik embriyo

-(Merkle vd. 1991)
-Amerikan
kestanesi

(C. dentata
(Marsh.) Borkh.)
-Ovul ve
olgunlagmamis
embriyo

-(Carraway ve
Merkle, 1997)
-Amerikan
kestanesi

-Ovul,
olgunlasmamis ya
da olgun zigotik
embriyolar

-(San vd. 2007)
-Avrupa kestanesi
Olgunlagmamis
kotiledon
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SH (makro elementler)+MS (mikro elementler) (%3
sakaroz ve %0.6 agar ilave edilmis) besin ortaminda
once (20 giin) 2.22 mg/l BA+1.86 mg/l NAA, daha
sonra (20 giin) 1.11 mg/l BA+0.93 mg/l NAA
Uizerinde ve son olarak BDM igermeyen ortamda
(aylik periyotlarla) klttrler yapilmistir.
Inkiibasyon, baslangigta karanlikta ve daha sonra 16
saat aydinlikta yapiimistir.

Gamborg (1/2 makro elementler)+MS (mikro
element, vitamin, Fe-EDTA) (%1 sakkaroz, %0.6
agar katilmistir) ortaminda 7 giin ve daha sonra SH
(makro)+MS (mikro element, vitamin, Fe-EDTA)
(%3 sakkaroz, %0.6 agar), 10uM BA+50uM
NAA’da 30 giin, 0.5uM BA+0.5 pM NAA’da 30
glin ve son olarak BDM igermeyen ortamda kiiltire
alinmustir. inkiibasyon, ilk 7 giin karanlikta, daha
sonraki kiilturlerde 16 saat aydinhkta yapilmistir.

Mantar mesesi i¢in Hernandez vd. (2003) tarafindan
bildirilen protokol uygulanmistir. Saph mesede
eksplantlar 0.56 mg/l BA, 3.72 mg/l NAA, %3
sakaroz, %0.6 agar, %0.05 kasein hidrolisat ilave
edilmis MS temel besin ortaminda 30 giin siireyle
kultiire ahnmigtir. Somatik embriyogenesis igin
BDM icermeyen ortama transfer edilmis ve
cogaltim igin 0.1 mg/l BA+0.05 mg/l NAA katilmisg
MS temel besin ortaminda 5’er hafta arayla alt
kiiltire alinmistir. inkiibasyon, 25°C’de, 16 saat
aydinhk kosullarda yapilmistir.

Embriyogenik kallus (%6-8), 1-2 mg/l BA ile ya da
BA’siz 0.5-1 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l zeatin ile 0.1
mg/l 2,4-D bulunan MS temel besin ortaminda elde
edilmis ve embriyonik kalluslar 2,4-D icermeyen
MS ortamina transfer edilmistir.

WPM temel besin ortami (0.25 mg/l BA+6 mg/I
NAA ya da 4 mg/l 2,4-D ilave edilmis). Bu ortamda
1 veya 2 hafta inkiibasyondan sonra 0.25 mg/l BA
iceren ya da igermeyen ortama transfer edilmistir.
Ayrica eksplantlarin bir kismi baglangi¢ ortaminda
alt kaltare alinmigtir.

WPM ortami, BA (0.25 mg/l) ve TDZ (0.1
mg/1)’nin, 2,4-D, IAA ve NAA (0.1, 0.5, 3.0, 10.0,
20.0 mg/l) ile olusturdugu farkli kombinasyonlar
denenmistir. Inkiibasyon 25°C’de karanlikta
yapiimigtir.

Somatik embriyolar WPM ortaminda
cimlendirilmistir.

DKW temel besin ortamina baslangicta (4 hafta) 1
mg/l BA, 2 mg/l KIN, 0.01 mg/I IBA ve 250 mg/I
L-Glutamin ilave edilmis, daha sonra BDM ve L-
Glutamin igermeyen ortama transfer edilmistir.
Inkiibasyon 25°C’de ve karanlikta yapilmistir.
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Somatik embriyogenesis
saglanmis ve sekonder
embriyolar elde edilmistir.

Somatik embriyogenesis
saglanmis ve embriyolar
soguk uygulamasinin
(4°C’de 60 guin) ardindan
cimlenmistir (%40).

Cimlenme dncesinde
somatik embriyolar kasein
hidrolisat icermeyen makro
element diizeyi %2 olan ve
%6 sorbitol, %3 sakaroz
katiimis besin ortaminda 4
hafta siireyle kiltire
alinmigtir. Cimlenme (%17-
60), 0.1 mg/l BA ilave
edilmis ortaminda
saglanmistir.

Globular ve kalp sekilli
somatik embriyolar elde
edilmis, bu embriyolar
WPM ortaminda
olgunlastiriimig, ancak
¢imlenme olmamistir.

Ciceklenmeden 6-7 hafta
sonra kilttre alinan ovuller
1-2 hafta BDM igeren
ortamda tutulduktan sonra
oksinsiz ortama alindiginda
radikulda direkt somatik
embriyogenesis meydana
gelmistir.

Embriyogenik kiltirler 3
mg/l 2,4-D ve 0.25 mg/l BA
ilave edilmis sivi WPM
ortaminda ¢ok hizli gelisim
gostermistir. Aktif komar (5
g/l) somatik embriyolarin
miktarini ve gelisimini
iyilestirmistir.

Embriyogenesis orani %40-
70, eksplant basina embriyo
sayis| 4-7.7’dir. Basarl tam
ciceklenmeden 5, 6 ve 7
hafta sonra toplanan
kotiledonlarda daha
yiiksektir.
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-(Corredoira vd.
2008)

-Avrupa kestanesi
-Somatik embriyo

-(Naujoks, 2003)
-Kayin (Fagus
sylvatica)
-Zigotik embriyo

Somatik embriyolarda ¢cimlenme diizeyinin
artirilimasi amaciyla farkh uygulamalar yapilmistir.
Somatik embriyolar 6nce BDM igcermeyen MS
ortami (makro elementlenri %2 diizeyinde, %3
maltoz ve %0.7 agar ilave edilmis) (olgunlastirma
ortami) Uzerinde 4 hafta sureyle kilture alinmis ve
daha sonra ¢imlendirme ortamlarina transfer
edilerek 4°C’de 2 ay soguklatilmistir. Cimlendirme
uygulamalari 1) kismi olarak yavas ya da hizh
kurutma, 2) ¢imlenme ortamina BDM (BA, NAA
ya da IBA) veya glutamin ilavesi yapilmistir.

Olgunlagmamis zigotik embriyolardan
embriyogenik kallus elde etmek izere bir yontem
gelistirilmistir.

En iyi sonug somatik
embriyolarin laminar hava
akisl kabin igerisinde 2 saat
stireyle hizh kurutma
yapilmasi ile elde edilmistir.
Embriyolarda nem kapsami
%57-58dir. Cimlenme
ortamina (%16-19) 0.44 uM
BA ve 200-438 mg/I
glutamin ilavesi
rejenerasyonu artirmistir.
Bitki kalitesi i¢in BA’In
yaninda 0.49 uM IBA’nin
olumlu etkisi belirlenmistir.

Embriyogenesis orani
%7.9°dur. Embriyolar
olgunlastiriimis,
koklendirilmis ve topraga
basariyla transfer edilmistir.

2.2. SuUrgun ucu, bogum, bogum arasi ve kok kalttrleri

Bir bitkinin slrglin, tomurcuk, yaprak, kok gibi vegetatif kisimlari tam bir
bitkiyi olusturabilme potansiyeline sahiptir. Bu doku ve organlar aseptik kosullarda
yapay besin ortamlari (zerinde kontrolli kosullarda kdltiire alindiklarinda klon
olarak kisa zamanda cok sayida ¢ogaltilabilmektedir. Bu teknik mikrogogaltim
olarak tanimlanmaktadir (George ve Debergh, 2008). Fagaceae familyasinda
Ozellikle secilmis elit bitkilerin in vitro ¢cogaltimi amaciyla eksplant kaynagi olarak
strgiin ucu, bogum, bogum arasi ve kok segmentleri kullanilarak mikrogogaltim
calismalari yapilmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Fagaceae familyasinda slrgiin ucu, bogum, bogum arasi ve kok kilturi

calismalari
Literatur, Tur ve Kultur kosullari Sonug
Eksplant
-(Vieitez vd. 1985) Heler ve GD ortamlari (ImM (NH,),SO, iceren), Koklenme orani  %63-
-Sapli mese (baslangigta 1 mg/l BA, suirgiin cogaltiminda 0.1 83°dur.

-Surgin ucu ve
bogum

-(Juncker ve Favre,
1989)

-Sapl mese

-Geng ve yasli
eksplantlar

-(Manzanera ve
Pardos, 1990)
-Mantar mesesi
-Tomurcuk ve
govde segmenti

mg/l BA katilmis), koklenme mikro celiklerin dip
kisimlari 0.5 mg/I (10 dakika) ya da 1 mg/I (2
dakika) IBA’ya daldiriimistir.

MS ortami (%2 NH,NO3 ve % kuvvetinde makro
elementleri bulunan), 0.1, 0.25, 0.5 mg/l BA, 30 g/l
sakaroz ve 7 g/l agar katilmigtir. Kdklenme igin
strgtinler 6nce 1 mg/l IBA ve 20 g/l sakaroz ilave
edilmis % kuvvetindeki temel besin ortaminda 8 giin
ve ardindan 1 g/l aktif kdmdir iceren IBA’siz ortamda
kalttre alinmustir.

Sirgiin olusumu igin Sommer ya da Heller ortamlari,
0.1 mg/l BA, 0.01 mg/l NAA kullanilmistir.
Kaoklenme i¢in mikro gelikler 1 mg/l IBA ilave
edilmis ortamda 7 glin tutulmus ve daha sonra
oksinsiz ortama transfer edilmistir.

BA dozunun artmasi ile
stirguin sayist ilk
kiilturlerde 1.6-3.0 ve alt
kiltarlerde 0-1.5
stirguin/eksplant’tir.
Koklenme orani  %20—
95°dir.

Koklenme saglanmustir.
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-(Mala vd. 2000)
-Sapl mese
-Mikro celik

-(Tsvetkov ve
Hausman 2005)

-Mese trleri (Q. robur

L.ve Q. cerrisL.)
-Mikro celikler

-(San Jose vd.
1984)

-Avrupa kestanesi
-Kok, hipokatil ve
epikotil segmentleri

-(Sanchez vd. 1997)
-Kestane hibriti
-Surgiun ucu ve
bogum

-(Soylu ve Erturk
1999)

-Avrupa kestanesi
ve hibritler
-Surgin ucu ve
tomurcuk

-(Giovannelli ve
Giannini 1999)
-Avrupa kestanesi
-Surgin ucu ve
bogum

-(San-Jose vd.
2001)

-Avrupa kestanesi
-Embriyo,
hipokotil, epikotil
ve Kotiledon

-(Tetsumura ve

Mikro celikler 6nce 14.0 mg/l NAA ilave edilmis
besin ortaminda 1 hafta siireyle karanhk kosullarda
inklibe edilmis ve daha sonra oksinsiz, %1 PVP
bulunan ya da bulunmayan ortamlara ve aydinhk
kosullara transfer edilmistir.

GD temel besin ortami (0.88 uM BA ve 7.5 g/l agar
ilave edilmis), apikal ve bogum segmentleri seklinde
mikro celikler (4-5 mm) %4 sodyum aljinat katiimig
sivi besin ortami (0.88 uM BA igeren GD) ile
kaplanmis, %1.4°1ik CaCl, solusyonu ile 10 dakika
muamele edilmistir. ikiser dakika 3 kez kez sivi GD
ortami ile galkalanmis ve kapsiller 0.88 UM BA ve
7.5 g/l agar ilave edilmis GD ortaminda kiltlre
alinmistir. inkiibasyon 23°C ve 18 saat aydinlikta
yapilmistir.

Heller’in makro elementlerinin kullanildigi diistik
mineral madde igerikli ortamlar kullaniimisgtir.

GD temel besin ortami (baslangi¢ asamasinda 0.5
mg/l BA, 30 g/l sakaroz ve 7 g/l agar; slirgiin
cogaltiminda 0.2 mg/l BA ilave edilmis)
kullaniimigtir. Kéklendirme icin 2 uygulama
yapilmis; 1/3 kuvvetindeki GD ortamina 3 mg/l IBA
(ilk 5 guni karanlikta olmak tizere 7 giin) ya da 25-
50 mg/l IBA iceren ortamda 24 saat sureyle kiilture
alinmistir.

Siirguin olugsumu igin MS (NO; diizeyi % olan) temel
besin ortami (1 mg/l BA ilave edilmis)
kullaniimistir.

WPM besin ortami (baslangicta 1.0 mg/l BA+0.01
mg/l IBA, siirglin gogaltmada 0.1 mg/l BA ilave
edilmis) kullaniimistir. Koklendirme igin mikro
celikler 3 mg/l IBA ilave edilmis makro element
diizeyi 1/3 kuvvetinde olan temel besin ortami
lizerinde 5 giin sureyle karanlik kosullarda ve daha
sonra oksin igermeyen besin ortaminin katildigi steril
perlitte kulttire ahnmustir.

Embriyonun gimlendirilmesi i¢in MS temel besin
ortami (0.1 mg/l TDZ ya da 1 mg/l BA ilave
edilmis); slirglin olugumu ig¢in MS besin ortami
(farkl TDZ dozlari+0.01 mg/l NAA ilave edilmis),
alt kulttrler igin TDZ icermeyen diisiik BA dozlar
kullaniimstir.

Sirgiin gelisimi sadece kotiledon eksplantlarda
meydana gelmistir.

Temel besin ortami Sato’nun BW ortami. Farkl

Koklenme orani PVP ilave
edilmis ve edilmemis
ortamlarda sirasiyla %86.6
ve %81.5 olmustur.

Kaplanmis mikrogeliklerde
rejenerasyon orani apikal
segmentlerde, bogum
segmentlerine gore daha
yiksek. Bogum
segmentleri 4°C’de 2-6
hafta soguklatildiginda
rejenerasyon daha
basarilidir.

En yiiksek tomurcuk
farklhlagsmasi 2 mg/l BA +
0.01 mg/l NAA ya da IBA
uygulamasinda meydana
gelmistir. Adventif
tomurcuklara 0.1 mg/l BA
etkili olmustur. Kéklenme
icin IBA uygulamasinin
gerekli oldugu
belirlenmistir.

Koklenme (%17.6-96.4)
icin 25-50 mg/l IBA igeren
ortamda 24 saat sureyle
kiilttre alma uygulamasi ve
bazi klonlarda %1 aktif
koémdr ilavesi 6nerilmistir.

Bazi genotiplerde 2-3 ayhk
yada 1 yillik bitkilerden
alinan yan tomurcuklar ile
yapilan kiilttrler basarili
sonug vermistir.

Geng bitkilerden kaynagini
alan in vitro surgtinlerde
koéklenme basarisi %65.5,
bitkileri dis kosullara
alistirma orani %40°tir.

Cimlenme icin BA,; sirgiin
olusumu igin 1-2 mg/l TDZ
en uygun doz olarak
bulunmus, stirgin uzamasi
0.05 mg/l BA iceren GD
ortaminda saglanmistir. 21
klonun 16°s1 koklenmistir
(%75°ten fazla).

Sato’nun BW ortami, %2
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Yamashita
2004)

-Japon kestanesi
(C.crenata)
-Bogum

-(Osterc vd. 2005)
-Avrupa kestanesi
-Bogum

-(Nadel vd. 1991a)
-Kayin
-Tomurcuk

-(Nadel vd. 1991b)
-Kayin
-Tomurcuk

-(Meier ve Reuther
1994)

-Kayin

-Tomurcuk

-(Barker vd. 1997)
-Amerikan kayini
(F. grandifolia
Ehrh.)

-Surgin ucu ve
tomurcuk

-(Cuenca vd. 2000)
-Dogu kayini
- Bogum arasi

besin ortamlari, blylimeyi diizenleyiciler ve
uygulamalarin bogum kdilturlerinde siirgiin olusumu,
gelisimi ve koklenme Uzerine etkileri incelenmistir.
DKW ortaminda camlasma sorunu belirlenmis.
Koklenme, 15uM IBA ilave edilmis % kuvvetindeki
BW ortaminda 5 giin uyarimdan sonra vermikulit
ilave edilmis yar kat1 %2 BW ortaminda daha iyi
saglanmistir.

Cogaltim icin 1) MS temel besin ortami (1/2 NO3’li)
(200 mg/l myo-inositol, 1.0 mg/I thiamin, 30 g/l
sakaroz ve 8 g/l agar ilave edilmis), 2) BW ortami,
her iki cogaltim ortamina da 1.0 mg/l BA yada 1.0
mg/l zeatin ilave edilmistir.

Aspen ortami, IAA, GA; ve zeatin kulaniimistir.

Farkli zamanlarda kdlttre alinan tomurcuklarin in
vitro gelisimi izlenmistir. BDM olarak I1AA, GA;3 ve
BA (5 uM) ilave edilmistir.

Olgun (35 yash) elit agaclarin mikro ¢ogaltimi
lzerine bazi i¢sel faktorlerin etkisini arastiriimistir.

Surglin olusumu igin Aspen ortami (0.2 mg/l BA,
0.05 mg/l NAA, 20 g/l sakaroz ve 7 g/l agar ilave
edilmis), kéklenme icin 2500 ppm IBA solusyonuna
1 dakika daldiriima uygulamasi yapilmistir. Bitkiler,
20 g/l sakaroz ilave edilmis %2 kuvvetindeki besin
ortami ile doygun hale getirilmis bir Horticube’da
(k6plk benzeri bir koklenme ortami) kiiltire
alinmigtir.

Surguin ¢ogaltimi igin eksplantlar 0.5 mg/l BA, 2
mg/l zeatin ve 0.5 mg/l IAA ilave edilmis ortamda 8
hafta stireyle kiltiire alinmistir.

NO3’li MS ortami kadar ve
5uM zeatin ayni dozda BA
ve TDZ’den daha etkili
olmustur. Koklenen bitkiler
dis kosullarda daha
kuvvetli geligmistir.

Siirgiin sayisi (2.1 adet) ve
gelisimi BA ile daha iyi
olmustur. Sirglin gelisimi
BW ortaminda zayif
kalmistir.

Tomurcuklardan sirgiin
uzamasl ve yaprak gelisimi
iyi olmustur.

Kasim ayindaki icsel
dinlenme nedeniyle Ocak
ve Subat’da alinan
eksplantlarda BDM
kombinasyonu ile surgiin
uzamasl ve yaprak
olusumu artirilmistir.

Igsel bakteriler ile
bulagmanin disik ve in
vitro gelisimin en yiiksek
oldugu Subat ay1 uygun
eksplant alma donemi
bulunmustur.

Surgun ¢ogaltimi ve
koklenme basarili
olmustur.

Baslangicta en uygun TDZ
dozu 1 mg/l ve BA dozu 4
mg/I

2.3. Anter kulturi

Anter kalturt, haploid embriyo ve bitki olusumu amaciyla olgunlasmamis
mikrosporlart  (polenleri) iceren anterlerin  aseptik  kosullarda  gicek
tomurcuklarindan ¢ikarilarak yapay besin ortamlari (zerinde kiltire alindigi in
vitro tekniktir. Bu teknik ile elde edilen haploid bitkilerde kromozom sayilarinin
katlanmasi yoluyla (dihaploidizazyon) kisa zamanda homozigot saf hatlara
ulastlabilmekte, resesif mutasyonlar aciga cikarilabilmekte, somatik hibridizasyon
daha kolay uygulanabilmektedir. Ayrica haploit embriyo ve bitkiler sitolojik,
fizyolojik, genetik ve molekiler calismalar icin deger tasimaktadir (Ellialtioglu vd.,

153



SDUORMAN FAKULTESIDERGISI

2002). Anter kultird calismalari Fagaceae familyasinda az sayida da olsa
gerceklestirilmistir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Fagaceae familyasinda anter kalturt calismalar

Literatdr, Tur ve
Eksplant
-(Jorgensen 1987) MS ve WPM besin ortamlari (0, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 2 Mesede olusan embriyolar
-Mese ve kayin mg/l BA ve 2,4-D, 100 m/I inositol, 1 mg/I nicotin hizli bir sekilde gelismistir.
-Anter amide, 1 mg/l pyridoxine hydrochloride, 2 mg/I

thiamine, 0.4 mg/I folic asit, 0.02mg/l p-aminobenzic

asit, 0.01 mg/I biotin, 1 mg/l cholin, 2 mg/l ascorbic

asit, 0.01 mg/ vitamin A, 0.01 mg/I vitamin D2, 10

mg/1 panthotenic asit, 0.02 mg/I vitamin B12, 2 mg/I

adenin, 200 mg/I kasein hidrolisat ve 2 g/l aktif

kdmdr, 500 mg/I glutamine, 30 mg/l serine, 1000

mg/I glutamine ve 500-1000 mg/I PVP ilave

edilmis)kulaniimistir. inkiibasyon 28 °C’de, 16 saat

aydinhkta yapilmistir.

Kultur kosullari Sonug

-(Bueno vd. 1997) Sommer (makro elementler)+MS (mikro element ve Embriyo olusumu %14,

-Mantar mesesi vitaminler) besin ortamlari (%3 sakaroz, %0.8 agar AC; klonunda kék

-Anter ve %1 aktif komir ilave edilmis) kulaniimistir. uclarinda kromozom sayisi
Androgenesis icin anterler 33°C’de 5 giin slireyle 2n=12 (haploid) olarak
bekletilmis, daha sonra 25°C sicaklikta sekonder belirlenmistir.
embriyogenesis saglanmistir.

2.4. Protoplast kultara

Aseptik kosullarda bir hiicreden protoplastin izole edilmesi, daha sonra canli
protoplastta yeniden hiicre duvarinin olusturulmasi, hicrelerin mitoz béltinme ile
cogaltilmasi ve bitki rejenerasyonunun saglanmasi asamalarini iceren in vitro
teknik protoplast kiltirl olarak tanimlanmaktadir. Protoplast kultlrl, somatik
melezlemelere olanak sagladigl igin bitki 1slahinda Onemli bir tekniktir.
Protoplastlar, mutant izolasyonu, hiicre zarindan madde tasinimi, hicre
organellerinin (nikleus, kloroplast, mitokondri gibi) izolasyonu, gen aktarimi ile
ilgili calismalarda da kullanilabilmektedir (Babaoglu ve Ozcan, 2002). Cizelge
4’de Fagaceae familyasinda yapilmis protoplast kilturi calismasi sunulmustur.

Cizelge 4. Fagaceae familyasinda protoplast kiltirii calismalari

Literatar, TUr ve

Kultur kosullari Sonug
Eksplant
-(Sasamoto ve Embriyogenik kilttrler, 0.1 uM 2,4-D ve BA igeren Kdultiire alinan
Hosoi 1992) MS ortami Uizerinde kltiire alinan olgunlagsmamis protoplastlarda etkili koloni
-Mese embriyolardan elde edilmistir. Kultlrler 7 ay sureyle  olusumu meydana
-Embriyogenik alt kilttire alinmig ve protoplast izolasyonu 0.6 M gelmistir.
hiicreler mannitol solusyonu igerisinde %1 Cellulase RS

enzimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Protoplastlar,
0.6 M mannitol, %3 sakaroz, 0.1 uM ya da 1 uM
2,4-D ve BA kombinasyonu ilave edilmis sivi MS
ortaminda kdlture alinmistir.
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2.5. Genetik materyalin in vitro muhafazasi

Bitkilerde genetik materyaller (germplazm) in vitro kosullarda biyumenin
yavaglatilmasi ve sogukta muhafaza (krayoprezervasyon) olmak uzere iki sekilde
muhafaza edilmektedir. Bunlardan krayoprezervasyon, biyolojik materyalin canh
olarak dondurulmasi ve daha sonra sivi azot icerisinde ¢ok dustk sicakliklarda (-
196 °C) muhafaza edilmesidir. Bu teknik ile suirglin uclari ve meristemler, hicreler
ve somatik embriyolar, protoplastlar, embriyo, endosperm, ovul, anter, polen ve
tohum vb. yapilar muhafaza edilmektedir (Emeklier, 2002). Fagaceae familyasinda
da genetik materyalin sogukta muhafazasinda eksplant olarak zigotik ve somatik

embriyolarin ve stirgiin uclarinin kullanildigi goérilmektedir (Cizelge 5).

Cizelge 5. Fagaceae familyasinda genetik materyalin in vitro muhafazasi ¢alismalari

Literatur, Tar ve
Eksplant

Kaltar kosullari

Sonug

-(Corredoira vd. 2004b)
-Avrupa kestanesi
-Zigotik ve somatik
embriyo

-(Jorquera vd. 2005)
-Avrupa kestanesi
-Surglin ucu

-(Vidal vd. 2005)
-Avrupa kestanesi
-Sogukta muhafaza
edilmis
(krayoprezervasyon) in
vitro surglnler

Tohumlar kurutulduktan (nem kapsami %20-
24) sonra sivi azot icerisinde depolanmistir.
Globular ve kalp agamalarinda 6-8 mg’lik
yiginlar halinde 7 gun streyle yiiksek seker
iceren ortam tizerinde 6n kultird yapilan
somatik embriyolar, daha sonra sivi azot
icerisinde depolamadan dnce %25 nem
diizeyine kadar kurutulmustur. Embriyo
yiginlari yiksek seker igeren ortam uzerinde 3
glin stireyle 6n kultlrd yapildiktan sonra
kryopreservasyondan énce PVS2 vitrifikasyon
solusyonunda (0.4 M sakaroz igeren MS
ortaminda %30 gliserol, %15 DMSO, %15
etilen glikol) 60 dakika bekletilmistir.

Hizh dondurma éncesinde on kilturler
yapilmig ve surginler vitrifikasyon
solusyonlarinda tutulmustur.

3-5 haftalik kiltirlerden izole edilen ve 2 hafta
4°C’de piskinlestirilen strgtinlerin ug
kisimlarindan 0.5-1 mm uzunlukta hazirlanan
eksplantlar kullanilmigtir. Bunlar 6nce sogukta
0.2 M sakaroz katilmis kati GD ortaminda
kiltire alinmis ve daha sonra oda sicakliginda
20 dakika 2 M gliserol+0.4 M sakarozdan
olusan solusyona batiriimistir. Sivi azota hizl
daldiriimadan 6nce 0°C’de 120 dakika PVS2
solusyonu kullaniimigtir. Sivi azotta 1 giin
bekletildikten sonra hizla yeniden isitiimis ve
20 dakika sureyle 1.2 uM sakaroz solusyonuna
birakilmistir.

Tohumlarin embriyonik
eksenlerinde yasama orani
%93-100 ve hitkiye
donlisiim orani %63’tdr.
Somatik embriyolarda
¢ozlilmeden sonra
embriyogenesisin
stirdurulebilirlik orani %33
bulunmustur. Bu oran
kryopreservasyondan énce
PVS2 solusyonunda
bekletilen embriyolarda
%68 olmustur.

Uygulanan protokol ile
muhafazadan sonra in vitro
stirguinlerin yeniden
gelisimi saglanmis ve 5
kestane klonunda %38-54
basari elde edilmistir.
Surguin uglari yeniden
2.2uM BA, 2.9uM IAA ve
0.9uM zeatin iceren GD
ortaminda gelistirilmistir.

2.6. Gen transferi calismalari

Gen transferi, belirli bir 6zelligi tanimlayan nikleik asit dizilerinin (genlerin)
bir bitkinin genomuna genetik mihendisligi teknikleri ile aktariimasidir. Gen
transferi icin ilk asama genlerin izolasyonu ve manipulasyonudur. Agrobacterium
tumefaciens ile gen aktarimi dikotiledon bitkilerde en yaygin kullanilan yontemdir
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(Hatipoglu, 1999). Fagaceae familyasinda yapilan gen transferi calismalarinda da
bu teknikten yararlanilmistir (Cizelge 6).

Cizelge 6. Fagaceae familyasinda gen transferi ¢calismalari

Literattr, TUr ve
Eksplant

Transformasyon Protokoll

Sonug

-(Alvarez vd. 2004)
-Mantar mesesi
-Embriyo

-(Seabra ve Pais,
1998)

-Avrupa kestanesi
-Hipokotil
segmentleri

-(Seabra ve Pais,
1999)

-Avrupa kestanesi
-Govde segmentleri

-(Corredoira vd.
2004a)

-Avrupa kestanesi
-Somatik embriyo

-(Corredoira vd.

2008)
-Avrupa kestanesi
(C. sativa Mill.)

-Somatik embriyo

Gen transferi Agrobacterium tumefaciens ile
gerceklestirilmistir. A. tumefaciens hatlari EHA105,
LBA4404 ya da AGL1, nptll(neomycin
phosphotransferase 11) ve uidA beta —glucuronidase)
genlerini iceren pBINUbiGUSint plazmitini
kapsamaktadir.

Agrobacterium araciligiyla nptll geni stabil olarak
transfer edilmistir. Yaralanmis eksplantlar
p35SGUSINT plazmitini kapsayan LBA 4404
bakteri hatti ile bulastiriimistir. 3-Glucuronidase
histokimyasal analizler, transgenik eksplantlardan
rejenere olan siirginlerde uidA geninin varligini
kanitlamistir.

Glucanase (glu) ve chitinase (chi) genlerinin,
miirekkep hastaligina dayanikli bireyler elde etmek
Uzere eksplantlara aktariimasi amaciyla A.
tumefaciens’in LBA 4404 hatti kullaniimistir. Bu
bakteri hatti, nptll, glu ve chi genleri bulunan T
bolgesine sahip pGJ40 plasmidini kapsamaktadir.

Globular ya da erken torpedo safhasindaki
embriyolarin 4 giin stireyle A. tumefaciens hatt
EHA105 ile kokiltivasyonu ile yapilmistir. Bu
bakteri hatti markor genleri iceren pUbiGUSINT
plasmidini kapsamaktadir. Seleksiyon ortami olarak
150 mg/I kanomycin katilmig MS ortami
kullanilmigtir. UidA ve nptll genlerinin
transformasyonu beta -glucuronidase (GUS) testi,

PCR ve Southern blot analizleri ile kontrol edilmistir.

Test ve analizlerde ¢imlenen embriyolardan alinan
yaprak ve surgtnler kullaniimistir.

Somatik embriyogenesis, proliferasyon ortami
lzerinde 6 hafta ara ile alt kulttrler yapilarak
saglanmistir. Bu ortam 3 mM glutamin, 0.1 mg/|
BAP ve 0.1 mg/l NAA %3 sakkaroz ve %0.7 agar
ilave edilmis makro elementler % kuvvetinde olan
MS temel besin ortamidir. Kiltlrler 16 saat aydinhk
kosullarda 25/20°C sicaklik rejiminde inkiibe
edilmistir. Gen transferleri A. tumefaciens ile
gerceklestirilmistir. Bu amagla pUbiGUSINT
plasmidini (nptll ve uidA genlerini icermektedir)
taglyan EHA105 bakteri hatti kullanilmistir.
Transgenik hatlarda krayoprezervasyon Corredoira
vd. (2004)’ye gore yapilmistir.

En yiiksek transformasyon

etkinligi (%4) A.
tumefaciens hatti AGL1 ile
elde edilmistir.

PCR analizleri bitki
genomuna nptll geninin
baglandigini gostermistir.

Funguslar ile biyolojik
testlerin daha sonra
yapilacag bildirilmistir.

Transformasyon etkinligi
%25 olarak belirlenmistir.
GUS-pozitif 93
embriyogenik kestane hatti
kilttre alinmustir.
Transgenik somatik
embriyolarda ¢cimlenme
orani (%6.3) oldukca
distktur.

Globular ya da
globular/kalp seklinde 2-3
embriyolu kiimeler
transformasyon igin en
etkili bulunmustur (%30).
Embriyolar kotiledon
asamasina ulastiginda
basari %6.7 olmustur.
Ayrica transgenik 3
embriyo hatti vitrifikasyon
islemi uygulanarak
basariyla sogukta muhafaza
edilmistir
(krayoprezervasyon).
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3. TARTISMA VE SONUC

Ormanlarin gerek odun hammaddesi, gerek yan Uriin ve gerekse rekreasyonel
olarak  kullanilmasi  surddrllebilir  ormancilik  yaklagimi  cercevesinde
degerlendirilmelidir. Mevcut orman alanlarinda 1slan amach silvikilturel
mudahalelerin  yapilmasi, agaclandirma faaliyetlerinin  kaliteli  fidanlarla
gerceklestirilmesi ve bdylelikle ylksek basarinin beklenmesi surdirllebilir
ormanciligin  gereklerindendir. Bu amagla planlanan cogaltim ve 1slah
calismalarinda zaman ve yer kaybinin d6nlenmesi, biyolojik ve fizyolojik sorunlarin
giderilmesinde in vitro tekniklerin kullaniimasi otsu ve odunsu bitki tirlerince
oldukca zengin olan ormanlarimiz ve meralarimiz i¢in bulunmaz bir firsattir.
Fagaceae familyasina ait mese, kayin ve kestane gibi asli orman agaclarimizin
iyilestirilmesinde mevcut bazi sorunlarinin giderilmesinde in vitro tekniklerin
sundugu potansiyel, bugiine kadar bu konuda yapilmis ¢alismalarin ele alindigi bu
derlemeden rahatlikla anlasiimaktadir.

Son sOz olarak, ormancilikta biyoteknolojinin sundugu olanaklardan
yararlanmak ve gelismis Ulkelerin gerisinde kalmadan yeni teknoloji
gelistirebilmek, bu sektdrde Karsilasilan sorunlara karsl proje ve ¢ézim Uretmekle
yukimld bulunan orman mihendislerinin, modern bilimin bu alaninda da
donanimli olarak yetistirilmesi ve gerekli alt yapinin hazirlanmasi ile olasidir.

KISALTMALAR: BDM (buytimeyi duzenleyici madde). Buylmeyi duzenleyici maddeler - 2,4-D
(2,4-diklorofenoksiasetik asit); GAs (gibberellik asit); IAA (indolasetik asit); IBA (indolbutirik asit);
KIN (kinetin); NAA (naftalenasetik asit); TDZ (thidiazuron). Temel besin ortamlari - BTM (Broad
Leaved Tree Medium); BW (1/2 kuvvette broadleaved tree ve % kuvvette WPM); DKW (Driver ve
Kuniyuki walnut); GD (Gresshoff ve Doy); MS (Murashige ve Skoog); SH (Schenk ve Hildebrant);
WPM (Woody Plant Medium).
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