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Pistacia TURLERINDE IN VITRO SURGUN UCU ASILAMA

TOREMEN, Hakan
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yonetici : Yrd. Dog. Dr. Canan Can
Aralik 2004, 49 sayfa

Pistacia vera L. (Antepfistif1) Anacardiaceae familyasina ait olan yar1 tropik bir
agactir. Ticari onemi bilylik olan bitki daha ¢ok Avrupa’nin Akdeniz bélgeleri,
Kuzey Afrika, Orta Dogu Cin ve Kaliforniyada yetistirilmektedir. Antepfistig
iretimi igin alinan celikleri koklendirme oldukg¢a zor oldugu igin bitki tohumdan
cimlendirilerek yada elit klonlarin gozlerinin heterozigotik anaglara agilanmasiyla
yapilmaktadir. Yabani Pistacia tiirleri baz1 parazitlere karsi kék yapisi olarak daha
dayanikli olduklarindan agilamada tercih edilmektedirler. Ancak, Pistacia tiirlerine in
vivo asilamada bazi sorunlar yaganmaktadir. Bu sorunlarin baginda agilamaya engel
olan fenolik bilesikler gelmektedir. Bu nedenle in vitro siirgiin ucu asilama
yontemlerinin gelistirilmesi ikincil bir alternatif olarak goriilmektedir. Bu ¢alismada,
Antepfistiginin ¢ogaltilmas: i¢in P.mutica, P.terebinthus, P.atlantica ve P.khinjuk
bitkilerinin in vitro siirgiin ucu asilama teknigi ile kullanim olanaklan aragtirilmigtir.
Tohumlarin in vitro kiiltlirlerinde yliksek oranda meydana gelen bulasiklik
sorunundan dolayi; farkli sterlizasyon teknikleri, fungusit muamelesi ve embriyo
kiiltiiri teknigi arastinlmugtir. Farkli donemlerde alinan P. vera Uzun ve Siirt
cesitlerinin siirglin ucu eksplantlarinin P. mutica, P.terebinthus, P.atlantica ve
P.khinjuk anaglar1 tizerinde gelisme etkinlikleri aragtirilmistir. 2004 yetistirme
déneminde toplam 22 adet siirgiin ucu asilama sonucunda anag¢ ve a1 arasinda bir

uyusma ve gelisme gozlemlenememistir.

Anahtar Kelimeler : Antepfistigy, in vitro, slirglin ucu, agilama, anaglar



ABSTRACT

IN VITRO SHOOT TIP GRAFTING IN Pistacia SPECIES

TOREMEN, Hakan
M.Sc. in Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Canan Can
December 2004, 49 pages

Pistacia vera L. (Pistachio), a member of the Anacardiaceae family, is a semitropical
tree. Pistachio has a great commercial importance which is widely cultivated in the
Mediterranean regions of Europe and North Africa, the Middle East, China and
California. Since pistachio is difficult to propagate by cuttings, clonal propagation is
achieved by either germination from seeds or grafting buds from elite clones onto
heterozygous rootstocks. Wild-type (WT) rootstocks belonging to genus Pistacia are
used more than P. vera for micrografting because their root structure is highly
susceptible to some parasites. However, in vivo grafting onto Pistacia species has
some problems. The leading problem is phenolic compounds which prevent grafting.
For this reason, developing methods on in vitro shoot tip grafting is seen as
secondary alternative. In this study, the usage possibilities of P. mutica, P.
terebinthus, P. atlantica and P. khinjuk were investigated by in vitro shoot tip
grafting to propagate pistachio. Because WT seeds were highly contaminated,
different sterilization techniques, fungicide treatments, and embryo culture technique
were investigated. The compatibility and growing activity of the shoot tip explants
of the variety Uzun and Siirt of P.vera, taken from different seasons, onto P. mutica,
P.terebinthus, P.atlantica and P.khinjuk rootstocks were investigated. No
compatibility and growing between scion and rootstock were observed at the end of

22 in vitro shoot tip grafts within 2004 cultivation period.

Key Words: Pistachio, in vitro, shoot tip, grafting, rootstocks
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1.GIRIS

Antepfistig1 (Pistacia vera L) Akdeniz, Orta Dogunun yar kurak bolgelerinde ve
Amerika Birlesik Devletlerinde yetistirilmektedir (Onay, 1996). P. vera L. tek
govdeli, 3-8 metre yiikseklikte, ta¢ sekli agaglarda agilmis semsiye seklindedir.
Tiirlin anavatam Giineydogu Anadolu Bdolgesi olup, Anadolu Pistacia cinsinin gen
merkezidir (Tekin vd., 2001). P. vera L. (antepfistig1) daha ¢ok Avrupa’nin Akdeniz
bolgelerinde, Kuzey Afrika’da, Orta Dogu, Cin ve Kalifornia’da yetisen dioik bir
bitkidir. Zohary (1952) tarafindan yapilan son monografik c¢aligma sonucunda
Pistacia cinsinin 11 tiiri oldugu belirtilmistir; P. atlantica, P.cabulica, P. chinensis,
P. falcata, P. integerrima, P. vera, P. kurdica, P. mutica, P. palestine, P. terebinthus
ve P. khinjuk’tur. Bunlarin 6 tanesi Tiirkiye’de yetismektedir (Davis, 1966).
Anacardiaceae familyasina ait tiir iligkisi floral morfolojiye gore yapilmistir (Wannan

ve Quinn, 1991).

Pictacia vera L. (antepfistig1) botanik agisindan;

Alem : Plantae (Bitkiler Alemi)

Bolim : Phanerogamae (Tohumlu Bitkiler)

Sif : Magnoliopsida (J.St. — Hil, Manolyagiller)
Takim : Sapindales (Juss, Sabun Agacigiller)
Familya : Anacardiaceae (Lindl, Sumakgiller)

Cins : Pistacia L.

seklinde siniflandirilmaktadir.



Sekil 1.1. P.vera L. (antepfistip) tag yapisi

Ayfer’e gore (1963 ve 1990) antepfistiginin yetistirildigi bolgeler kisin ortalama 7.0-
7.4 °C sicakliga sahip olmali ve 800-1000 m rakiml:i yerlerde yaz mevsimi boyunca
sicaklik y1lda 98-100 giin boyunca 30 °C iizerinde olmalidir. Antepfistig1 sulu tarimin
yapildigs Iran ve Amerika’da iyi {iriin vermektedir. Ancak, antepfistig1 Tiirkiye’de
Giineydogu Anadolu Bolgesi’nin taslik, kayalik, besin elementlerince yoksul ve
kiregli topraklarinda sulama suyunun simirl oldugu kosullarda yetistirilebilir. (Tekin,
2001). Antepfistigin en gok iiretildigi iilkeler, Iran, Tiirkiye, A.B.D., ve Suriye’dir
(FAO, 2004). Giineydogu Anadolu bolgesinde, 1995 yili itibariyle yaklagik 37
milyon antepfistigi agaci bulunmakta ve yaklagik 21 milyonunun verimli oldugu
bilinmektedir (Anonim, 1997).

Tiirkiye Diinya’da antepfistigi tiretimi yapan lider iilkelerden birisidir. Birlesmis
Milletler Gida ve Tarmm Organizasyonu (FAO) Tiirkiye’nin 2002 yili itibariyle
40.000 ton, 2003 yilinda ise 85.000 ton antepfistif: iirettigi rapor edilmistir. (Tablo
1.1



Bikeler Uretim miktari Ulkeler Uretim miktar1 |

| (Metrik ton) (Metrik ton)

| Iran | 310,000 . Tunus 800

| Tiirkiye ﬁ 85,000 Pakistan 200
[ABD. Z 52,620 Madagaskar | 160
§7QE1 § 28,000 | Morocco 50

| Yunanistan ; 8,500 | Kibris 15

| Italya 2.500 | Meksika | 7
éw(")zbekistan o ! 1,000 | Mauritius | 5

Tablo 1.1. 2003 yili antepfistig: tiretimi yapan tilkelerin tirettim miktart

Antepfistigimin  birgok ¢esidi  bulunmaktadir. Tiirkiye’de en ¢ok yetistirilen
antepfistig: cesitleri “Antep”, “Siirt”, “Bilgen”, “Kellegouchi”, “Miimtaz”, “Ohadi”,
“Sedifi” ve “Vahidi”dir. “Miimtaz”, “Ohadi” ve “Kellegouchi” iran’da, “Uzun” ve
“Kirmiz1” Tirkiye’de, “Red Aleppo” Suriye’de, “Aegina” Yunanistan’da, “Bianca”
Italya’da, “Mateur” Tunus’ta, “Larnaka” Kibris’ta, “Sirora” ise Avustralya’da
yetistiriciligi yapilan ve bu iilkelere 6zgii ¢esitlerdir (Vargas, 1985; Crane and
Maranto, 1988; Vargas vd., 1994).

Kirmiz1 ¢esidi: Erken olgunlasan (Eyliil basi) meyve kalitesi Uzun ¢esidine yakin
bir ¢esittir. Uzun ¢esidi kadar yaygin degildir (Atli, 2003).

Halebi ¢esidi: Orta mevsimde olgunlasan (Eyliil ortas1) meyve kalitesi Uzun ve

Kirmiz gesitlerinden tstiindiir. Verimi bu iki ¢esitten daha diisiiktiir (Atl1, 2003).

Uzun ¢esidi: Orta mevsimde olgunlasan (Eyliil ortasi) meyve kalitesi orta olan bir
¢esidimizdir. En yaygin olarak yetistirilen meyvesi oldukga lezzetli ve yesil iglidir

(Atl1, 2003).

Ohadi ¢esidi: meyve kalitesi Siirt ¢esidinden biraz daha iyi olmakla birlikte, verimi
diisiik, agac gelisimi zayiftir. Meyveleri Siirt gesidi gibi ge¢ (Ekim bast) olgunlagir
(Atl1, 2003).



Siirt ¢esidi: Sulu ve kuru kosullarda Uzun ¢esidinden %30 daha verimlidir. Ayni
zamanda Siirt ve Ohadi gesitleri Uzun, Kirmiz1 ve Halebi ¢esitlerinden 3 yil daha
erken iriin vermektedir. Iyi bakim yapildig taktirde her yil iiriin verebilir. Avrupa
birligi standartlarinda Siirt ¢esidi ¢ok iri meyve smifina girmekte, gerezlik olarak

talep gérmektedir (Atli, 2003).

Anadolu, Pistacia cinsinin gen merkezidir (Tekin vd., 2001). Antepfistifina anag
olabilecek Pistacia tiirleri, tabii florada bol miktarda bulunmaktadir. P. khinjuk
Stocks (Buttum), boyu 10 metreyi bulan, yaprak doken bir agag tiiriidiir (Sekil 1.2).
Cogunlukla Misir, Kuzey Irak, Iran, Kasmir’in dogusu (Kawashty vd., 2000) ve
Tiirkiye’de yetismektedir. Ulkemizde Gaziantep, Siirt, Hakkari, Bitlis ve kismen
Mardin illerinde yogun olarak bulunur. Mobayen ve Tregubove (1970)’e gore, P.
mutica ve P. khinjuk yillik 100-600 mm yagisin diistiigii alanlarda bulunabilirler. P.

khinjuk anaci kuru kosullarda yapilan asilama denemelerinde, gelisme ve tag

olusumu yoniinden P. atlantica, P.vera’dan daha iyi sonug¢ vermektedir (Ulusarag,
1992).

Sekil 1.2. P. khinjuk agaci ve tag yapist (Ozaslan vd., 2003)



Biiyiiklugii cali ile kiigiik bir agag arasinda degisen (yaklasik 2-6 m) P. terebinthus
(melengig, gitlembik) daha gok Orta Dogu ile Giiney Avrupa’da yetisir (Aydin ve
Ozcan, 2002). Hem kurak hem yagish kara iklimine adaptasyon saglamustir. Ince
govdecikleriyle ocak denilen yapiy: olustururlar (Sekil 1.3).

Sekil.1.3. a. P .terebinthus L.’ un ocak yapisi. b. P .terebinthus L.’un tohum ve
yapraklari (Ozaslan vd., 2003)

P. atlantica Akdeniz ve Ege bolgelerinde yetigen bir tirdiir. P. atlantica bu
bolgelerde P. mutica ile birlikte yetismektedir. Agaglar1 15-20 metre uzunlugunda
olmasindan dolay1 Pistacia cinsinin en uzun tiirtidiir (Sekil 1.4). Meyveleri P.

khinjuk meyvelerinden kiiciik, P. terebinthus meyvelerinden iri, basik ve yuvarlaktir
5



(Sekil 1.5). P. atlantica ¢dgiirlerinin ¢ok fazla yan dal olusturmasi, agilamada kabuk

kaldirdigy i¢in sorun yaratmaktadir ( Tekin, 2001).

Sekil 1.5. P.atlantica Defs.’in tohum ve yapraklarinin goriiniimii (Ozaslan vd., 2003)



P. mutica (Beyaz Sakiz) 6-7 m yiikseklikte, sik yaprakhi bir agactir. Bu tiiriin

meyveleri Iran ve Irak’ta yerli halk tarafindan tiiketilmektedir. (Baytop, 1999).

1.1. Tiirlerin 6nemi

Kuru’ya gore (1990), Tirkiye’de antepfistigi birgok nedenden dolayr énemli bir
tiriindiir. Fistigin genetik gesitliliginin merkezi Tirkiye'dir ve bolgeye ¢ok iyi bir
sekilde adapte olmustur. Antepfistig1 besin degeri olarak son derece zengindir, ve son
olarak, 6nemli bir ihra¢ Griintidiir. Pistacia tiirleri gida endiistrisinde ok genis bir
kullanim alanina sahiptir (Davidson, 1949; Tanker ve Tanker, 1990). Antepfistig
meyvesinden yemek yagi elde edilmektedir
(http://www.jrmushroomsandspecialties.com/oils/pistachio.html). ~ Meyvesinin tadi
¢ok giizel oldugu i¢in dondurma ve pasta imalatinda kullanilmaktadir. Diinyanin
bircok yerinde antepfistigi taninmig ve gerezlik olarak ragbet gormiistiir. Kiigtik
taneli antepfistigi aroma ve tat yoniinden iri olanlara gore iyi olmasma ragmen,
ticaret igin iri olanlar daha ¢ok kabul gormektedir. Tiirkiye’de P. terebinthus’tan
elde edilen yag hem besin olarak tiiketilmekte hem de sabun yapiminda ham madde
olarak kullanilmaktadir (Tanker ve Tanker, 1990). iri Buttum (P. khinjuk) meyveleri
yagl yapisindan dolay sabun imalatinda kullamimaktadir. P. ferebinthus meyveleri,
kahve ve cerez imalatinda kullanilmaktadir (Tekin vd., 2001). Fistik reginesi
yapistirict yapiminda ve bazi porselen, kemik, cam ve metal iiriinlerine parlaklik
kazandirma amagli kullamhir. Boya endiistrisinde kullanilan regine, ayrica alkolik ve
alkolik olmayan bazi igeceklerde, kozmetik iiriin ve parfiimeride, disgilikte dolgu
maddesi olarak yada kiirdan tiretiminde kullamlmaktadir (Baytop, 1999). Regine
geleneksel olarak sakiz gibi ¢ignenmekte; dudak kurumasi, bazi mide hastaliklar ve
solunum yollar igin antiseptik olarak kullamlmaktadir (Baytop, 1999; Tuzlaci ve

Aymaz 2001). Antepfistigr agaci yiiksek kalorili kdmiir iiretimi igin de uygundur.

Antepfist’min 100 gramlik bilesiminin, baz1 sert kabuklu meyve tiirleri ve sigir eti
ile besin degeri yoniinden kargilagtirilmasi Tablo 1.2°de verilmistir (Woodroof,

1982).



Tablo 1.2. Antepfistifi’nin sigir eti ve bazi sert kabuklu meyve tiirleri ile besin
degerleri yoniinden karsilastiriimasi (100 gram kuru meyvede).

Antepfistigi Badem Findik Ceviz Sigir eti

Protein (%) 23.5 19 12.6 14.8 13.6
Yag (%) 56.4 54 62.4 64 41
Karbonhidrat (%) 19 20 16.7 16.8 -
Ca (mg) 131 234 209 99 8
Fe (mg) 500 504 337 380 124
Na (mg) - 4 2 2 65
K (mg) 972 773 704 450 355
Vitamin A (mg) 230 0 - 30 80
Vitamin B, (mg) 0.67 0.24 0.46 0.33 0.06
Vitamin B, (mg) - 0.92 - 0.13 0.12
Vitamin B (mg) 1.4 3.5 0.9 0.9 33
Vitamin C (mg) 30 - - 2 -
Vitamin E (mg) 5.2 - - - -
Kalori 594 598 634 651 428
Nem (%) 53 4.7 5.8 3.5 44.8

Antepfistig1 agact (Pistacia vera L.) “Altin agac1”, meyvesi ise “meyvelerin kral1”
yada “krallarin meyvesi” olarak amlmaktadir(Ayfer, 1990). Genelde kirmizimsi-
kahverengi topraklarda yasayan Pistacia tiirleri farkli iklimlerde ve cesitli toprak
tiplerine adapte olabilirler( Joley, 1979; Woodroof, 1979). Ticari 6nemleri yaninda,
Pistacia tirleri stis bitkisi, golgelik ve erozyon kontroliinde riizgar perdesi olarak
kullanilir (Joley, 1979), 6rnegin; P. lentiscus ve P. terebinthus. Her dem yesil olan P.
lentiscus 'un biiylikligi cali ile kiigiik bir agac arasinda degismektedir ve siis bitkisi
olarak kullanilmaktadir (Joley, 1979). P.terebinthus (Melengig, Citlembik) ise uzun
govdeciklerinden dolay: riizgar perdesi i¢in uygundur (Agar, 2003). P. atlantica
parklarda siis afac1 olarak yetigtirilmektedir (Tekin vd., 2001). Yabani

antepfistiklarinin en 6nemli yaran ise anag olarak kullaniimalaridir.



1.2. Antepfistiginin kokeni ve tarihgesi

Dioskurides’e gore, Latin kelimesi olan Pistachio (Antepfistif1) “pissa”=sakiz ve
“aklomai”=iyilestirme kelimelerin tiiretilmistir (Onay, 1996). Aslinda, antepfistigina

saglia yararlt sakiz1 olan bitkide denilebilir.

Eskiden Linnaeus, Condolle, Boissier ve Engler gibi tinlii botanikgiler, antepfistig
bozkirlarinin oldugunu bilmiyorlardi (Bailey, 1947). Vavilova’a gore (1951)

antepfistiginin kékeni;

(1) Kuzeydogu Hindistan, Afganistan, Tacikistan ve Ozbekistan’1 i¢ine alan Orta
Asya.
(2) Kafkasya, Iran, Tirkmenistan daglar: ve Tiirkiye’yi i¢ine alan Orta-Dogu.

Agag, Avrupa’ya Hiristiyanhik donemi baslangicinda tanitilmigtir (Moldenke ve
Alma, 1952). Fistik gesitleri 800’1t yillarda 6nce Tiirkiye’den Suriye’ye, sonra ise
Italya’ya gétiiriilmiistiir. Antepfistigimn ana vataninin Tiirkiye oldugu yemis olarak
yenildigine dair arkeolojik kalintilar bulunmasiyla desteklenmistir. Giintimiizde daha
cok Iran, Amerika, Tiirkiye, Afganistan, Yunanistan ve Suriye’de yetistirilmektedir
(Onay, 1996). Ayrica ilk ticari plantasyonlar daha ¢ok Iran, Tiirkiye, ABD, Cin,
Afganistan ve vahsi antepfistiginin yetistigi yerlere yakin bolgelerdeki tilkelerdir.

1.3. Antepfistiginin geleneksel yollarla ¢cogaltilmasi ve gelistirilmesi

Antepfistiginin gogaltilmas tiim sert kabuklulann igerisinde en zor olamidir (Joley,
1979). Antepfistiginin geleneksel yollarla ¢ogaltilmas1 ve gelistirilmesi ¢ok zaman
alan pahah bir yontemdir. Antepfistigindan alinan gelikleri koklendirme oldukga
zordur. Gegmisten bu yana, antepfistiginmin ¢ogaltilmasi, tohumdan g:imleﬁdirilerek

yada elit klonlarin gézlerinin anaglara agilanmasiyla yaptlmaktadir.

Ulkemizde antepfistifn ii¢ sekilde ¢ogaltilmaktadir. Birincisi, dogada kendiliginden
yetismis anag olabilecek Pistacia tiirleri. ikincisi, Pistacia tiirleri tohumlarinin
ckilmesiyle elde edilen ¢6giirlerin {iretim bahgelerine dikilerek yerinde asilanmasi.

Uclinciisii ise tohumlarin tiiplere ekilmesi ve burada gelistirilerek asilanmasi
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sonucunda elde edilen asihi tiipli fidanlardir (Tekin vd., 2001). Bir meyve tiirii veya
¢esidinden alinan bir goz yada kalemin, anag {izerine yerlestirilmesine as1, yapilan bu
isleme asilama denir (Agar, 2003). Gaziantep Antepfistif1 Aragtirma Enstitiisii’nde
asil1 tliplii fidan tiretimi yapilmaktadir.

Tirkiye’de kullanilan antepfistif1 anaglar hala tohumdan elde edilmektedir. Ciinkii
bagarihh bir vejetatif ¢ogaltma metodu heniiz gelistirilmemistir (Onay, 2000).
Antepfistig1 i¢in 2 ¢esit ana¢ vardir; yasadiklan yerde asilama yapilan vahsi fistik
tiirleri ve ticari fistik bahgelerinin kurulmasina yarayan antepfistigy fideleri (Ayfer
vd., 1990). P. vera L. Siirt ¢esidi agilama sonrasi iyi gelisme gosterdigi icin tiir ici
asilamada en ¢ok kullamilan anagtir. Ancak tag¢ gelisimi ve verim yoOniinden P.
atlantica ve P. khinjuk’tan daha distk degerler verdigi belirtilmektedir (Ulusarag,
1992). Bir ¢ok yabani fistik anag olarak kullanilmaktadir. Pistacia mutica k6k dtigiim
nematodlarina karsi dayamikli oldugu Iran’in bir ¢ok bolgesinde ana¢ olarak
kullamlmaktadir (Sheibani, 1987). P. terebinthus’un, Phytophthora spp.’ne karsi
dayanikli oldugu Pontikis (1984) tarafindan rapor edilmistir. P. terebinthus yavas bir
gelistirme gosterdigi igin, asilama sonrasi bodur kalmakta ve erken, biiyiik ve kaliteli
meyve vermektedir. Gaziantep’te klasik asilamada genellikle P.terebinthus ve
P.khinjuk kullanilmaktadir. Antepfistif1 Arastirma Enstitiisti (Gaziantep)’nde yapilan
in vivo denemeler neticesinde Pistacia khinjuk (Buttum) anaci iizerine Siirt ¢esidi
agilanarak yapilan yetistiriciligin diger ana¢ ve gesitlerden {iistlin oldugu tespit
edilmistir (Atli, 2003). Astlamada ana¢ ¢ap1 gbz (tomurcuk) yada kalemin uyumu
i¢in yeterince bilyiik olmalidir. Clinkii antepfistif1 tomurcuklar: bir gok meyve agact
tomurcuklartyla karsilastirildiginda olduk¢a biiylik ve genistir (Joley, 1979;
Woodroof, 1979). P. atlantica ve P.integerrima anaglar1 nematod ve Verticillum
tiirlerine kars1 P. vera’ya nazaran daha dayamkldir. Buna karsilik Tiirkiye, Iran ve
bazi Orta Dogu iilkelerinde yeni bahgelerde P. vera anag olarak kullamlmaktadir.
Bunun sebebi, P. vera fidelerinin diger tiirlerden daha fazla yan kék vermesi ve daha
kalm govdeli olmas1 ve géz verme olgunluguna daha ¢abuk ulagsmasidir (Ayfer vd.,
1990). Giiniimiizde A.B.D’de UCB-1 hibrit anaci antepfistif1 iiretiminde en g¢ok
kullanilan iki anagtan birisidir (Almehdi vd., 2002). UCB-1, bir P. atlantica disi ve
bir P. integerrima erkeginin caprazlamasi sonucunda olusan tohumdan elde

edilmektedir.
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Antepfistiginin  gelikle tremesi zor oldugu i¢in, elit klonlardan alinan klonal
¢ogaltma tomurcuklarla yapilmaktadir (Onay vd., 2003). Antepfistig1 dig dollenme
gOsteren bir bitki oldugu i¢in yeni fideler genetik olarak olduk¢a degiskendirler.
Koklenme i¢in biyiik egilime ve diger uygun karakterlere (6rnegin; hastalik
rezistansi) sahip genotip kaynaginin se¢imi bagarili ticari tiretim igin ¢ok 6nemlidir
(Almehdi vd., 2002). Fideler arasinda morfolojik farkliliklar, agi-ana¢ arasindaki
uygunlugu oOlgiilebilir bicimde etkilemektedir (Almehdi vd., 2002). As1 anag
arasindaki uyusmazliklar tiirler aras1 yada varyeteler arasi asilamalan gerekli
kilmistir (Onay vd., 2003). Geleneksel asilamamn yararlarina ek olarak, siirgiin ucu
astlama digaridan gelen bulagiklik agisindan hizli ve verimli (Hartmann vd., 1997)
olmasi yaminda az farkhlagmis siirglin ucu dokulart asi-ana¢ uyumsuzlugunu
azaltabilir (Jonard, 1986). Siirgiin ucu agilama agaglarda gelistirme, genglestirme
ve/veya giiclendirme amagh kullamlmigtir (Revilla vd., 1996, Estrada-Luna vd.,
2002). Ticari olarak yetistirilen antepfistif1 plantasyonlarinin ¢gogalmasini engelleyen
temel sorun, iyi bitki materyallerinin yeterince g¢ogaltilmamasidir (Onay, 1996),
bunlardan biriside geleneksel agilamalardaki bazi1 zorluklardir. Ayrica, agilama yavag
ve pahalidir. Sonugta, uzun bir zaman diliminde az sayida bitki iiretilmektedir.
Bunun yaminda, antepfistigy, erkek ve disi ¢igekleri ayn agaclarda olan ve riizgarla
tozlanan bir meyve tiiriidiir (Atli, 2003). Sonugta meydana gelen fide populasyonlari
heterozigottur (Onay, 1996). Capraz déllenmeden dolayi, ticari antepfistiklar: hemen
hemen vahsi populasyonlar kadar degiskendir. Bundan dolay1, genetik varyasyonu
azaltabilen ve kontrollii dollenmeyi saglayan fiiretim stratejilerine ihtiyag¢ vardir

(Onay, 1996).
Bu c¢alismada, P. vera Cv Siirt’in P. khinjuk Stocks, P.terebinthus L., P. atlantica

Defs. ve P. mutica F. et M tiirleri lizerine in vitro slirgiin ucu asilama teknikleri

kullanmilarak ¢ogaltilmast amaglanmagtir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bitki kiiltiirii denilince akla tabiattaki bitkileri insanlarin yararina daha elverisli hale
getirmek i¢in kullanilan metotlar gelmektedir. Insanoglunun varolusundan bu yana
gosterilen gelisme ile giiniimiizde “doku kiiltiiri” adimt almistir (Kocagaliskan,
2002). Bu tarihi gelisim sirasiyla; klasik kiiltiirler, su ve kum kiiltiirleri, hiicre ve
doku kiiltiirleridir. Doku kiiltiirii, aseptik sartlarda, yapay besin ortaminda, biittin bir
bitki, hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku veya
organ gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel iiriinlerin (metabolitler
gibi) iiretilmesidir (Babaoglu vd., 2001). Bitki doku kiiltiirii teknikleri bircok amaca
hizmet etmektedir. Hizli tiretim, bitki 1slahi, sekonder metobolit {iretimi ve uzun
stireli koruma i¢in doku kiiltiirii teknikleri kullanilmaktadir. Ayrica nadir ve nesli

titkenmekte olan bitkileri tekrar dogaya kazandirmak i¢in doku kiiltiirti kullanilir.

Bitkilerdeki tiim farklilasmalar tamamen tersine doniisebilir. 1902 yilinda Alman
botanik¢i Gottlieb Haberlandt tiim bitki hiicrelerinin totipotens oldugunu, her
hiicrenin organizmaya ait genetik 6zellikleri igerdigini 6ne siirmiistiir. 1934 yilinda
Gautheret izole edilmis hiicreden, farklilagmamis hiicre kiimesi elde etmigtir. Bu
hiicre kiimelerine kallus denir. Kallus ortamda besin oldugu takdirde siirekli

boliinerek biiylime yetenegine sahiptir.

1958 yilinda Cornell Universitesi’nden bitki fizyologu Steward ve arkadaglari,
havucun kokiindeki sekonder floem hiicrelerini siv1 besi yerine aktarmislardir (Raven
ve Johnson, 1996). Sakaroz, bitki biiylimesi i¢in gerekli mineral ve vitaminleri igeren
ortamda, yeni hiicre kiimeleri olusmustur. Hiicre kiimeleri agara transfer edildiginde
slirgiin gelisimi meydana gelmis ve fide elde edilmistir. Boylece Haberlandt’in
hipotezi dogrulanmugtir. Steward vd. ilk somatik embriyogenesis olayim
gergeklestirmislerdir. Somatik embriyogenesis hizli ¢ogaltimda, sentetik tohum

iiretiminde ve gen aktariminda 6nemli bir potansiyele sahiptir.
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Eksplant, bitkiden alman ve in vitro doku Kkiiltirlinde kullanilan baglangig
materyalidir. Eksplant tek bir hiicre olabilecegi gibi, embriyo, meristem kallus, anter
gibi farkli dokular da olabilir. Eksplantin alindig1 bitkinin yasi1 ve saglikli olmasi,
eksplantin canli ve aktif olmasi, eksplantin alindifi dénem son derece Snemlidir

(Kocagaligskan, 2002).

Besin ortami, doku kiiltiiri ¢galigsmalarinda basariy1 6nemli Slgiide etkiler. Ortamin
biligimi, bitki materyaline ve yapilacak caligmaya gore degismektedir. Ortamu
olusturan maddeler inorganik elementler, bir karbon ve enerji kaynagi, vitaminler,

biiylime regiilatdrleri olarak gruplandirlabilirler.

Inorganik maddeler makro ve mikro olarak ikiye ayrlir. Makro elementler bitki
gelisimi i¢in mutlaka besin ortaminda ¢ok miktarda bulunmasi gereken
elementlerdir. Mikro elementler ise kullanim1 her zaman gerekli olmayan ortamda az

miktarda bulunanlardir.

Karbon ve enerji kaynagi olarak genelde sakaroz kullanilmaktadir. Thiamine,
nikotinik asit, pyridoxine vitaminleri yiiksek bitkilerin hiicreleri kiiltiire alindiginda
bitylime sinirlayici etkiye sahiptir.

Biiytime regiilatorleri (diizenleyicileri) doku kiiltiirli ortamlarinin en Onemli
unsurudur. Ozellikle kallus olusumu ve farklilasma {izerinde ¢ok etkilidirler. Bunlar
Oksin, sitokinin ve diger biiylime regiilatorleri olarak ii¢ gruba ayrilirlar. Indol asetik
asit, zeatin, zeatin ribozid, Giberellik asit, absisik asit ve etilen bitkilerce iiretilen
hormonlardir. Hiicre béliinmesi ve kallus olusumu i¢in bir oksin bazen bir sitokinin
gereklidir. Oksinlerin ayrica apikal dormansi, absisyon ve senesens olaym
geciktirme gibi gorevleri vardir. Sitokininler ise adenin derivativleridir. Bunlar iginde
en ¢ok BAP (6-Benzylaminopurine) en ¢ok kullamlandir. Hiicre boliinmesi, bitki

rejenerasyonu ve siirgilin cogaltiminda etkilidirler.
Malt ekstrat hiicre béliinmesini tesvik edici bir organik komplekstir. Kazein

hidrolizat (CH) 18 farkli amino asit kompleksi igerir ve canlimin azot ihtiyacini

karsilamada kullanilir.
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Aktif komiir, kiiltiir ortaminda bir¢cok organik ve anorganik molekiilleri absorbe
etmektedir ve bu madde bazi doku kiiltiirii sistemlerinde kullamlmaktadir. Etkisi tam
olarak bilinmemekle birlikte agardaki kontaminantlar1 ve kiiltiire alinan dokunun
salgiladigt sekonder {iirlinleri uzaklastirabilecegi; veya belirli endogen biiylime
regiilatérlerini muhtemelen ayarladigy kaydedilmektedir (Kocagaligkan, 2002).
Ayrica ortamin rengini koyulastirarak, toprak kosullarina bir yaklagma

saglamaktadir.

2.1. Mikroasilama ve gerekliligi

Doku kiiltiir tekniklerinden biri olan in vitro mikroagilama; bitki tiirlerine gore
biiytikliigii 0.1-0.8 mm arasinda degisen siirglin ucu pargasinin, binokiiler mikroskop
altinda, tohumdan yada in vifro mikrogogaltim yoluyla elde edilmis ve tepesi
vurularak degisik Dbigimlerde kesit acilmis anaglar iizerine steril kosullarda
yerlestirilmesi iglemidir (Baydar ve Celik, 1999). Mikro asi, 1980°li yillarda
gelistirilmistir (Burger, 1984; Jonard, 1986). Eger meristem in vitro’da gelismiyorsa
veya meristemden gelisen siirgiinler koklenmiyorsa bunlarin in vitro’da ¢ogaltilmig

anaclar iizerine asilanmas: gerekir.

Viriisle bulasik ana bitkiden direkt olarak aseptik 6n islemler ile ayrilan meristem
ucu yada meristem ucunun iz vitro kiltlirinden sonuglanan kii¢iik bir siirgiin ucu
viriis icermeyen anaca agilanmaktadir. Meristem ucu kiiltiirtiniin bagarisiz oldugu

tiirlerde viriissiiz stoklari firetmek i¢in bu islem kullanmlmaktadar.

Virlis eliminasyonu, meyve agaclarinda genellikle termoterapi ile meristem ucu
kiiltiirlerinden gelisen koklii siirgiinlere mikroagilama ile basarilmistir (Zimmerman
ve Swartz, 1994). In vitro siirgiin ucu agilama teknigi Citrus tiirlerinde %60-70
oranindaki bagaris1 ve %90 topraga sasirtmadaki basarist ile ticari liretimde Gnemli

bir uygulama alani1 bulmustur (Grosser, 1994).

Bagcilikta in vitro siirgiin ucu agilama, virlis icermeyen asma fidam elde etme
siirecini kisaltmakla beraber; ana¢ ve kalem iliskilerinin incelenmesinde (D’Khili
vd., 1995), hastalik etmenlerinin ayriminda (Roistacher ve Kito, 1977) ve hastalik

etmeninin tasinmasi ve yayilmasinin Onlenmesinde (Ellis ve Whervin-Van, 1986)
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kullanilmaktadir. Mikroasilama meyveli ve sert kabuklu meyveye sahip agaglan
gelistirme programlarinda hastaliksiz ag1 liretim amaciyla (Murashige vd., 1972;
Navarro vd., 1975), olgun siirgiin materyallerinin genglestirilmesinde (Francelet,
1979; Hackett, 1985) ve asilama birlikteliginin histolojik yapisini arastirmasinda
(Gebhardt ve Goldbach, 1988) kullanilan bir yéntemdir.

Asmada (Vitis vinifera L.) siirglin ucu kaynaginin in vitro mikroasilamada basari

tizerine etkileri Baydar ve Celik (1999) tarafindan incelenmistir.

Ayrica mikroagilama hizli ve iyi ¢ogaltim, genglestirme ve giiclendirme amacl
yapilabilmektedir. Pinus radiata D.Don‘min in vitro g¢ogaltmasindaki basariy:
artirmak i¢in mikro agitlama denemeleri yapilmistir (Fraga vd., 2002). Afrika’nmin
kurak topraklarinda yetisen ve tarimsal ormancilikta yaygin olarak kullanilan
Faidherbia albida’ da mikroasilama, genglestirme ve giiclendirme amaciyla
yapilmuistir (Danthu vd., 2002). Maun agacinda (Anacardium occidentale L.) siirgiin
ucu asilama yontemi hipokotil ve epikotil agilan karsilagtirttmig, hipokotilin daha iyi
gelisme gosterdigi gézlemlenmistir (Mneney vd., 2001).

Afrika’da Sudan ve Sahel’de yaygin olan hiinmap agact (Ziziphus mauritiana
Lam.)’min minyatiir as1 kalemleri in vitro da gelistirilmis olan fidelerin {izerine

asilanmistir (Danthu vd., 2004; Thimmappaiah vd., 2002).

Turnbull vd. (2002) tarafindan Arabidopsis thaliana’da pek ¢ok bitkisel siiregte rol
oynayan uzun-aralikli sinyallerin y6nii ve olusum yeri mikroasilama yoOntemi
sayesinde karsilagtirilmis ve bu sinyal yollaryla ilgili olan genlerin tespit edilmesi

i¢in Onciil bir caligma yapilmustir.

1970°li yillardan bu yana virlis ve benzeri hastalik etmenleri icermeyen bitki
yetistirmek i¢in bagta turuncgiller olmak tizere ¢ok yillik bahge bitkilerinde in vitro
slirgiin ucu agilama metodu birgok aragtirmact tarafindan kullamlmistir (Bitters vd.,
1972; Murashige vd., 1972; Navarro vd., 1975; Carvalho vd., 2002). Turunglarda
virtisten yoksun, verimli ve ge¢ yaslanan bitki yetistirmek icin Paiva vd. (1993),
Citrus limonia Osbeck’nin tohumlarim1 anag, Citrus sinensis L’in 'Seleta Folha

Murcha' ¢esidini ast kaynag: olarak kullanmustir. Yine, Kog¢ vd. (1988), Adana
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Cukurova bolgesinde yetistiricili§i yapilan Citruslarda siirgiin ucu asilama
denemeleri yapmiglardir. Navarro vd. (1983) viriis icermeyen seftali yetistirmek i¢in

in vitro siirgiin ucu agilama yontemini kullanmislardir.

Zeytin’de germplasm g¢ogalmas: i¢in yararhh ve efektif bir metot olan yarma as1

Troncoso vd. (1999) tarafindan denenmigtir.

Bademde (Prunus amigdalus) Prunus nekrotik halka viriisii (PNHV), Badem ciicelik
virlisti (BCV) ve Elma mozayik viriisii (EMV) lerini icermeyen bitki yetistirmek i¢in

Juarez vd. (1992) tarafindan bu teknik kullanilmugtir.

Ghorbel vd. (1998), bademin (Prunus dulcis (Miller) D.A. Webb) Achak ¢esidinde,
agilama tipinin, a1 kaynagimin ve agmin fizyolojik durumunun iz vitro mikroasilama
lizerine olan etkilerini aragtirmislardir. 4-6 haftalik stirglinler ile kiigiik apikal
tomurcuklar (3.0-5.0 mm), anaglar {izerine tepe yada T as1 yOntemiyle

aktarilmiglardir. Tepe asist % 82.1, T asis1 ise % 79.2 basar1 géstermistir.

Invitro’da gelistirilen Mercimek (Lens cidinaris Medik) siirgiinleri mikroasilamada

¢ok yiiksek basar gostermistir (Gulati vd., 2001).

Banerje vd. (2000) in vitro mikroasilama yontemiyle pamuk (Gossypium hirsutum

L.) bitkisini ¢ogaltmiglar. Mikroagilama denemelerinde %30 basar1 elde etmislerdir.

Ekonomik 6nemi olan Acacia senegal (Arabistan zamk: agaci) degisik eksplantlar
kullanilarak yapilan mikroagilama denemelerinde %60 basar elde edilmigtir (Palma
vd., 1997).

Diinya’da ve iilkemizde antepfistig1 (P.vera L.), bu tiiriin farkl ¢esitleri yada yabani
Pistacia tlirlerine asilanmaktadir. Yabani agaglar yash olduklarindan kuvvetli kok
sistemine sahiptir ve asiya gelmeleri i¢in beklemeye gerek yoktur. Ote yandan yabani

tiirler agilamadan 3-4 y1l sonra meyve vermektedir (Tekin vd., 2001).

Ferguson vd. (2002) ¢esitli tuzlar ve bor stresine maruz kalmus P. atlantica, P.

integerrima, IUCB-1 (P. atlantica X P. integerrima) anaglan iizerine P. vera L.
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Kerman ¢esidi asilanmis ve performanslart karsilagtirmiglardir. Farkli dort tuz
uygulamasi su yoluyla bitkilere uygulanmigtir. 10 mg/1 bor sabit tutularak, dort fakls
elektriksel iletkenlik; 3.5, 8.7, 12, 16 dS.m(-1) uygulanmigtir. Kerman’daki gelisim,
toplam yaprak alanindaki biiylimeye, gévde ¢apindaki genislemeye ve toplam ylizey
Ustii gelisime gore yorumlanmistir. Elektriksel iletkenligin 12’ye ulastigindaki
parametreler harig, tiim gelisme parametreleri tuzluluk arttiginda azalmistir. Fakat,
elektriksel iletkenlik 16 dS.m(-1) oldugunda, Kerman’in P.integerrima ve UCB-1
anaglari tizerindeki gelisimi, P.atlantica anacina gore daha iyi olmustur.
Yapraklardaki yaralanmalar as1 ve uygulamalarindan ve tuzluluktan ¢ok bor
toksitesine baglanmigtir. Yaralanmis yaprak dokularindaki bor konsantrasyonu 1000
ile 2500 mgkg(-1) arasinda degismektedir. Genelde, bor stresindeki bitki
yapraklarinda yaralanmalar azalmamig, tuz oram arttikga bitki yapraklarindaki
yaralanmalar azalmmstir. Buradan, Bor ile diger mineral besin elementleri arasinda i¢
sinerjistik iliski oldugu anlagilmaktadir. Fakat P. integerrima anacina asilan P.vera
en yilkksek seviyedeki tuzluluk biiyiik yaralanmalara neden olmustur. Bunun sebebi
beklide bor ile CI" ve/yada Na+ toksitesinin birlesimidir. P.vera, P.integerrima anaci
tizerine agilandiginda diger anaglara goére Steady-state porometre ile belirlenen
yaprak transpirasyonu, stoma iletimi ve klorofil konsantrasyonu, birlesmis tuzluluk

ve boru biiyiik miktarda diistirmiistiir.

Almehdi vd. (2002), antepfistifi anaglanmin (6rnegin; UCB-1) celikle kolonal
cogaltimi iizerine bir ¢galisma yapmuslardir. UCB-1, yaprakh gelikten 2 yagindaki bes
adet budanmis olgun fide-kokenli agaglarin kullamlmasiyla iiretilmistir. Ug siirgiin
boyu, ti¢ kesme pozisyonu ve ii¢ indol butirik asit (IBA) konsantrasyonu test
edilmigtir. Genotipler (agaglar), kesme pozisyonlari, 6rnek alim yillar1 arasinda
onemli koklenme farklibklari bulunmug. Fakat siirglin gelisimi ve IBA
konsantrasyonlan arasinda bir fark gézlemlenmemigtir. Genotip haricindeki tiim bu
faktorler bahge tesisi sirasinda kontrol edilebilir. Degerlendirme ve iiretim i¢in iyi
iirlin verme potansiyeline sahip genotipler se¢ilmelidir. Secilen UCB-1 agaglarindan
%40°tan daha fazla oranlarda koklenme elde edilebilir. Anaglarin klonal tiretimi

pratiktir ve bu ¢ok iyi genotiplerin gelistirilmesi i¢in firsat vermektedir.

Epstein vd. (2004) Verticillium dahliae tarafindan istila edilmis toprakta, iki
interspesifik melez antepfistify anacglart (UCBI ve PGII) ile V.dahliae’ya direngli
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P.integerrima ve V.dahliae’ya hassas P.atlantica anaglarmin 6liim oranlarim,
Verticillium solgunlufu simptomlarn orani, gelisme ve irlin  vermelerini
karsilastirmiglardir. 10 yil sonra, ag1 bolgelerindeki ksilemde V. dahliae 6rnekleri
alinmugtir. Sonug, hibrid UCBI’ya agilanan agaglarin P.integerrima kadar gelistigi ve
iiriin verdigini gostermektedir. Melez PGII anaci lizerindeki agaglar en az {iriinii
vermislerdir. Varyans analizi ve log-lineer modeller V.dahliae tarafinda istila edilmis
toprakta, ii¢ birlesim antepfistid1 iirlin verimini nemli oranda etkiler. Anag¢ as1
kuvveti ve infeksiyon boyutunu etkiler. Uglinciisii, infeksiyon boyutu ve as1 kuvveti
ters iliskilidir. As1 kuvvetinde gorsel kam olarak P.integerrima anaci iizerindeki
agaglar en gozde olmasina ragmen, govdedeki as1 bolgesinde %65 oraninda V.
dahliae infeksiyonu olmustur. Bu oran, P. atlantica’da %73 ve UCBI’da %25°tir.
Buradan, P.integerrima ve UCBI V. dahliae’ya karst direng icin en az bir farkl

mekanizmaya sahiptir denilebilir.

Werner vd. (2001) Pistacia x saportae Burnat hibritinin Verticillium infeksiyonlarina
diger popiiler anaglardan daha dayamikli oldugunu ileri siirmiiglerdir. Pistacia x

saportae, P. lentiscus ile P. terebinthus‘un hibritidir.

Onay vd. (1997), P.vera L.’nin somatik embriyolarimin farkli konsantrasyonlardaki
BA, absisik asit (ABA) ve sakaroz igeren MS ortamlarinda gelismelerini
karsilagtirmistir. Somatik embriyolarin olgunlagsmalar igin en iyi ortam, disiik
konsantrasyonlarda ABA yada BA (0.5 mg/l) ve %2-4 sakaroz igeren yada bitki

biiylime diizenleyicisi igermeyen ve % 6 sakaroz igeren stvi MS’dir.

Nikpeyma vd. (1995) P.vera’nin 3 kiiltiir ¢esidi (Kirmzi, Siirt ve Ohadi) ile radikiil
ucu alinmis 3 anag (P.terebinthus, P.atlantica ve P. khinjuk) kullanarak en iyi yan
kokii veren ve iyi gelisen tiir ve gesitleri belirlemek istemislerdir. 0, 250 yada 500
ppm GA3; muamelesi tiir ve gesitleri yapilmustir. 7 ay sonunda kiiltiir ¢esitlerinin
stirgiin ¢aplar1 (>7 mm), anaglarinkinden (<5mm) daha biiytik oldugu hesaplanmigtir.
Ayrica GA3 muamelesinin tutarli bir etkisi olmadig1 belirlenmigtir. 18 ay sonucunda,
Ohadi ve Siirt gesitlerinin gévde ¢aplan daha biiyiik ¢ikmugtir. En yogun kok sitemi
P. terebinthus’ ta gbzlemlenmis, bu tlirli P.atlantica takip etmistir. Bu iki tiirlin yan

kok sayis1 digerlerinkinden fazladur.
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Abousalim (1991), P.vera’ min tohumlarim1 sivi yart MS ortaminda ¢imlendirmis.
Ortama biiylime diizenleyicisi eklememis, 2, 4, 6, 8 yada 10 mg/l BA (benziladenin)
ortama eklenmigtir. Bilyime diizenleyicisiz kat1 MS ortamuna, 0.5, 1,2,4, yada 8 mg/1
BA eklemis ve bu ortamda P.atlantica tohumlarini ¢imlendirmistir. 14 giin sonunda
P. vera tohumlarinda en ¢ok siirgiin olusumu 6-8 mg/l BA igeren ortamda
g6zlemlenmigtir. 35 glin sonunda tiim kiilttirlerde vitrifikasyon (camlagma) meydana
gelmistir.1-2 mg/l BA igeren ortamda 35 giin sonunda P. atlantica kiiltiirlerinde en
fazla siirgiin olusumu gozlemlenmistir. BA’ nin 4 mg/ 1 ‘den diisiik oldugu ortamda
stirgiin olusumunda ani bir diistis olmugtur. BA’nin 1 mg/l oldugu ortamda en fazla

stirgiin ve tomurcuk olugmustur.

Ug ve koltuk meristemleri veya mevcut koltuk tomurcuklar: in vitro kiiltiire alinarak
¢ok sayida siirgiinlerin gelistirilmesi, bunlarin kéklendirilmesi ile de tam bitkilerin
elde edilebilir. Onay vd. (2000) olgun P. vera L.’nin nodal segmentlerinden multiple
stirglinlerini BA eklenmigs MS ortaminda {iretmek istemiglerdir. Maksimum siirgiin
tiretimi 8.8 uM BA igeren katt MS ortaminda kiiltiire alinan in vitro gogaltilmig
stirgtinlerden alinmig siirgiin uglarindan elde edilmistir. Cogalma hizi1 30. giinde
eksplant basina 20 mikrosiirgiindiir. Mikrostirgiinlerin kéklendirilmesi indol butirik
asit(IBA) ile desteklenmis MS ortaminda basarilmistir. Koklendirilmis bitkiciklerin
kisa bir aklimatizasyon periyodu sonrasinda bagimsiz gelistirme gosterdikleri farz

edilmigtir. Geligen bitkiler seraya aktarilmigtir.

Tiirkiye’de ilk defa antepfistiginda mikroagilama c¢alismalari Kuyucu (1995)
tarafindan yapilmus, Pistacia vera L. gesitlerinin agilamadaki basariyr etkiledigi

belirlenmigtir.

Biiyiikalaca vd. (1997), P.vera’mn Kerman ve Iran gesitlerinin embriyolarinin in
vitro’da gimlenmelerine en uygun ortamu belirlemek istemislerdir. Ug farkli kiiltiir
ortami kullanilmistir. Kati, biliytime diizenleyicisiz MS; kati, bitylime diizenleyicileri
ve sakarozdan yoksun yari MS; sivi, biiylime diizenleyicileri ve sakarozdan yoksun
yart MS. Tiim ortamlarda ¢imlenme meydana gelmis, 4 hafta sonunda tiim ¢imlenmis
fideler alt kiiltire aktarilmigtir. En iyi slirgin gelisimi yarn sivi MS ortaminda

gerceklesmistir.

19



Antepfistifinin ¢elikle tiremesi zor oldugundan antepfistifinin in vitro ve in vivo
mikro asilanmasi Onay (2003) tarafindan ¢aligilmigtir. P.vera’min Siirt ¢esidinin 3-5
aylik in vivo’da geligsmis fideleri as1 kaynagi, 12 giinliik in vitro fideleri ise anag
olarak kullarulmig. Siirgiin uglari ise 1, 5, 10 ve 30 yilhik aga¢lardan alinmistir. In
vivo mikroagillamada agi-anag arasinda iyi baglanti olmasi igin parafilm
kullamlmustir. [ vivo agilamalarda iyi biiyiime gelisme yine aksillar siirgiinde
saglanmigtir. Topraga sasirtilan bitkilerde herhangi bir problemle karsilagilmamagtir.

Otsu anaglar {izerine yapilan mikroagilamalar yararh bir teknigi ortaya ¢ikarmigtir.

Chatibi vd. (1998), 0.05 mg/l NAA, 0.2 mg/l IBA ve 1.0 mg/l BAP iceren Zigotik
(RA-Z) ortamda kiiltiire alinmis Pistacia vera L. cv. Mateur'nin in vitro’da
gelistirilmis meristem orijinli agilarimn kullamldig in vivo ve in vitro mikroasilama
denemelerinde % 70° den daha biiyiik bagar1 elde etmistir. Alt kismm yarilmis asilar
0.2-0.3 cm ¢apindaki anaglar lizerine oturtulmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bitki materyali

Aragtirmalarda anag¢ kaynagi olarak P. khinjuk Stocks, P.terebinthus L., P.atlantica
Defs., P. mutica F. et M. nin ir vivo’da yetigtirilen tohumlar1 ve P. vera L.’min Siirt
ve Uzun gesitlerinin tepe ve koltukalti siirgiinleri  kullamilmugtir. Tohumlar,
Gaziantep Havaalani civarindaki bahgelerden, Durnalik K6yt (Gaziantep), Mersin’in
Mut ilgesi ve Siirt’ten almmustir. Siirgiinler, Gaziantep Universitesi kampus alaninda
ve Gaziantep Fistik Aragtirma Enstitlisii’ne ait arazide yetistirilen antepfistiklarindan

alinmstir.
3.1.2. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar Calbiochem, Merck, Serva, Biolab ve Sigma

firmalarindan temin edilmigtir.
3.1.2.1. Kiiltiir ortammin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar

Biitiin ¢aligmalarda Murashige ve Skoog (1962)-MS doku kiiltiiri ortami
kullamlmigtir. MS ortaminin igerdigi kimyasallar ve bu kimyasallarin kullanilan

miktarlar1 Ek.1 de verilmistir.

3.1.2.2 Kiiltiir ortamlarma sonradan ilave edilen kimyasallar
a) Aktif komiir

b) Sitokinin hormonu

6-Benzylaminopurine (BAP, C;,H;Ns)

¢) Organik kompleksler

Malt ekstrakt
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Hidrolize kazein

3.1.3.Kullamlan Cihazlar

Etliv (Niive)

Fuji Film Fotograf Makinesi (S602 Zoom)
Hassas Terazi (Precisa M 160)

Isiticilt Manyetik Karistiric: (Velp)
Inkiibatér (Memmert 400)

PH metre (Inolab WTW)

Sterio Zoom Trinokiiler Aragtirma Mikroskobu (Soif SQF-D)
Steril Caligma Kabini

Otoklav (Niive OT 060V)

3.2.Yontem

3.2.1. Kiiltiir ortamlarimin hazirlanmasi
3.2.1.1. MS ortaminin hazirlanmasi

Ek.2.’de verilen oranlarda A, B, D stok soliisyon grubundaki kimyasallar tartilmig ve
dH,0 ile ¢oziilerek tizerileri 100 ml’ye tamamlanmigtir. Stok C’nin hazirlanmasinda
ise FeSO4. 7H,0 belirtilen oranda tartilmis ve 90 ml dH,O ile tamamlanmistir. Bu
¢ozelti karistirilarak 1sitilmis ve agik sari-berrak bir soliisyon haline getirilmigtir.
Daha sonra Na,;EDTA-2H,0 (Titriplex) ilave edilmis, ¢dzeltinin tamami1 dH,O ile
100 mI’ye tamamlanmig ve pH 5.5’e ayarlanmistir. Hazirlanan stok soltisyonlar +4
°C’de muhafaza edilmigtir. Stok soliisyonlar belirli araliklar ile kontrol edilmis ve
herhangi bir mikrobiyal bulagiklik saptandiginda yeniden hazirlanmigtir. 1 litre kiiltiir
ortaminin hazirlanmast igin stok soliisyonlardan 10’ar ml ve Ek.3.’de verilen
kimyasallardan da (agar haric) belirtilen oranlarda alinarak ¢ozelti, saf su ile 1 I’ ye
tamamlanmistir. PH, 1 M NaOH ve 1 M HCI kullanilarak 5,7 ye ayarlanmistir. Son
olarak agar ilave edilmistir (Can vd., 1992 a; Kog¢ ve Can., 1992).
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3.2.1.2. Hormonlarm hazirlanmas:

BAP hormonu stok halinde hazirlanmgtir. Kullanilan oranlarda tartilan hormon 1M
NaOH ile ¢6ziildiikten sonra saf su ile istenilen miktara tamamlanmistir. Hormon
ortama agar ilave edilmeden ve pH ayarlanmadan once ilave edilmigtir (Can vd.,

1992 a).
3.2.1.3. Organik kompleks ve aktif komiiriin ilave edilmesi

Tohum ¢imlendirmesi ve asilama sonrasi bitki gelistirilmesi i¢in MS besi ortamina
agar katilmadan once her zaman 1 gr/l aktif komiir, 250 mg/l malt ekstrakt ve 250

mg/1 Hidrolize kazein eklenmistir.
3.2.1.4. Kiiltiir ortamlarmn sterilizasyonu

Ortamlar 1 atm. basingta 121°C ‘de 15 dakika otoklavda sterilize edilmigtir (Can vd.,
1992 b).

3.2.2. Yabani fistik tohumlarinm in vitro’da gelistirilmesi
3.2.2.1. Tohumlarin sterilizasyonu

Dormansinin kirilmasi igin tohumlar +4 °C’ de devamhl siireyle buzdolabinda
bekletilmistir. Yabani antepfistiklarinin sterilizasyonu igin 5 farkhh fungusit
uygulamas: igine alan toplam 14 farkli sterilizasyon denenmistir. Sterilant olarak
%70’1ik etil alkol ve igerisine 2-3 damla Tween-20 bulunan degisik derisimlerde
sodyum hipoklorit, hidrojen peroksit ve 5 farkli fungusit kullamilmigtir. D1g perikarp
ve kabuk cikarildiktan sonra gekirdek ylizey sterilizasyonuna maruz birakilmigtir.
Son ¢aligmalarda; tohumlar ¢egsme suyunda ortalama 2-5 dakika daha sonra yine aym
siire deterjanli su ve Tween-20 kanigiminda bekletilmistir. Daha sonra yine ¢esme
suyunda ortalama 5 dakika bekletilmistir. Sonra %70’ lik alkol igerisinde 5 dakika
bekletilen tohumlar 1 defa steril saf sudan gecirilmistir. Daha sonra %15°lik sodyum
hipoklorit icerisinde 15 dakika bekletilmistir. 1 defa steril saf sudan gecirilen
tohumlar, % 70’lik alkolde 2 dakika bekletilmistir. Son olarak 3 yada 4 defa steril saf
sudan gegirilen tohumlar igerisinde steril kurutma kagidi bulunan steril petrilere

alinmagtir (Can vd., 1992 a; Kog vd., 1992).
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3.2.2.2.1. Sterilizasyon Teknikleri

Arastirma kapsaminda tohumlarda meydana gelen asir1 bulasikliktan dolay1 pek ¢ok
sterilizasyon yontemi denenmigstir. Asagida sterilizasyon yontemleri Tablo 3.1°de

verilmistir.

Tablo 3.1. Yiizey sterilizasyonlarinda kullanilan farkli yontemler.

Yontem I

Yontem 11

Cesme suyu ile yikama (5 dak.)
Deterjanli su + Tween 20 (5 dak)
Cesme suyu ile yikama (5 dak)
%70 Etanol ( 2 dak)

Steril dH,O ile yikama (1x)

%5 NaOCl (5 dak)

Cesme suyu ile yikama (5 dak.)
Deterjanh su + Tween 20 (5 dak)
Cesme suyu ile yikama (5 dak)
%70 Etanol ( 4 dak)

Steril dH,O ile yikama (2x)

%10 NaOCl (10 dak)

Steril dH,0 ile yitkama (1x) Steril dH,O ile yikama (1x)
%15 NaOCl (10 dak) %5 NaOCl (5 dak)
Steril dH,O ile yikama (3x) Steril dH,O ile yikama (2x)
Filtre kagidinda kurutma %5 H,0; (5 dak)
Steril dH,O ile yikama (3x)
Filtre kagidinda kurutma
Yontem 111 Yontem IV
Cesme suyu ile yikama (5 dak.) Cesme suyu ile yikama (5 dak.)

Deterjanli su + Tween 20 (5 dak)
Cesme suyu ile yikama (5 dak)
%70’lik Etanol ( 2 dak)

Steril dH,O ile yikama (1x)
%20’lik H,O, (10 dak)

Steril dH,0 ile yikama (2x)
%10’lukNaOCl (5 dak)

Steril dH,0 ile yikama (3x)
Filtre kagidinda kurutma

Deterjanlt su + Tween 20 (5 dak)
Cesme suyu ile yikama (5 dak)
%70’lik Etanol ( 2 dak)

Steril dH,0 ile yikama (1x)
%5’lik NaoCl (5 dak)

Steril dH,0 ile yikama (1x)
%20’lik H,O, (15 dak)

Steril dH,0 ile yikama (3x)
Filtre kagidinda kurutma




Yontem V

Yontem VI

Cesme suyu ile yikama (5 dak)
Deterjanli su + Tween 20 (5 dak)
Cesme suyu ile yikama (5 dak)
%70 Etanol ( 2 dak)

Steril dH,O ile yikama (1x)

%15 NaOCl (15 dak)

Steril dH,O ile yikama (2x)

Cesme suyu ile yikama (5 dak.)
Deterjanli su + Tween 20 (5 dak)
Cesme suyu ile yikama (5 dak)
%70 Etanol ( 2 dak)

Steril dH,0 ile yikama (1x)

%15 NaOCl (20 dak)

Steril dH,O ile yikama (2x)

%15 H,O; (15 dak) %15 H,O; (20 dak)

Steril dH,O ile yikama (3x) Steril dH,O ile yikama (3x)

Filtre kagidinda kurutma Filtre kagidinda kurutma
Yontem VII Yontem VIII

Cesme suyu ile yikama (5 dak.) Cesme suyu ile yikama (5 dak.)

Deterjanli su + Tween 20 (5 dak)
Cesme suyu ile yrikama (5 dak)
%70 Etanol ( 2 dak)

Steril dH,O ile yikama (1x)

%15 H,0, (20 dak)

Steril dH,O ile yikama (2x)

%20 NaOCl (20 dak)

Deterjanli su + Tween 20 (5 dak)
Cesme suyu ile yikama (5 dak)
%70 Etanol ( 2 dak)

Steril dH,O ile yikama (1x)

%20 H,0, (20 dak)

7.Steril dH,0 ile yikama (2x)
%20 NaOCl (25 dak)

Steril dH,O ile yikama (4x) Steril dH,0 ile yikama (4x)
Filtre kagidinda kurutma Filtre kagidinda kurutma
Ydintem IX

Cesme suyu ile yikama (5dak.)
Deterjanh su + Tween 20 (5 dak)
Cesme suyu ile yikama (5 dak)
%70 Etanol ( 5 dak)

Steril dH,0 ile yitkama (1x)

%15 NaOCl (15 dak)

Steril dH,0 ile yikama (1x)

%70 Etanol ( 2 dak)

Steril dH,0 ile yikama (3x)
Filtre kagidinda kurutma

Yontemlerin tiirlere gore gosterdigi farkliliklar Tablo 4.1°te gGsterilmigtir.
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3.2.2.2. Fungusit uygulamalan

Tohumlar sterilizasyon Oncesi degisik oranlarda ve siirelerde farkhh fungusit
soliisyonlar1 igerisinde bekletilmigtir. %80 thiram (tetramethylthiuram disulphide)
iceren Pomarsol Forte WP 80, %50 carbendazim i¢eren Cekudazim 50 WP, % 50
metalik bakir (Bakir oksikloriir) igeren Bakir WP, %50 Captan N-
(trichloromethylthio) cyclohex-4 ene-1,2-di carboximide igeren Captan 50 WP ve
%50 Benomyl Methyl 1-(butylcarbamoyl)-2-benzimidazolecarbamate iceren 5-
Dupont Benlate fungusitlerinin sulu soliisyonlar1 kullanilmigtir. Tohumlar bu
soliisyonlar igerisinde farkli siirelerde bekletilmis daha sonra yiizey sterilizasyonuna

maruz kalmiglardir.

3.2.2.3. Embriyo kiiltiirii cahsmalari

Sterlizasyonlardaki olumsuz sonuglardan dolay1 embriyo kiiltlirli 4 tliriin tohumlari
icin denenmigtir. Yiizey sterilizasyonundan sonra tohum embriyolarnn bisturi

yardimiyla trinokiiler altinda ¢ikarilmis ve MS ortamina aktarilmigtir.

3.2.2.3.1. Embriyo kiiltiiriinde kullanilacak tohumlarm sterilizasyonu

Sterilant olarak %70’lik etil alkol ve igerisine 2-3 damla Tween-20 bulunan %15°lik
sodyum hipoklorid kullanilmigtir. Tohumlar deterjanhi su ve Tween-20 igeren
soliisyonda 5 dakika bekletildikten sonra 5 dakika ¢esme suyunda durulanmistir.
%70’1lik alkolde 5 dakika bekletilen tohumlar 1 defa steril saf sudan gecirilmistir.
%15°lik sodyum hipoklorid igerisinde 15 dakika bekletilen tohumlar bir defa steril
saf sudan gegirilerek sonra %70’lik alkolde 2 dakika bekletilmigtir. Bu islemlerden
sonra 3 defa steril saf sudan gegirilen tohumlar icerisinde steril kurutma kagidi
bulunan steril petrilere alinmigtir. Trinokiiler mikroskop, degisik ebatlarda pens ve
bisturi yardimiyla kesip ¢ikarilan embriyolar MS ortamina aktarilmistir. Embriyo
kiiltiirii sonuglan Tablo 4.2°te verilmistir.

3.2.2.4. Tohumlarin in vitro’da ¢cimlendirilmesi

Yiizey sterilizasyonundan gegirilen tohumlar 30 ml ortam igeren erlen mayerlere

yada 15 ml ortam igeren cam tiiplere alinmuslardir. Bu amagla MS (1962) Bazal
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Ortamu (%3 sakkaroz ve %1 aktif komiir igeren) kullamlmistir. Ilk denemelerde
dormant tohumlarin daha iyi ¢imlenmesi i¢in 250 ppm ‘lik GA3 soliisyonlarinda 1
gece bekletilmistir. Tohumlarin en 1yi sekilde ¢imlendirilmesi i¢in MS ortamina ilave
olarak 4 farkli ortam P. mutica ve P.terebinthus iizerinde denenmistir. Bu amagla
tohumlar MS+5mg/l BAP+100 mg/l CH+100 mg/l MA, MS+5mg/l BAP+250 mg/l
CH+100 mg/l MA, MS+5mg/l BAP+500 mg/l CH+100 mg/l MA, MS+5mg/l
BAP+250 mg/l CH+250 mg/l MA ortamlar1 denemistir. Sonuglar tablo 4.3‘de
gosterilmistir. Stirglin ucu agillama denemeleri icin yetistirilen anaglar 250 mg/1
Hidrolize kazein, 250 mg/l Malt ekstrakt, 5Smg/l BAP hormonu ile desteklenmis MS

ortami ¢imlendirilmistir.

3.2.3. Siirgiin ucu asilama

3.2.3.1. Siirgiin sterilizasyonu

Sterilant olarak %70’lik etil alkol ve igerisine 2-3 damla Tween-20 bulunan %5’lik
ve %3’liik sodyum hipoklorid kullaniimigtir. Stirgiinlerin zarar gérmemesi igin, 2
parcadan olusan ylizey sterilizasyonundan gegirilmis. Asilamaya uygun olmalar i¢in
2 agamada siirgiinler kiigiiltiilmiislerdir. Birinci kisimda, strgiinler 5 dakika ¢esme
suyunda yikanmigtir. Deterjan ve Tween-20 iceren soliisyonda ¢alkalanarak 5 dakika
bekletilmigtir. 10 dakika siireyle ¢esme suyundan gecirildikten sonra % 70°lik
alkolde 2 dakika bekletilmistir. Bir defa steril saf sudan gegirilen siirgiinler %5’lik
sodyum hipoklorid igerisinde 5 dakika bekletilmistir. 2 defa saf sudan gegirilen
stirgtinler tekrar %70°lik alkole alinmig ve 30 saniye bekletilmistir. 3 defa steril saf
sudan gecirilen siirgiinler bu asamada kii¢tiltilmiislerdir. Sterilizasyonun ikinci
kisminda 30 saniye alkolde bekletilen siirgiinler %3’liik sodyum hipoklorid
igerisinde 2 dakika bekletilmigtir. Bu iglemlerin arkasindan 3 defa steril saf sudan
gecirilmigtir ve igerisinde steril kurutma kagidi bulunan steril petrilere alinarak,

agilamaya hazir hale getirilmistir.
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3.2.3.2. Siirgiin ucu agilama

Asih fideler 15 ml s1vi MS ortam igeren tiiplere aktarilmistir. Bu amagla %1 aktif
kémiir, 250 mg/l Hidrolize kazein, 250 mg/l Malt ekstrakt, 0.5 ml BAP igeren MS
ortami kullamlmugtir.

3.2.2.3.1. In vitro’da gelisen anaclar iizerine siirgiinlerin asilanmasi

Anaglar karanlik ortamda, in vitro‘da 26-28 °C’de gelistirilmistir. Aseptik kosullarda
gelisen yaklagik 7-9 cm uzunlugunda 20, 22 giinlitk anaglar iizerine ag1 kaynagi
olarak in vivo’da gelismis siirgiin uglari kullanilmistir (Sekil.3.1). Anaglar kotiledon
yapragin ist kismindan itibaren 4-5 cm burakilarak kesilmis, yiizey
sterilizasyonundan  gegirilmis siirglinler yarma ast yontemiyle agilan yarga
oturtulmus. Daha sonra agili bitki sivi MS ortamina aktarilmustir. Kiiltiirler 26-28
°C’de, los 1gikta klima odalarina yerlestirilmis, degerlendirmeler 6-8 giin sonra

yapilmigtir.

Sekil.3.1. Asilamalarda kullanilan koltukalt: ve tepe stirgiinleri
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4. BULGULAR

4.1. Sterilizasyon ¢alismalari

Tablo 4.1 de verildigi gibi, dort anag iizerinde birgok sterilizasyon denenmistir.
Ancak, P. khinjuk‘ta meydana gelen yogun kontaminasyondan dolayr V, VI, VII,
VIII nolu sterilizasyonlar sadece P. khinjuk i¢in uygulanmustir. IX. nolu sterilizasyon
siirgiin ucu agilama i¢in bitki yetistirmede kullanilmistir. Bu yonteme gore, dort anag
iizerinde bulagikhk orani: %23.4 (n=256). Tiirlerin in vitro’da ¢imlenme oranlari
sirastyla; P. mutica: %41.6 (n=120), P. khinjuk: %35.2 (n=102), P. terebinthus:
%20.4 (n=88), P. atlantica: %24.3 (n=123) tiir. P. terebinthus bulasiklik, diistik

¢imlenme orani ve in vitro’da cihiz gelisme gostermistir. Bundan dolayr mikro a1

i¢in uygun bir anag degildir.

Tablo 4.1. Farkli yiizey sterilizasyonlarinn tiirlerdeki ¢imlenme ve bulagikliga olan

etkisi
Tiirler
Yontemler P.mutica P.atlantica P.khinjuk P.terebinthus
B(%) | C(%) | B(%) | C(%) | B(%) | C(%) | B(%) | C(%)
| 66.6 12,5 0 33 100 0 54.2 16.6
11 87.5 0.4 19 42.8 33 44 58.3 33.3
111 352 37 0 22 T 222 37.5 25
v 70.8 0.8 11.1 40.7 FoiH 444 42 12:5
v - - - - 66 333 - -
VI - - - - 55.5 333 - -
VII - - - - 60 333 - -
VIII - - - - 59.2 40.7 - -
IX 129 41.6 352 243 17.8 852 53.5 20.4

B: Bulagik tohum sayisinin toplam tohum sayisina orani

C: Cimlenmis tohumlarin toplam tohum sayisina orani




Sekil 4.1. Kiiltiir ortaminda meydana gelen kontaminasyonlar

4.1.1. Fungusit uygulamalari sonuglar

5 farkhh fungusit muamelesine maruz kalan tohumlara yiizey sterilizasyonu
uygulanmis, kontrol grubu ile bir fark olmadig gozlemlenmistir.

4.1.2. Embriyo kiiltiirii

Embriyo kiiltiirti amact ile yapilan galismalarda yine MS ortami kullamlmustir.

Embriyo kiiltiiriinde gimlenen bitkilerin koklerinde yan kok gézlemlenememistir.

Tablo 4.2. Embriyo kiiltiiriinde tiirlerdeki ¢gimlenme ve bulagiklik oranlari.

Tiirler P.khinjuk | P.atlantica | P.terebinthus | P.mutica
Bulagiklik orani %100 %100 %70 %60
Cimlenme oram %60 % 0 %40 %33
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Sekil 4.2. P. khinjuk’ta embriyo kiiltiirii
4.2.1. Tiirlerin ¢imlendirilmesi

Nikpeyma vd. (1995) saptadig: gibi ¢aliyma sonucunda 250 ppm GAj; muamelesinin

tutarli bir etkisi olmadig belirlenmisgtir.

P.mutica P.terebinthus
MS (Kontrol) 22.2 218
MS+5mg/l BAP+100 mg/I CH+100 mg/l MA 40.0 18.1
MS+5mg/l BAP+250 mg/I CH+100 mg/l MA 46.6 16.6
MS+5mg/l BAP+500 mg/l CH+100 mg/l MA 44.4 18.1
MS+5mg/l BAP+250 mg/l CH+250 mg/l MA 41.6 20.4

Tablo 4.3. P. mutica ve P.terebinthus’ta 5 farkli ortamda ¢imlendirme oranlarinin
karsilagtirilmasi.

Tablo 4.3’te goriildiigii gibi MS ortami1 BAP ve Malt ekstrakt ile desteklenmig MS
ortaminda kiiltiire alinan tohumlarda ¢imlenme yoniinden pek bir fark olmadigi
anlasilmistir. P. mutica giiglendirilmis MS ortamina iyi adapte oldugu kéklerin kalin
ve yan kok sayisinin bol oldugu onciil ¢aligmada gézlemlenmistir ( Sekil 4.3).
Tiirlerin ¢imlenmesi uniform degildir. Ayni tiiriin baz1 tohumlar1 ekimden 8-10 giin
sonra ¢imlenirken bazi tohumlar 20 giinden sonra ¢imlenebilmektedir. 30 giinde
stirgiin kismindan bazi fideler kurumaya baslarken, aym1 zamanda kiiltiire alinmig

bazi tohumlarin ¢imlenme agamasinda oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. BAP, hidrolize kazein ve malt ekstrakt ile desteklenmis MS ortaminda
gelisen P. mutica

Sekil 4.4. 47 giinlik P. khinjuk(a) ve P. atlantica (b)

4.3.1. Siirgiin ucu agilama

In vitro‘da gelistirilmis toplam 22 bitkiye astlama yapilmistir. Asilamada kullanilan
tirler ve asi-ana¢ uyusmasi Tablo 4.4’te verilmistir. Goriildiigii gibi asi-anag
kaynagmasi meydana gelmemistir.

Tablo.4.4. Siirgiin ucu agilamada bagar1 degerleri

Tiirler As1 yapilmis anag sayisi Asi-Ana¢ uyusmasi
P. atlantica 6 -
P. khinjuk 13 -
P. mutica 3 -

- : Anag-siirgiin kaynagmasi var
+: Anag-siirgiin kaynagmasi yok
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Sekil 4.5. Yeni in vitro kiiltiire alinmuis P. atlantica ve P. khinjuk anaglari {izerine
agilanmug stirgiin uglari (a), Siirglin ucu agilamadan 5 giin sonra(b), Siirgiin ucu
agilamadan 15 giin sonra (c)

Sekil.4.6. 28 giin 6nce agilanmig P. khinjuk (a) ve P. atlantica (b).
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Sekil 4.7. P. terebinthus 'ta siirgiin ve kok gelisimi

Sekil 4.5 “te goriildugii gibi P. terebinthus in vitro’da denenmis tiim sterilizasyon
cesitlerinde bulagiklik, kiiltiir ortamlarinda gelisme ve ¢imlenme yoniinden anaglar

i¢inde en olumsuz sonuglar1 vermistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitki doku kiiltiirti teknikleri kullanilarak bitkiler daha hizli gelistirilebildiginden
dolay1, geleneksel agilamadaki anacin olgunlagma zamanim beklemeye gerek yoktur.
Antepfistiginda mikro asilama ile asihi bitkilerin olusumu daha erken yasta
gerceklestirilebilecektir. Kiigiik bir alandan, kisa siire igerisinde fazla sayida bitki
elde edilebilecektir. Ayrica yine bu teknikler —mevsime bagimlihg ortadan

kaldirabilmektedir.

Bu calismanin amaci antepfisiginin (P. vera) in vitro siirgiin ucu agilama yontemiyle
gogaltilmasi ve mikro asilama igin yontemine uygun tiir veya tiirlerin belirlenmesidir.
Antepfistigimin giiniimiizdeki en ciddi sorunlari; almagik tirtin verimi, toprak kokenli
fungus Verticillium dahliae, ge¢ olgunlasmadir. Bu ¢ahsmayla gevresel etmenlere
dayamkli popiiler anaglar igerisinden siirgiin ucu asilamaya uygun anag veya anaglar

belirlenmek istenmistir.

Anag¢ tohumlan karanlik ortamda ¢imlendirilerek fidelerin yumusak dokuya sahip
olmalant amaglanmistir. Citrus  tiirlerinde yaygin olarak kullanilan teknik
antepfistiginda denenmistir. Gaziantep ve ¢evresinde biiyiik oranlarda tarimi yapilan,
bu bolgenin ekonomisinde ve kiiltiirtinde biiyiik yeri olan antepfistifinin az masrafli

ve pratige aktarilabilir sekilde ¢ogaltilmas: arzu edilmistir.

Pistacia spp.‘in in vitro embriyo kiiltiirii ile ¢ogaltihgindaki olumsuzlugun nedeninin
genetiksel oldugu diisiiniilmektedir. In vitro‘da diisiik bir ¢imlenme orami oldugu
gozlemlenmistir. Kontaminasyon probleminden dolay1 denenen embriyo kiiltiinde

ciliz ve ince bir govde gelisimi gdzlemlenmistir.
Bu ¢ahigmada P.vera Uzun ve Siirt gesitlerinin stirgiinlerinin 4 farkli anaca

aktarilmas: denenmistir.  Oksin ve sitokinin faaliyetleri sonucunda bir kallus

meydana gelmesi ve dokularin birbirine kaynasmasi i¢in as1 ve kalemin kesik
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yiizeylerindeki dokularmn kargi karsiya gelmesi son derece onemlidir. Siirgiin ucu

agtlamada siirgiin ile anacin birbirine iyice temas etmesi igin yarma as1 denenmistir.

Farkli sterilizasyon yontemleri asiri bulasikligin ortamda gézlemlenmesinden dolay:
yapilmistir. Tablo 4.1°de gortldiigli gibi, yontem IX P. atlantica harig diger {g tiir
igin gerek iyi ¢gimlenme gerekse bulasikligi 6nlemede en iyi yontemdir. Ayni yontem
yiizey sterilizasyonunda biiyiik problemler ¢ikaran P. khinjuk tiirii i¢in 9 farkh
sterilizasyon igerisinden bulagiklik i¢in en diigiik degeri vermistir.  Sterilizasyon
tekniginin tiim tiirler i¢in aym olmasi ¢aligma sirasinda zaman kaybim Onleyecegi
gibi agilama sonrasi degerlendirme i¢in gereklidir. Boylece ayni sterilizasyona maruz
kalmis bitkilerin nasil bir geliseme gosterdigi test edilmis olacaktir. Fungusit
soliisyonuna tohumlar kabuklu yada kabuksuz sekilde farkli siirelerde konulduktan
sonra yiizey sterilizasyonuna maruz birakilmig fakat kontrol grubu (fungusitsiz)

tohumlari arasinda fark gozlemlenmemigtir.

Sekil. 4.1 “de goriildiigi gibi, tiim ¢aliyma boyunca bulagikliklar genelde Penicilium
spp., Aspergilus spp. ve Maya tiirlerinden meydana gelmektedir. Bu tiirler aflatoksin
iireten funguslardir. Aflatoksin agin toksik ve potansiyel kanserojen olan sekonder
kiif metabolitleridir. Gida maddesi olarak Tiirkiye, iran gibi Orta Dogu iilkelerinde

tiiketilen yabani tiirlerin tohumlar1 halk saghg: agisindan ciddi 6nem tasimaktadir.

Embriyo kiiltiirii olduk¢a zahmetli ve ¢imlenme oram diisiik bir uygulamadir. Ayrica
cimlenen tiirler oldukga cilizdir. Bu yiizden P. vera’da uygulanan embriyo yoluyla

¢ogaltim yabani tiirler i¢in uygulanmamustir.

Tablo 4.3’te goriildiigii gibi tiirlerin ¢imlenmesinde asir1 derecede bir farklilik
gozlemlenmistir. Ancak Malt ektrakt, hidrolize kazein ve BAP iceren ortamda
ozellikle P. mutica da kok gelisimi ve siirgiin boyunda kisa siirede iyi gelisme

gbzlenmistir.

Sekil 4.5 ‘te goriildiigii gibi P. terebinthus anacinin ¢imlenen tohumlari zayif bir
gelisme gostermistir. /n vitro’da denenmis tiim sterilizasyon gegitlerinde bulagiklik,

kiiltiir ortamlarinda gelisme ve ¢imlenme yoniinden anaglar ig¢inde en olumsuz



sonuglari P.terebinthus vermistir. Cimlenen anacin govde kalinhigr ¢ok ince

oldugundan siirgiin ucu asilama i¢in uygun degildir.

Tiim denemeler sonucunda in vitro da en iyi gelisen ve ¢imlenen tiir P.khinjuk tur.
Cimlenen bitkilerin kok yapisi oldukga kalindir. P. khinjuk bitkisinde Siirt kokenli
tohumlarin ¢imlenmesi Gaziantep kokenli tohumlara oranla diisiiktiir. Ancak

Gaziantep kokenli P.khinjuk tohumlarinda bulagikhik oram daha yiiksektir.

In vivo siirgiin uglarimin in vitro anag gdvdelerine gore biiyiikk olmalari, asilama
sirasinda bu siirglin uglarinin anag {lizerine tam olarak yerlestirilememelerine yol
actigindan, sonugta bir kismi agikta kalan bu stirgiin uglarinin kisa siirede kuruyarak

canliliklarim yitirmeleri mikroagilamadaki basarisizligin temel nedeni olabilir.

In vivo siirgiin uglarmin dezenfeksiyona ihtiya¢ duyulmast ve alindiklari dénemin
basariyr etkilemesi (Deogratias vd., 1991) diger dezavantajlardandir. /n vivo
bitkilerdeki fenolik bilesikler ile hormon icerikleri arasindaki denge doku kiiltiirii
¢ahigmalarim olduk¢a ectkilemektedir. Bu dengenin Antepfistiginda in  vivo
cksplantlarin doku kiiltiirii ¢aliymalarinda doku kararmalarina ve &liimlerine neden
oldugu bilinmektedir. Polifenol oksidaz ve peroksidaz aktivitesinin yiiksek oldugu
donemde dogadan alinan siirgiin uglarmn kullamldigi mikroagilarda, enzimatik
oksidasyondan dolayr as1 yerinde kahverengilesme goriilmekte ve as1 kalemi
kuruyarak kisa stirede canliligimi yitirmektedir (Poessel vd., 1980). Seftali (Jonard,
1986) ve kayisida (Deogratias vd., 1991) degisik dénemlerde alinan siirgiin uglariin
mikroagilamasinda basarinin peroksidaz aktivitesine bagh oldugu ispatlanmistir.
Eksplant icerisinde gizli bulunan (endojen) mikroorganizmalarin sebep oldugu diger

kontaminasyonlarda ise belirlenmesi ve giderilmesi de gii¢ oldugu bilinmektedir.

Stirgiin ucu agilamadaki basarisizhigin diger nedeni ise doku uyusmazhigi oldugu
tahmin edilmektedir. Siirgiin ucu asilama denemeleri vahsi tiirler ile kiiltiire alinmig
P. vera L. gesitleri arasinda meydana gelmesi bu sonucu ortaya ¢itkarmis olabilir.
Estrada-Luna vd. (2002) dikenli armut kaktiisii tiirlerinde (Opuntia spp.)
mikroagilama denemeleri yapmuslar, tiir-igi asilamanin tiirler-arasi asilamadan daha

bagarili oldugunu rapor etmislerdir.
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P.vera’nin siirgiinleri uzun siire dormant kalmaktadir. Bu siirgiin gozleri anag
iizerine asilandiginda siirgiin ile as1 arasinda bir kaynasma meydana gelmeyebilir. Bu
nedenle ag1 tutumu gergeklesmeyebilir. Bu konuda detayli ¢alismalarin yapilmasina

gereksinim duyulmaktadir.
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6. ONERILER

Yapilan dokuz farkli sterilizasyon ve fungusit uygulamalar sonucunda, gerek
¢imlenme ve gerekse kontaminasyon agisindan dort anacin hepsi icin Yontem IX en

basarili sonucu vermistir.

Turunggillerde yaygin olarak kullanilan teknigin Pistacia tiirlerinde uygulanmasinda
basarili sonug alinamamustir. Bagaril sonuglar elde etmek i¢in asagidaki uygulamalar

denenebilir.

1. Invitro’da gelistirilen siirgiinlerin siirgiin ucu agilamada kullanilmast.

2. In vitro’da gelistirilen geliklerden alinan siirgiinlerin siirgiin ucu agilamada
kullanilmast.

3. In vivo'da gelisen siirgiinlerin farklh donemlerde yada agaglarin farkli
yonlerinden alinmasi.

4. Farkli Antepfistgi cesitlerinin yada daha gen¢ agaglarin siirgiin ucu kaynag:

olarak kullanilmasi.
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EKLER

EK 1. MS Ortaminin Kimyasal Bilesenleri

KIMYASAL

NH4NO;

CaCl,. 2H,0
KNO3

H3;BO;

KH,PO4

KI
Na,Mo004.2H,0
CoCl,. 6H,O
MgS0O4. 7TH,0
MnSO4.H,0
ZnS04.7H0
CuS04.5H,0
FeSO4. TH,O
Na,EDTA-2H,O
Thiamine HCI
Pyridoxine HCI
Nicotinic HCI
Glycine
Myo-inositol
Sucrose

Agar

mg/l

1650
440
1900
6.2
170
0.83
0.25
0.025
370
16.9
8.6
0.025
27.8
37.3
0.1
0.5
0.5
2.0
100
30 g/lt
8-10 gr/lt
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EK 2. Stok Soliisyonlar

Kimyasallar

A-

H3;BO;

KH;PO4

KI
Na;Mo004.2H,0
CoCL. 6H,0

MgSO;. 7H,0
MnSO4.H,0
ZnS04.7H,0
CuS0,.5H,0

FeSO4. THO
Na;EDTA-2H,0

Thiamine HCI
Pyridoxine HCI
Nicotinic HCI
Glycine

Oranlar (mg/100 ml)

62
1700
8.3
2.5
0.25

3700
169
86
0.25

278
373

20

EK 3. Sonradan ilave Edilen Kimyasallar

Kimyasal

NHsNOs
CaClL,. 2H,O

KNO3;

Myo-inositol

Sucrose

Agar

mg/l

1650
440
1900
100

30 g/l
8-10 gr/l
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