EGE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

(YUKSEK LISANS TEZI)

SAKIZ AGACININ (Pistacia lentiscus L.) IN VITRO
KOSULLARDA REJENERASYONU UZERINE
ARASTIRMALAR

Deniz SENYAY

Biyomiihendislik Anabilim Dah
Sunus Tarihi: 29/12/2008

Tez Damsmani: Prof. Dr. Aynur GUREL

Bornova-izmir






III

Deniz SENYAY tarafindan YOKSEK LISANS TEZI olarak
sunulan “Sakiz Agacimin (Pistacia lentiscus L.) In vitro Kosullarda
Rejenerasyonu Uzerine Arastirmalar” baslikli bu ¢alisma E.U.
Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi ile E.U. Fen Bilimleri
Enstitiisii Egitim ve Ogretim Yonergesi’nin ilgili hiikiimleri uyarinca
tarafimizdan  degerlendirilerek savunmaya deger bulunmus ve
29/12/2008  tarihinde yapilan tez savunma smavinda aday

oybirligi/oycoklugu ile basarili bulunmustur.
Jiiri Uyeleri: imza

Jiiri Baskam : Prof Dr. Aynur GUREL ...,

Raportér Uye: Yrd. Dog. Dr. Murat ISFENDIYAROGLU.......................

Uye : Doc.Dr. Bahattin TANYOLAC oo,






v

OZET

SAKIZ AGACININ (Pistacia lentiscus L.) IN VITRO
KOSULLARDA REJENERASYONU UZERINE
ARASTIRMALAR

SENYAY, Deniz
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dah
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Aynur GUREL

Aralik 2008, 69 sayfa

Bu tezde, tibbi ve ticari agidan biiyiik bir 6nem arz eden Pistacia
lentiscus L. bitkisinin siirgiin nod eksplantlar1 ve tohumlarina farkl
sterilizasyon yontemleri kullanilarak, sterilizasyon prosediiriiniin
oturtulmasi ve dokularda meydana gelen esmerlesme — kararma
problemlerinin ¢éziimlenmesine ¢alisilmistir. Ayrica, farkli besin
ortamlar1 kullanilarak in vitro kiiltiir kosullarinda rejenerasyonlari

incelenmistir.

Bitkinin siirgiin nod eksplantlari ile yapilan ¢aligmada en yiiksek
stirglin olusumu ve canlilik orani, 3 mg/l Benzil Amino Piirin (BAP) ve
0,01 g/l Polivinilpirolidon (PVP) iceren WPM (Lloyd ve McCown, 1980)
ortaminda saglanmistir. %66,6 canlilik oran1 ve %2,2 siirglin olusum
orant elde edilmistir. Tohum c¢imlendirilmesi ve siirgiin gelisimi igin
uygun besin ortamlart belirlenmistir. Pamuklu ortamda ¢imlendirilen

tohumlarda %67,5 ¢imlendirme basaris1 saglanmistir. En iyi silirgiin
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gelisimi  ve c¢oklu siirgiinler 0,5 mg/l BAP igeren MS (Murashige ve
Skoog, 1962) besin ortaminda elde edilmistir. Eksplant basina ortalama
1,3 stirgiin sayis1 ve 3,6 nod sayisi elde edilmistir. 0,1 mg/l Giberellik
Asit (GA3) igeren MS besin ortamlarinda boylar1 uzayan siirgiinlerin, 1
mg/l Indol Butirik Asit (IBA) iceren MS besin ortamlarinda %353,3
oraninda koklenme basarisi saglanmistir. Tiim kiltlirlerde, 4000 lux
aydinlatma, 26+2°C sicaklik ve 16 saat aydinhik, 8 saat karanlhk

fotoperiyot kullanilmstir.

Anahtar Soézciikler: Pistacia lentiscus L., Sakiz agaci, in vitro,

sterilizasyon, kararma, rejenerasyon.
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ABSTRACT

RESEARCHES on IN VITRO REGENERATION

of MASTIC TREE (Pistacia lentiscus L.)
SENYAY, Deniz
M.Sc. in Bioengineering Department
Supervisor: Prof. Dr. Aynur GUREL

December 2008, 69 Papes

In this thesis, sterilization procedure was tried to be settled by
applying different sterilization techniques on shoot node explants and
seeds of Pistacia lentiscus L. and browning problem was tried to be
solved by these techniques. Furthermore, in vitro shoot regenerations

were investigated by using different culture media.

In this study, on the shoot node explants, the highest shoot
formation and viability was obtained by WPM (Lloyd ve McCown,
1980) media containing 3 mg/l Benzyl Amino Purine (BAP) and 0,01 g/l
Polyvinylpyrolidone (PVP). 66,6% viability ratio and 2,2% shoot
formation were obtained. Proper media was determined for seed
germination and shoot development. Seed germinated in cotton pad gave
a germination success with 67,5%. The best shoot development and
multiple shoot regeneration were obtained in the MS (Murashige and
Skoog, 1962) media containing 0,5 mg/l BAP. Average number of shoots

and nodes per explant were 1,3 and 3,6 respectively. The shoots, which
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had been elongated in MS media containing 0,1 mg/l Giberellic Acid
(GA3), were rooted with a success of 53,3% in MS media containing 1
mg/l Indole Butyric Acid (IBA).16 hours light and 8 hours dark
photoperiod conditions were used with 4000 lux illumination at 264+2°C

temperature as the culture conditions in all of the experiments.

Key Words: Pistacia lentiscus L., Mastic tree, in vitro,

sterilization, browning, regeneration.
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1. GIRIS

Pistacia lentiscus L., (Sakiz Agac1) Anacardiaceae familyasindan
olan, yesil ve aromatik yaprak 6zelligine sahip, birgok Akdeniz iilkesinde

yetisen sik ¢aliliklardir (Chryssavgi et al., 2008).

Tropik ve subtropik bolgelerde yetisen Pistacia lentiscus Ege ve
Akdeniz sahillerinde makilik alanlarda yaygindir. Her zaman yesil,
paripinnat (gift sayida yaprak¢igi bulunan tiiysii bilesik) yaprakli bir
bitkidir (Sekil 1a). Yapraklar tiiysii, yaprak¢iklar ucta dikensi ve sivridir.
Cicekler (Sekil 1b) salkim durumunda toplanmistir. Bitki halk arasinda
citlembik olarak bilinmektedir. Pistacia lentiscus bitkisinin bir varyetesi
olan Pistacia lentiscus var. chia 10m’ye kadar ylikselebilen, kigin
yapraklarim1 dokmeyen bir agactir. Dogal damla sakizi agacinin
yapraklar1 birlesiktir, li¢ ile dort koyu yesil parcanin birlesiminden
olugmustur ve piiriizsiizdiir (Akay ve Kivcak, 2004; Anonim 2008a).

(b)
(a)http://www jardineria.pro/wp-content/uploads/2007/06/pistacia-lentiscus.jpg
(b)http://www.nature-diary.co.uk/mallorca/images/pistachia-lentiscus-1.jpg

Sekil 1.1. (a) Pistacia lentiscus bitkisi (b) P. lentiscus yaprak ve ¢igekleri.


http://www.jardineria.pro/wp-content/uploads/2007/06/pistacia-lentiscus.jpg

Sakiz bitkisinin, halk sagligi alanindaki kullanimi, antik Yunan
zamanina kadar uzanan uzun bir gegmise sahiptir. Tibbi kullanimlar1 ¢ok
cesitlidir ve kaynatilarak hazirlanan regine ve toprak iistii kisimlar1 bogaz
agrisi, egzama, mide agrisi, bobrek taslar1 ve sarilik gibi hastaliklarin

tedavisinde kullanilmaktadir (Ljubuncic et al., 2005).

Elde edilen recine sakizi veya mastik, kozmetik ve parfiimeride,
tatlandirict olarak da gida teknolojisinde kullanilmaktadir. a—Tocopherol
(E vitamini) dogal olarak Pistacia yapraklarinda bulunur. Bu vitaminin
farmakolojik ozellikleri, genis anlamda dogal antioksidan olarak

kullanilmaktadir (Kivcak ve Akay, 2004).

Sakiz agaci, iliml iklimi ve toprak karakteristigi bakimindan Sakiz
Adasi’nin giiney kisminda iyi gelisim gosterir. Sakiz agaci, adanin diger
kisimlarinda da yetisir ancak sakiz iliretmez. Sakiz agaci, Mastichochoria
(dogal damla sakizinin yetistirildigi koylere verilen ad) koylerine
yayilmig limonsu balsam kokusuyla bilinir. Mastik, antik Yunanlilar,
Babiller ve Misirlilar tarafindan sakizdan tibbi kullanima kadar bir¢ok
alanda tirtin olarak kullanilmistir. Geleneksel olarak mastik, sindirim
sistemini iyilestirmede, agiz saglifinda ve besin katki maddesi olarak
kullanilmistir. Farmasotik sirketler hap, kapsiil ve kendinden emici
cerrahi siitiir Uiretiminde kullanmistir. Bu genis kullanim alan1 mastikin

toksikolojik giivenilirligine isaret etmektedir (Anonim, 2008b).

Dioik Pistacia lentiscus bitkisi termofilik bir tiirdiir. Ayrica
bitkinin bu termofilik yapisinin yaninda, kisin yliksek dona tolerans

ozelligi de mevcuttur. Bu tiir, biitiin y1l boyunca fenolojik aktivitesini
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devam ettirmektedir. Fenolojik evrenin, Kasim - Aralik arasindaki meyve
olusumuyla sonlanmasina ragmen, siirgiin gelisimi genelde Agustos veya
Eyliil sonunda bitmektedir. Bu P. lentiscus gibi Akdeniz tiirleri fenolojik
aktivitelerini giiz boyunca devam ettirdiklerinden, nadir olan erken

donlardan etkilenmektedir (Palacio et al., 2005).

Bitkisel materyallerin, steril kosullar altinda ve in vitro ortamlarda
rejenerasyonlart miimkiin olabilmektedir. Ayrica laboratuarda uygun
kontrollii ve steril kosullar altinda tam bir bitkiye rejenerasyon
saglanabilmesi, daha az c¢alisma alani1 gerektirmesi ve dogayi tahrip
etmemesi gibi avantajlara sahiptir. Geleneksel g¢elik yontemi ile sakiz
bitkisinin ¢ogaltilmasinda koklenmenin uzun slirmesi, basari oraninin
diisiik olmas1 ve adventif kok olusumunun zayif olugsmasi gibi sorunlarin
yanisira (Mascarello et al., 2007) tohumlarin 6zel ¢imlenme isteklerinden
dolay1, sakiz agacinin tohum yoluyla ¢ogaltilmasindaki zorluklar (Fayos
and Verdu, 1998) nedeniyle doku kiiltiiriiniin avantajlar1 ve 6nemi 6n

plana ¢ikmustir.

Bu proje kapsaminda, P. lentiscus bitkisinin in vitro kosullarda
rejenerasyon potansiyelleri incelenecektir. Sakiz bitkisinin tohum ve
sirglin ~ eksplantlar1  kullanilarak ~ farkli  kiiltiir ~ ortamlarinda
rejenerasyonlariin elde edilmesi amaclanmistir. Tibbi ve ekonomik
acidan ¢ok onemli 6zelliklere sahip olan bu bitkinin rejenerasyon yoluyla
in vitro kosullarda cogaltilmasi, iilkemiz ekonomisi agisindan c¢esitli

avantajlar saglayabilecektir.



2. LITERATUR BILDIRISLERI

2.1.Bitkisel Ozellikler

Sakiz bitkisi; Sakiz Adasi ve Cesme yoresinde dogal olarak
yasayan ve re¢inesinden yararlanilan bir bitkidir. Disi ve erkek cicekler
ayr1 bitkiler iizerindedir. Erkek bitkilerin sakiz {iiretim potansiyeli
disilerden fazladir. Dekoratif goriiniimii ve hos kokusu nedeni ile bahge

diizenlemesinde de kullanilabilir (Boztok, 1999).

Toprag1 ortmesi nedeni ile toprak erozyonunu da Onlemektedir.
Kokler 20-25 metre derinlige kadar uzanabilir. Bu nedenle, kurakliga
dayaniklilig1 incir ve zeytinden daha fazladir. Arazi yangini gibi kot
kosullarda bile kisa silirede kendini yeniler. Kiy1 bdlgelerinde tuza
dayaniklidir. Yavas gelisir ve 100 yildan fazla yasar. 5 yasindan itibaren
de sakiz salgilar. Bir kilo sakizin fiyati kalitesine gére 60—100 Dolar
civarindadir (Boztok, 1999).

Sakiz Adasi'nin dogal damla sakizi, antik c¢aglardan beri bilinen,
"skinari" veya "pixari" adiyla da anilan dogal damla sakizi agacindan
etrafa yayilan dogal bir re¢inedir. Bilimsel ad1 "Pistacia lentiscus var.
chia" veya "latifolia"dir. Antik caglardan gilinlimiize kadar, Sakiz
Adasi'n1 ziyaret eden doga bilimci ve gezginlerin ¢ogu dogal damla
sakizina ve dogal damla sakiz1 agacina 6zel bir ilgi gostermislerdir. Hepsi
neden dogal damla sakizinin Diinya'da yalnizca Sakiz Adasi'nin bu kiigiik

kesiminde iiretildigine bir agiklama getirmeye calismislardir. Bilimsel
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aciklamalar bu gercegi yeralt1 sularmma ve volkanlara, hatta genellikle
tliman olan iklime baglamislardir. Sakiz Adasi'nda kiglar 1limandir ve
sicaklik nadiren sifirin altinda 2—-3 dereceye diiser. Bu genel olarak tarim
i¢cin istenmeyen bir durum olsa da, dogal damla sakizi tiretilen kdylerin
yararinadir. Dogal damla sakizi agaglari; bol kiregtasl toprakta, tash ve
bereketsiz topraga gore daha iyi yetismekte ve daha uzun yasamaktadir.
Neme dayanamamaktadir; c¢linkii nemli toprak, hava almasim
zorlagtirmakta ve yasam siiresini kisaltmaktadir. Diizenli sulamaya
ihtiya¢ duyulur ve adadaki kurak donemlerde dogal damla sakizi

tiretiminde belirgin bir diislis goriiliir (Anonim, 2008a).

P.lentiscus’da erkek agaclar stres yoklugunda disi agaclara gore
daha yiiksek fotosentetik kapasite sergilerken, kuraklik stresinde esdeger
oranda fotosentetik kapasite ve diisiik su kullanim etkinligi gosterirler

(Nicotra et al., 2003).

P. lentiscus, geng donemde kazik kok ve bircok yan kok ile
karakteristiktir. Olgun donemde, yan kokler oldukca genisler ve sagaklar

olusturur (Mattia et al., 2005).

Dogal damla sakizi agacinin govdesi diiz degildir. Gengken agik gri
renkte, ileri yaglarinda kiil karasi rengindedir. Cam agaglarinda oldugu
gibi govdeden ayrilmasi zor olan "riknides" adiyla anilan g¢izgilerle
kaplidir ve piiriizliidiir. Kokleri boyu 20 metreye ulagincaya kadar biiyiir

(Sekil 2.1) ve yayilir (Anonim, 2008a).



http://chrisi-island.gr/images/chrisiSsm.jpg

Sekil 2.1. P. [entiscus kokleri.

Wyllie ve ark. (1990), P. Ilentiscus meyvelerinin ugucu
bilesenlerinde sirke, salata sosu ve zeytine aroma katmak i¢in kullanilan
fenolik yapili thymol ve carvacrol tespit etmislerdir. Fenolik bilesikler
genellikle dogal olarak sebze, meyve ve zeytinyagi ile sarap gibi
fermente {irtinlerde bulunmaktadir. Fenolikler, aromatik halka ve/veya
halkalarinda bir veya birden fazla hidroksil gruplar1 bulunduran organik

bilesiklerdir (Lule and Xia, 2005).

P. lentiscus tirii ilkbaharda ciceklenir, meyveler sonbaharda
olgunlagir. Siirglin gelisiminden birkag hafta sonra ¢igeklenme
gozlenir.Vejetatif biiyiime tamamen ¢i¢eklenme durumundan sonra (Mart
sonu) baslar ve Haziran’in ikinci haftasi biter. P. lentiscus, sonbaharda
sahip oldugu sayisiz meyvesiyle iiretkenlik yetenegi fazla gibi goriinse de
iireme basaris1 (tohum ve meyve olusturan ¢icek yiizdesi) cok diistiktiir.

Cok sayida ¢icek higcbir zaman meyve olusturmaz ve meyve gelisiminin
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farkli asamalarinda meyvelerini doker. Ayrica, bircok meyve
partenokarpiden, embriyo yoklugundan (Sekil 2.2.) veya bdcek

zararindan dolay1 tohumsuzdur (Palli and Aronne, 2000).

http://ebd10.ebd.csic.es/figs/newgalleries/fruits_spain/pictures/pict

Sekil 2.2. P. lentiscus tohumlarinda sirasiyla partenokarpi, embriyo yoklugu ve

tam tohum durumu.

Sakiz agaci plantasyonunun boyutlar1 yerlesim kosullarina baghdir
ve lokalize olmuslardir. Plantasyon genelde birka¢ diizineden fazla
degildir. Direkt giin 1s18inin gévdeye vurmasi ve 1sitmasi mastik
olusumunun artmasinda rol oynamaktadir. Ayrica agaclarin boyu, bize

plantasyon yas1 hakkinda bilgi verebilir (Triantafyllou et al., 2006).

Bu tiirler i¢in cinsiyet belirleme mekanizmasi bilinmemektedir.
Ciceklenene kadar bitkinin cinsiyeti anlasilamaz. Uretkenlik yas1 da 5
yildan once degildir. Pistacia vera bitkisinde Hormaza ve ark. (1994)
DNA markoérleri kullanarak 94 fide cinsiyeti belirlemis ve 1:1 cinsiyet
orani tespit etmislerdir. Disi bitkilerin eseyli liremedeki pay1 erkeklerden
daha fazla bulunmustur. Bu da disilerin gelisme ve yasamini devam

ettirebilmesi i¢in daha fazla enerjiye sahip olmasini gerektirmektedir. Bu
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nedenle, disilerin stres kosullar1 altinda erkeklere gore daha diisiik

hayatta kalma olasilig1 vardir (Verdu and Fayos, 1997).

Mastik, bitkinin govde ve kalin dallarinda ylizeysel yariklar
yapildiktan sonra 6zel aletlerle ekstrakte edilir. Bu islem, Temmuz’dan
Eyliill’e kadar 3 defa tekrarlanir. Regine, agacin gévde ve dallarindan yas
damlalar (Sekil 2.3) seklinde akar. Recine pihtilasmasi yaklagik 15 giin
kadar siirer ve sonra elle toplamr. Uriin, saydam kristal damlalar (Sekil
2.4) seklindedir. P. lentiscus‘da regine olusmasindan sorumlu olan regine
kanal sisteminin gelisimi, anatomisi ve dagilimi yapilan bir ¢alismada
arastirilmistir. Bu regine kanallari govde, yaprak ve koklerde sadece
vaskiiler sistemin floeminde bulunmaktadir. Tiibliler yapidaki bu
kanallarin yaninda epitel hiicreleri siralanir. Regine kanallarinin etrafi ise
sklerenkima lifleri ile desteklenmektedir. Kok ve govdedeki biitiin regine
kanal sistemi birbirinden ayrilmis olmasina ragmen, yapraklardaki
kanallarla birlikte siirekli bir sistem olusturur. Regine kanallarinin
yaprak, govde ve koklerde olusturdugu ili¢c boyutlu ags1 sistem dokularin
su tutma kapasitesini arttirarak bitkinin kurumasini onler (Savidis et al.,

1998).



Sekil 2.3. P. [entiscus’da gdvde ve dallardan akan re¢ine damlalart.

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/78/Mastic.jpg

Sekil 2.4. Saydam kristal sakiz damlalari.

2.2. Tibbi ve Ekonomik Ozellikleri

Mastik sakizi, geleneksel Yunan ilact olarak karin agrisi, sindirim
giicliigii ve peptik tilser gibi ¢esitli gastrointestinal diizensizliklerde

kullanilmaktadir. Modern zamanda ise, Akdeniz mutfaginda tatlandirici,
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sakiz yapimi, parflimeri, dis hekimligi ve peptik iilserden korunma

amaciyla kullanilmaktadir (Paraschos et al., 2006).

P. lentiscus L., ayrica antikanser ajani olarak oOzellikle gogiis,
karaciger, mide, dalak ve rahim kanseri tiimoérleri i¢in tedavi edici olarak

kullanilmigtir (Kordali ve ark., 2002).

P. lentiscus var. chia’dan elde edilen dogal bitki Oziitiiniin,
biyoaktif bilesenlerinin kombinasyonundan dolay1r antimikrobiyal
aktivitesi genis capta ¢alisilmaktadir. Bunlardan biri olan perillyl alkol
(POH), tiimdr kemoterapisinde kullanilmakta ve antianjiyogenik 6zellik
gostermektedir. Mastik yaginin, timor hiicre biiylimesini ve anjiyogenezi
durdurabilecegi  arastirilmistir.  Yapilan c¢alismada mastik  yagi
konsantrasyonu zamana bagli olarak K562 insan losemi hiicreleri
tizerinde, hiicre boliinmesine bagl olarak ¢ogalmay1 6nlemis ve apoptoz

etkisi gdstermistir (Loutrari et al., 2006).

Dogal bir regine olan mastik sakizinin, prostat kanser hiicrelerinde
maspin (tiimor baskilayic1 gen) ekspresyonunu diizenleyebilecegi
aragtirtlmistir. RT-PCR ve Western blotting yontemleri, transkripsiyon ve
translasyon  diizeylerindeki maspin  ekspresyonunu  belirlemede
kullanilmigtir. Raportér gen denemesi ile mastik sakizinin maspin
promotoru tizerindeki etkisi arastirilmistir. Mastik sakizi, maspin mRNA
ve protein ekspresyonunu uyarmistir ve maspin promotor aktivitesi

mastik sakizi uygulamasiyla arttirilmigtir (He et al.,2007).
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Uc¢ Pistacia tiiriiniin halk hekimliginde kullanilmasi agisindan
sitotoksisitesinin Brine-shrimp metodu kullanilarak degerlendirilmesi
arastirllmistir. Pistacia’larin iig tiiriiniin yapraklarindan hazirlanan etanol,
n-hegzan, metanol, etilasetat ekstreleri ve infiizyonlarina Brine-shrimp
(Artemia salina) metodu uygulanmistir. Artemia salina, tuzlu gollerde
genis populasyonlar halinde yasayan, giiniimiizde laboratuvar
deneylerinde kullanilan bir eklembacakl: tiirtidiir. P. /entiscus ve Pistacia
lentiscus var chia bitkilerinin yapraklarindan hazirlanan n-hegzan, etanol
ve metanol ekstrelerinin sitotoksik aktivite gosterdigi saptanmigtir.
Genelde halk hekimliginde kullanilan infiizyon ekstrelerinin ise
sitotoksik olmadigi saptanmistir. Bu bitkisel droglar halk hekimliginde
Ozellikle infuzyon seklinde kullanildigi i¢in sitotoksik aktivite
sonuglarinin olumsuz ¢ikmamasi droglarin halk hekimliginde kullanimi
acisindan Onemli bir olgudur. Sonug¢ olarak ii¢ drogun etilasetat ve
infuzyon ekstreleri disindaki ekstrelerinin Brine-shrimp metoduna gore

sitotoksik oldugu saptanmistir (Kivgak ve Akay , 2002).

2.3. Pistacia lentiscus Uzerinde Yapilan Calismalar

Huwer ve ark. 1999’da mastik reg¢inesinin Helicobacter pylori
bakterisini yok etmekteki potansiyelini aragtirmistir. P. lentiscus un ¢ogu
triterpenoid bilesenleri, recinenin asidik fraksiyonundan izole edilerek
tanimlanmistir. P. Lentiscus bitkisinin sadece yapraklarinda fenolik
bilesenler olarak, galloyl tiirevleri, flavanoidler, antosiyaninler ve bazi

sekonder metabolitler tespit edilmistir (Kaliora et al.,2005).
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P. lentiscus’un geng yapraklar1 azot ve tanence zengindir, ancak
olgun yapraklarla karsilagtirildiginda karbonhidrat igerigi bakimindan
fakirdir. Ayrica P. lentiscus, yar1 kurak Akdeniz havzalarina iyi adapte
olmustur ve tiir tizerindeki bu kuraklik baskisi, bu alanlardaki tiirii temsil
eden fertlerin sayisinda azalmaya sebep olmustur. Yapilan bir ¢caligmada
amag, Giliney Anadolu’da bulunan P. Ilentiscus’un toprak —bitki
etkilesimini agiklamaktir. Toprak analiz verileri, bu bitkinin kumlu—killi,
killi ve kumlu topraklar gibi farkli tipteki topraklarda yasayabildigini
gostermistir. Sakiz agacinin yetigebildigi topragin tuz orani dusiiktiir,
toprak 1liml pH’dadir ve az alkalidir. Bu tiir, az fosfor ve potasyumlu,
ancak farkli kalsiyum karbonat ve azot icerikli topraklari tercih eder

(Dogan ve ark., 2003).

Yapilan diger bir calismada, siiper kritik CO, ekstraksiyonu
uygulamasi ile ¢esitli basamaklarda CO, yogunluklarindaki artigla farkli
kompozisyonlarda {iriinler elde edilmesi, farkli bolgelerden toplanan P.
lentiscus yaprak ve meyvelerine ¢ok asamali ayirma uygulanmasi ve
hidrodistilasyon ile saglanan SFE (kademeli ayirma teknigi) iiriinlerini
kargilagtirmast amaglanmistir. Tiim 6ziitler GC/MS ile analiz edilmistir.
Cok miktarda p-pinene, p-phellandrene ve pf-caryophyllene tespit
edilmistir. Tiirkiye‘deki P. lentiscus ve P. lentiscus var. chia yaprak ve
dallarindan elde edilen ugucu yag bilesenleri (Cizelge 2.1) de GS/MS ile
tespit edilmistir (Congiu et al., 2001; Kiveak ve ark., 2004).

P. lentiscus’a ait her iki cinsiyetin fotosentetik 6zelliklerinin,

habitat dagilimi {izerine etkisinin arastirildig: bir ¢aligmada, doygun 151k



13

asimilasyonu ve stoma iletkenlik oranlar1 her iki erkek ve disi bitki icin
yaz boyunca ¢alisilmistir. Asimilasyon degerleri, aksama oranla sabahlari
daha fazladir. Kuraklik stresinin olmadigi (laboratuvar ortami) kosullarda
disi ve erkek bitkilerin yapraklarindan Olgiilen fotosentetik degerler
birbirine yakin ¢ikmistir. Dogal stres kosullar1 altinda, disi bitkide diisiik

CO, asimilasyonu ve stoma iletkenligi kaydedilmistir.

Gozlenen bu farkliliklar, fotosentetik aktiviteden ¢ok disilerdeki
yuksek su kullanma etkinligine bagli olan stoma kontrol kapasitesinden
kaynaklanmaktadir. Bu sonuglar, erkek bitkilerin yash komiinitelerindeki
ekolojik avantajinin, su alinimindaki yiiksek rekabetten kaynaklandigini

one stirmektedir (Correial and Barradas, 2000).

Cizelge 2.1. Pistacia lentiscus ve P. lentiscus var. chia bitkilerinin ugucu yag

bilesenleri* (Kivgak ve ark., 2004)

Dal Yaprak Dal Yaprak
BILESEN Reginesi | Reginesi | Reginesi | Reginesi
Yabani Tiir Kiltiir Tiirt
a-Phellandrene 2.3 - - -
p-Mentha-1,7(8)-diene 0.1 - - -
(= pseudolimonene)
a-Terpinene 1.1 - - -
Limonene 6.9 1.3 0.7 1.0
B-Phellandrene 6.5 0.4 0.8 0.6
Butyl-2-methylbutyrate - 0.4 0.1 -
(£)-B-Ocimene - - - 0.1
y-Terpinene 1.8 - - 0.2
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Cizelge 2.1. (devam)

Dal Yaprak Dal Yaprak
BILESEN Recinesi | Reginesi | Recinesi | Reginesi
Yabani Tiir Kiilttir Tiiri
(E)-B-Ocimene - - - 0.4
2-Methylbutyl butyrate 0.3 - - 0.4
p-Cymene 0.3 7.1 - 0.2
Isoamyl isovalerate - 0.1 - -
2-Nonanone - 0.3 0.3 0.4
a-Cubebene - - -
a-Pinene 19.4 0.5 0.5 -
3-Methyl butyl hexanoate (= 0.4 1.8 0.4 0.9
1soamyl hexanoate)
2-Nonyl acetate - -
(£)-3-Hexenyl-2-methyl i 0.1 - -
butyrate
a-Ylangene - 0.1 - -
Terpinen-4-ol 5.7 29.2 - -
Camphene 0.3 - - -
B-Pinene 2.8 1.1 0.1 -
Sabinene 23.2 1.8 - -
Myrcene 2.2 0.2 274 13.9
a-Copaene 0.6 1.3 1.3 0.9
2-Nonanol - 0.2 - 0.2
B-Bourbonene - 0.4 - 0.1
-Cubebene 0.3 0.7 0.9 0.5
trans-p-Menth-2-en-1-ol 0.1 0.6 - -
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Cizelge 2.1. (devam)
Dal Yaprak Dal Yaprak
BILESEN Recinesi | Recinesi | Recinesi | Reginesi
Yabani Tiir Kiiltiir Tiirii
B-Ylangene - - 0.1 0.1
Bornyl acetate 0.1 1.4 - -
B-Elemene 0.8 1.5 1.2 0.9
2-Undecanone - 2.8 0.9 1.9
o -Thujene 0,6 - - -
Isoamylbenzoate - 1.0 0.1 0.4
Dodecanoic acid - - 0.1 0.3
Benzyl benzoate - - - 0.4
Tetradecanoic acid (= myristic } - 0.1 0.2
acid)
Hexadecanoic acid - 0.4 0.1 0.5
Dodecanoic acid - - 0.1 0.3
Terpinen-4-ol 5.7 29.2 - -
Isoamyl octanoate - 0.7 - -
2-Methyl butyl benzoate - 0.2 - -
Cubebol 0.6 0.3 1.7 0.4
Dodecanol - - - 0.1
Isocaryophyllene oxide - 0.7 0.1 -
Caryophyllene oxide 0.3 33 0.5 0.3
(E)-Nerolidol - - - 0.3
Gleenol - 0.2 - -
1,6-Germacradien-5B-ol (= 0.4 - 0.6 0.2
Germacrene D-4f3-ol)
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Cizelge 2.1. (devam)

Dal Yaprak Dal Yaprak
BILESEN Recinesi | Reginesi | Recinesi | Reginesi
Yabani Tiir Kiilttir Tiiri
Humulene epoxide-II - 1.2 - -
cis-Calamenene - 0.8 0.3 0.4
cis-B-Terpineol - - - 0.2
Hexadecanoic acid - 0.4 0.1 0.5
Cubenol - 0.7 0.6 0.7
Terpinolene 0.5 - - 0.3
Terpinen-4-ol 5.7 29.2 - -
p-Methyl acetophenone - 0.3 - -
Cadina-1,4-diene (= cubenene) - - 0.3 0.3
Myrtenol - 0.2 - -
3,7-Guaiadiene - 0.1 - 0.1
2-Tridecanone - 0.1 - 0.1
(E)-Geranyl acetone - 0.6 - -
Germacrene-B 0.1 - - -
p-Cymen-8-ol - 0.5 - -
d-Cadinol (= alpha-muurolol) 0.1 0.8 0.6 0.9
Dimyrcene II-a - - 3.1 1.8
Elemicine - - - 0.2
a-Eudesmol - - 0.4 0.5
a-Cadinol 0.6 3.0 2.2 33
Dimyrcene II-b - - 1.3 0.6
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Cizelge 2.1. (devam)
Dal Yaprak Dal Yaprak
BILESEN Recinesi | Recinesi | Recinesi | Reginesi

Yabani Tiir Kiiltiir Ttrt
T-Muurolol 0.3 1.7 1.2 1.8
d-Cadinol (= alpha-muurolol) 0.1 0.8 0.6 0.9
Dimyrcene II-a - - 3.1 1.8
Elemicine - - - 0.2
T-Cadinol 0.2 - 0.8
1-epi-Cubenol 0.2 1.2 1.1 1.3
Elemol 0.2 0.2 0.8 0.6
Spathulenol - 0.5 0.1 0.1
(£)-3-Hexen-1-yl benzoate - 0.2 - 0.2
Dimyrcene I-a - - 0.2 0.1
Dimyrcene I-b - - 0.3 0.1
3,4-Dimethyl-5-pentylidene- . - - 0.2
2(5H)-furanone
Mint sulfide - - - 1.8
epi-Cubebol 0.2 0.2 0.8 0.2
T-Muurolol 0,3 1,7 1,2 18
a-Humulene 1.3 2.4 33 34
Cryptone - 0.8 - -
y-Muurolene 0.8 2.7 1.3 1.7
a-Terpineol 0.4 3.5 - 33
a-Terpinyl acetate 0.3 - 1.4 4.8
Borneol - 0.3 - -




18

Cizelge 2.1. (devam)

Dal Yaprak Dal Yaprak
BILESEN Recinesi | Reginesi | Recinesi | Reginesi
Yabani Tiir Kiilttir Tiiri
2-Undecanol - 0.1 - -
Germacrene D 14.1 0.7 21.7 20.1
a-Muurolene 0.6 1.8 23 1.4
Bicyclogermacrene 0.4 - 0.9 0.5
cis-Piperitol - 0.4 - -
(E,E)-a-Farnesene - - - 0.2
0-Cadinene 1.7 0.4 3.9 4.2
epi-Zonarene 0.1 - 0.4 0.4
2- Methylbutyl isovalerate 0,1 0,3 - 0,2
-Caryophyllene 7,2 10,8
v- Cadinene 0,1 0,6 0,3 0.4
Total 99.9 89.9 95.8 94.3

*Bilesen isimleri Ingilizce verilmistir.

Dogal bir ¢ali olan P. lentiscus igin, giibre olarak turbanin kismi

olarak kullanilmasinin biiyiime ve beslenme {izerine etkisi arastirilmistir.

Budama ve kentsel kati atiklar veya budama artiklar1 ile evsel atiklar

giibre olarak kullanilmigtir. Substrattan elde edilen sivi ekstraktlar

cimlenmeye zarar vermemistir. Ozellikle evsel atiklarin giibre olarak

kullanildig1 substrattaki bitkilerin biiylime ve beslenmesi, kontrol olarak

kullanilan turba bazli substrattaki bitkilerin biiylime ve beslenmesine
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gore daha iyidir ve fosfor tutma yetenegi olduk¢a artmistir (Ostos et al.,

2007).

P. lentiscus L. bitkisinde diisiik su kullaniminin biyokiitle dagilima,
kok morfolojisi ve solunuma etkisi arastirilmistir. Fideler, sera
kosullarindaki toprak dolu saksilarin i¢inde haftalik veya aylik sulama
yapilarak, 6 ay siireyle gelismeye birakilmislardir. Diisiik su kullanim
biitiin biyokiitlede giiclii olarak azalmaya neden olmustur. Su kisitlamasi
sekonder kok topolojisini etkilememistir. Yaprak ylizey alaninin kok
ylizey alanma oram1 aylik sulamanin yapildigi kosullarda yiiksek
cikmistir. Kuraklik, biiyiimeyi engelleyerek tiim fidenin morfolojisini ve

fizyolojisini etkilemistir (Cortina et al., 2007).

P. lentiscus yapraklarindan elde edilen ham ekstraktlarin tarimsal
patojenik mantar olan Phythium ultimum, Rhizoctania solani ve
Fusarium sambucinum tizerine antifungal aktivitesi arastirilmistir. Bir¢ok
durumda yapraklarin benzin eter, kloroform, etil asetat ve etil alkol
ekstraklar1 P. ultimum ve R. solani’nin gelisimini engellemistir (Kordali

et al., 2003).

Sakiz agaci celiklerinin koklenmesi lizerine yapilan bir ¢calisgamada,
celik alma devresi ve koklendirme acgisindan bitki biiylime
diizenleyicilerinin  degisik konsantrasyon ve kombinasyonlarinin
etkilerinin belirlenmesi amaciyla ¢eliklerin koklenme bdlgesindeki
fenolik maddeler ve bunlarin ¢elik alma devrelerindeki baslangic
diizeyleri saptanmistir. Koklendirme devrelerinin her iki yi1linda da Subat

doneminde en iyi sonuglar elde edilmistir. Birinci yilda en yiiksek
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koklenme orani (%76,6) ve kok adedi (5,8), 20.000 ppm dozda IBA
uygulamasiyla saglanmustir (Isfendiyaroglu,1999).

Pistacia tiiriiniin yangin sonrasi filizlenmesi ve topragi erozyondan
korumasi, Akdeniz iklim kosullar1 altinda isletim ve yeniden
agaclandirma caligmalar1 i¢in degerli olmasini saglamistir. Yapilan bir
calismada, tiirlin ¢imlenme ve hayatta kalmasini kontrol eden etmenler
belirlenmeye calisilmistir. Zamana bagli tohum canliligindaki kayip,
dormansi mekanizmasinin varligi, tohum c¢imlenmesini tesvik eden
kosullar ve ¢imlenme dinamigi arastirilmistir. Sonuclar, yil iginde ¢cabuk
cimlenme gosteren kisa silireli tohum bankasina sahip oldugunu
gostermistir. Isik ve sicaklik 6n uygulamasinin yapilmadigi durumda
tohum ¢imlenmesinde dormansi goézlenmemistir. Tohumun etli kisminin
soyulmasi ile bol ve uzun siireli yagis (>7 giin; >100 L-m™) ¢imlenme
icin gerekli olmustur. Tohum canliligi 1 yil sonra siddetli bir sekilde

azalma gostermistir (Fayos and Verdu, 1998).

2.4.Doku Kiiltiiriinde Karsilasilan Sorunlar

Doku kiiltiiri ¢aligsmalari i¢in eksplant hazirlama islemi sirasinda
yapilan kesimler nedeniyle ac¢iga ¢ikan bilesikler, ortamin veya
eksplantin kararmasina sebep olabilmektedir. In vitro kosullarda
oksidasyon iirlinleri, eksplantlara inhibitor etkisi yapmaktadir.
Kararmanin Oniine gecebilmek icin; kiiltlir ortamlarina antioksidant
(potasyum siyanit, askorbik asit, sistein, tiyoiire, PVP) ilave edilerek,
eksplantlar kiiltiir ortamina alinmadan once antioksidanlarla yikanarak,

inkiibasyonun baslangi¢ asamasinda 1s1ik yogunlugu degistirilerek veya



21

eksplantlar sik sik taze ortama aktarilarak ¢6ziim bulunmaya calisilmis ve
basarili sonuglar elde edilmistir (Compton and Preece, 1986; Hu and

Wang 1983).

Odunsu bitkilerin doku kiiltiirii ile ¢ogaltilmasinda diger bir 6nemli
problem mikroorganizmalarla bulasmadir. Bulagsmay1 dnlemek i¢in doku
kiiltiiriiniin ilk asamas1 olan sterilizasyon {iizerinde ©nemle durmak
gerekmektedir. Ortamdan ve eksplantlardan gelebilecek bulasmay1
Oonlemek i¢in ¢ok iyi bir sterilizasyon prosediirii olusturulmalidir. (Hu

and Wang 1983 ).

Doku kiiltiirii uygulamalarinda goriilen problemler ve ¢oziim

onerileri Cizelge 2.2 'de 6zetlenmistir (Kyte and Kleyn, 1996).

Cizelge 2.2. Yaygim doku kiiltiirii sorunlar ve ¢6ziim yollar (Kyte and Kleyn,

1996).
BELIRTILER NEDENLER COZUM ONERILERI
Eksplant 6liimleri Yogun dezenfektanlar Seyreltik dezenfektan kullanimi
Cok kuvvetli ortam Y2 veya Y4 katt ortam kullanimi
Zamanlama Farkli zamanlarda eksplant alma
Kiiltiiriin kararmasi ve gliimler Kontaminasyon Kiiltiiriin atilmas1 ve yeniden ortam
hazirlanmasi
Su problemi Su safliginin kontrolii
Yanlig ortam se¢imi Ortamin degistirilmesi
Asiri sicak Sicakligin azaltilmasi




22

Cizelge 2.2. (devam)

BELIRTILER NEDENLER COZUM ONERILERI
Eksplantin  yasamasi, ancak | Dormansi 1 ay siireyle soguklama

gelismenin olmamasi

Daha ¢ok zaman ihtiyact
Cok kuvvetli ortam
Yanlis ortam se¢imi

Cok sicak ve ¢ok soguk

Farkli zamanda eksplant alma
Eksplant transferi

Az yogun ortam kullanma

Ortam1 degistirme,

Nitrat ve tuz konsantrasyonlarimni
azaltma

Aktif komiir ve GAj; ilavesi
Sicakligin degistirilmesi

Cok yavas gelisme

Yanlis ortam se¢imi

Ortam degisikligi

Cok uzun ve calimsi siirgiinler

Cok az sitokinin

Hava ve/veya sitokinini arttirmak

Zayif siirgiin ¢ogalmasi

Cok az sitokinin

Hava ve/veya sitokinini arttirmak

Cok kisa siirgiinler

Cok fazla sitokinin

Sitokininin azaltilmasi

Cogalmanin olmamasi

Cok az sitokinin
Soguklama gereksinimi
Diistik sicaklik
Dormansi gerekliligi

Sitokininin arttirilmasi

4-8 hafta sogukta depolama
Sicakligin arttirilmast

3-8 hafta sogukta depolama

Kaln govde, kiiciik yapraklar

Cok fazla sitokinin

Sitokininin azaltilmasi

Istenmeyen kallus

Yanlis hormon kullanimi

Sitokininin azaltilmasi, oksinsiz
ortam, 1-5 mg/1 TIBA
(triiodobenzoik asit) ilavesi

Klorotik yapraklar

Kontaminasyon

Asir1 sicak
Yanlis formiilasyon

Kontaminasyonun indekslenmesi
veya kontrolil
Sicakligin azaltilmasi
Ortam degisikligi,
degistirme

azotu

Vitrifikasyon (Camsilagsma)

Osmozun bozulmasi

Cok fazla sitokinin

Hiicre duvarlarinda lignin

eksikligi
Yanlis agar
Kiiltiiriin yaslanmast

Sicakligr diislirme, havayr veya
agarl arttirma

Sitokininin azaltilmasi
Phloroglucinol ilavesi

Agar degistirme
Daha sik transfer yapilmasi

Zayif koklenme

Yanlis hormon dengesi

Sitokininin arttirilmasi

Kirmiz govdeler

Stres

Cok fazla seker

Cok az nitrat
Kiiltiiriin yaglanmast

Isik ve sicaklik degisikligi
Sekerin azaltilmasi
Nitratin arttirilmasi

Dabha sik transfer yapilmast




Cizelge 2.2. (devam)
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BELIRTILER

NEDENLER

COZUM ONERILERI

Bitkilerin oliimii

Kok olusmamast
Cok sicak ve ¢ok kurak
Patojenler

Yanlis toprak karisimi, pH,
nem ya da besin elementi

Kiltirde kokleri gelistirme, dip
kisimlara oksin uygulamast

Hava ve toprak  neminin
ayarlanmast

Patojenlerin test edilmesi
Aragtirma ve deneme

Zayif cogalma Yaslanma Kiiltirdeki zamanin kisaltilmasi
Hormonlarm arttirilmast ya da
degistirilmesi
Komiir ilavesi

Aborsiyonlar Patojenler Patojenlerin test edilmesi

Ortam Ortam degisikligi
Hava eksikligi Steril hava saglanmast

2.5.Pistacia lentiscus L.’deki Doku Kiiltiirii Calismalari

Bilimsel yayinlarda Pistacia lentiscus L. ile ilgili hiicre ve doku
kiiltiiri konularinda ¢ok fazla calisma bulunmamaktadir ve yapilan
caligmalarda istenilen sonuglar elde edilememistir. Projemize kaynak
olusturmas1 bakimindan diger Pistacia tirlerine ait doku kiiltiirii ve

cogaltim caligmalar1 incelenmistir.

Alderson ve Barghchi (1983) yaptig1 c¢alismada, Pistacia vera L.
(Antep fistig1) bitkisine ait, steril kosullarda gelistirilmis fidelerin ve
tohumdan ¢imlendirilmis 2 yasma kadar olan bitkilerin klonal
cogaltimini, gelistirdikleri prosediirler ile arastirmiglardir. Gelisen siirgiin
kiiltiirleri, P. vera L. nin siirgiin ucu ve nodal tomurcuk eksplantlarindan
MS (Murashige ve Skoog, 1962) ortamina 4 mg/l Benzil Amino Piirin

(BAP) ilavesi ile saglanmistir. P. vera L. nin siirgiin kiiltiirlerinde ise in




24

vitro’da 2.5 mg/l Indol Butirik Asit (IBA) igeren 2 MS ortaminda
koklendirilmeler gergeklestirilmis ve hormonsuz ortamda da kok gelisimi

icin alt kiiltiirlemeler yapilmistir (Barghchi ve Alderson, 1983).

Pistacia vera. L. bitkisinin in vitro rejenerasyonunu arttirmak i¢in
stirglin olusumu ve gelisimi iizerine glimiis nitratin etkisi arastirilmistir.
In vitro’da bliylimiis bitkiciklerden elde edilen nod eksplantlarinin besin
ortamlarina farkli bilesenlerdeki 6-Benzil Adenin (BA), Kinetin (KIN),
Giberellik Asit (GA3), ve Glimiis Nitrat (AgNO;) uygulanmistir. Ortama
48 uM AgNOs; ilavesi rejenerasyon sikligini ve siirgiin biiylimesini
arttirmis ve rejenere eksplantlardaki kallus olusumunu azaltmistir. En
fazla rejenerasyon (%100), 9 uM BA, 0.2 uM GAj ve 24 veya 48 uM
AgNO; igeren MS ortaminda elde edilmistir. Rejenere siirgiinler,
cogalma ortamindaki ii¢ alt kiiltiirden sonra /2 MS ortamina 12 uM Indol
Butirik Asit (IBA) ilavesi ile koklendirilmistir (Tokatl et al., 2004).

Fascella ve ark. (2004), Pistacia lentiscus ile yaptig1 diger bir
calismada vejetatif ¢ogaltimda olusan zorluklar1 6nlemek ve homojen
materyal elde etmek i¢in, belirli karakterdeki ekotipleri secip in vitro
kiiltiir icin denemislerdir. Sterilizasyon ve cogaltim denemeleri, belirli
zaman ve farkli birlesimlerdeki beslenme ile yliriitiilmistiir. Aseptik
eksplantlar, deterjan soliisyonu, etanol (%70) ve NaClO (%]1.2 aktif klor)
uygulamasi ile saglanmistir. Baglangig asamasinda McCown ortaminin
makro ve mikro elementleri kararma sorununu azaltmis, MS ortami

tuzlari ise siirglin olusumunu saglamistir (Fascella et al., 2004).
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Taskin ve Inal (2005), yaptiklari calismada, iilkemizde sayisi
giderek azalmakta olan Sakiz agacinin (Pistacia lentiscus L. var. chia)
apikal siirgiin uglarmi, farkli konsantrasyonlarda bitki biiylime
diizenleyicileri ve antioksidanlar iceren MS, Gamborg BS5 (1968) ve
DKW (Driver ve Kuniyuki, 1984) ortamlarinda kiiltiire almiglardir. Yaslh
agaclar ve gen¢ fidanlardan alinan materyallerde fenolik bilesiklerin
etkisinden dolay1 geligebilir 6zellikte rejenere siirglin veya organogenez

goriilememistir (Taskin ve Inal, 2005).

Sakiz bitkisinin ¢ogaltim1 tohumla yapilabilir, ancak genotipler
arasinda cesitlilik olusur. Etkili ¢ogaltim prokoliinii olusturmak amaciyla
yabani tiirin tohum ve geng c¢elikleri, in vitro ve in vivo Kkiiltiir
ortamlarinda denenmistir. Cimlenme oranini arttirmak icin, tohumlar
birkag giin 4°C’de bekletilmistir. Ayrica HCI ile tohumlarin asindirilmasi
ve GAj; uygulanmasi, tohum c¢imlenme oranini arttirmistir. Yapilan
denemelerden sonra en iyi siirgiin gelisim orani (eksplant basma 3,5
sirgiin) 0.5 mg/l BA ilavesi ile in vitro g¢ogaltimla saglanmistir.
Koklendirme denemeleri i¢in Indol Butirik Asit (IBA) ve Naftalen
Asetik Asit (NAA) eklemelerinden sonra, fazla sayida ve uzunlukta
kokler 0.5 mg/l NAA uygulamasi ile elde edilmistir (Mascarello et al.,
2007).

P. lentiscus L. ile yapilan bir c¢alismada, oOncelikle farkli
sterilizasyon yontemleri kullanilarak, sakiz agacinda doku kiiltiirii
uygulamasinda sterilizasyon prosediiriiniin oturtulmast ve dokularda

meydana gelen kararma ve kontaminasyon problemlerinin ¢éziimlenmesi
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amaglanmistir.  Ayrica, kullanillan in vifro kiiltiir ortamlarinda
rejenerasyon tipleri de incelenmistir. En yiiksek sterilizasyon basarisi
(%60) eksplantlara, %70’lik etil alkol (10 dakika) ve %5’lik NaOCI (7
dakika) uygulanan sterilizasyon yontemiyle elde edilmistir. 5 mg/l BAP
ve 45 g sakkaroz iceren MS ortaminda %10’luk basari ile en fazla siirgiin

olusumu saglanmistir (Kuddar, 2007).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1.Materyal

Cesme-Alacat1 kosullarinda yetismekte olan iyi gelismis erkek bir
Pistacia lentiscus bitkisinin (Sekil 3.1) siirgiin nod eksplantlar1 ve Ege
Ormancilik ve Arastirma Enstitlisti'nden temin edilen tek disi agaca ait

tohumlar (Sekil 3.2) materyal olarak kullanilmistir.

Sekil 3.1. Arastirmada kullanilan erkek sakiz agaci.



28

http://www.arbolesornamentales.com/Pistacialentis.]

http://www.ars-grin.gov/npgs/images/sbml/Pistacia_lentiscus Olnsh.j

Sekil 3.2. P. lentiscus L. bitkisine ait ¢i¢ekler ve tohumlari.
3.2.Metod

Aragtirmada, erkek agagtan alinan siirglin nod eksplantlarinin
ylizey sterilizasyonlari, siirglin olugturma ortamlarina aktarilmalar1 ve
ayrica disi sakiz agacindan saglanan tohumlarin sterilizasyonu,
cimlendirilmeleri, siirglin  gelisim  ortamlarina transferleri ve
koklenmeleri seklinde iki ayr1 deneme olarak calisilmistir. Yapilan
calismada farkli sterilizasyon yontemleri kullanilmistir.  Steril
materyaller, degisik bitki biliylime diizenleyicileri kombinasyonlarina
ve/veya adsorban maddelere sahip MS (Murashige ve Skoog, 1962) ve
WPM (Lloyd ve McCown, 1980) ortamlarinda kiiltiire alinmiglardir.

3.2.1.Besin ortamlariin hazirlanmasi

Aragtirmada mineral maddeler, vitaminler, bitki biiylime

diizenleyicileri ve agar iceren MS ve WPM besin ortamlar1 kullanilmistir

(Cizelge 3.1).


http://www.arbolesornamentales.com/Pistacialentis.j
http://www.ars-grin.gov/npgs/images/sbml/Pistacia_lentiscus_01nsh.jpg
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Cizelge 3.1. MS ve WPM besin ortamlarinin igerik ve miktarlari.

Maddeler MS besin ortamindaki| WPM besin ortamindaki
miktarlar (mg/1) miktarlar (mg/l)

NH4NO; 1650 400
KNO; 1900 -
K,S0O4 - 999
Ca(NOs), - 386
MgS0,.7H,O0 370 180.7
MnSO,.4H,0 22,3 22,3
ZnS0O,4.7H,0 8,6 8,6
CuS0,.5H,0 0.025 0.25
H;BO; 6,2 6,2
KH,PO, 170 170
Na,Mo00,.2H,0 0.25 0.25
CaCl,.2H,0 440 72.2
KI 0.83 -
CoCl,.6H,0 0.025 -
myo-Inositol 100 100
Tritriplex(Na,EDTA) 37,3 37,3
FeS0O,4.7H,0 27,8 27,9
Nikotinik asit 0.5 0.5
Pridoksin-HCI 0.5 0.5
Tiamin-HCI 0.1 1.0

Siirgiin gelisimi icin kullanilan besin ortamlarini hazirlamak iizere,

onceden olusturulmus stok soliisyonlardan 1 litre i¢in gerekli olan
miktarlar beherlere aktarildiktan sonra ortamlara, biiyiime diizenleyicileri

ve/veya adsorbanlar Cizelge 3.2°de belirtilen miktarlarda ilave edilmistir.
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30 g/l sukroz eklenen ortamlar, distile su ile 1 litreye
tamamlanmistir. Sukroz iyice eridikten sonra seyreltilmis NaOH
(sodyum hidroksit) ve HCI (hidrojen kloriir) kullanilarak pH= 5.8’e
ayarlanmigtir. 7 g/l agar ilave edildikten sonra devamli karistirilarak
kaynama sicakligina kadar 1sitilan ortamlar, sicak olarak cam
kavanozlara, her biri yaklagitk 30’ar ml olmak iizere dokilmistiir.
Agizlar1 cok siki olmayacak sekilde kapatilan kavanozlar, otoklavda
121°C’de 15 dakika sterilize edilmislerdir.

Cizelge 3.2. Erkek agactan temin edilen nod eksplantlarinin aktarildiklar: besin

ortamlart.

Ortam | Besin Ortamlan Il)zllltzlzlnll;el;f}l,:lilt::l ?/11:3;2; I;
1 MS 5 mg/l BAP -
2 MS 5 mg/l BAP 0,1 g/1 Askorbik asit
3 MS 3 mg/l BAP 0,1 g/1 Askorbik asit
4 MS 5 mg/l BAP 1 g/l Aktif karbon
5 WPM 3 mg/l BAP 1 g/l Aktif karbon
6 WPM 3 mg/l BAP 0,1 g/l Askorbik asit
7 WPM 5 mg/l BAP 0,1 g/l Askorbik asit
8 WPM 3 mg/l BAP -
9 WPM 3 mg/l BAP 0,01 g/l PVP 40
10 WPM 3 mg/l BAP 50 uM L-Cystein

Tohumlar1 cimlendirmek icin distile su ile islatilmis pamuk
iceren kavanozlar kullamilmistir. Kapaklar1 kapatilan kavanozlar,
otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmislerdir
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Cimlenmis tohumlardan siirgiin gelisimi icin bitki biiylime

diizenleyicilerinin ve/veya adsorban maddelerin farkli kombinasyonlarini

iceren MS ve WPM ortamlar1 denenmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Tohumlarin ¢gimlenmeleri ile elde edilen nod eksplantlarinin

aktarildiklar1 besin ortamlari.

BESIN BiTKi BUYUME
ORTAM ORTAMLARI DUZENLEYICILERI
WPM 1 WPM 0,5 mg/l BAP
WPM 2 WPM 0,5 mg/l IBA
MS 1 MS 0,1 mg/l BAP
MS 2 MS 0,5 mg/l BAP

Eksplant Hazirhgi: Calismamizda, yil i¢inde farkli aylarda olmak

tizere erkek bitkinin dallarina ait siirglinlerden 2,5-3 cm boyundaki 2-3
nodlu eksplantlar kullanilmistir. Yapraklari temizlenen siirgiinlerin farkl
ortamlarda gdosterdikleri tepkiler ve ortamlarin siirgiin olusumu {izerine
etkilerinin belirlenmesi amacglanmistir.  Gergeklestirilen denemeler
(Cizelge 3.4) 1s1¢inda farkli ortamlarin yami sira, farkli sterilizasyon
yontemleri de uygulanarak en iyi sonucu veren yontem kullanilarak ve
haftada bir alt kiiltiirleme 2-3 kere yapilarak calismalara devam
edilmistir. Eksplantlar, erkek bitkiden Eylil 2006-Haziran 2008

donemleri arasinda temin edilmislerdir.



Cizelge 3.4. Eyliil 2006- Haziran 2008 donemlerinde erkek bitkiden alinan siirgiin nod eksplantlarinin aktarildiklari

|93}
)
besin ortamlari.
Avl Eyliil Ekim Kasim Arahk Ocak Subat Mart Nisan Mayis Haziran
ylar
06 | 07 | 06 ] 07 | 06 | 07 | 06 07 |07 |08 | 07 | 08 | 07 | 08 | 07 | 08 | 07 | 08 | 2007 | 2008
Eksplant sayis1 | 69 | 60 | 69 | 60 | 60 | 60 | 75 75 |69 | 75|75 |78 - [ 69] - |60 - 90 75 90
Ortam Adi 1 6 2| 7 3 6 4 7 2 8 5 6 6 6 9 6 10

£ MS X X X X X X - - -

<

S WPM X X X X X X - | X - X | - X X X
% 3BAP* X X X X X - X - X - X X X
2

= SBAP** X X X - - -

. Askorbik | _ X X | X - X -l x] - I XxX | - X

= asit

= Aktif - - X - X - - B

E karbon

E PVP40 | - - - - - - X

“ Cystein - - - - - B X

* 3 mg/l BAP, ** 5 mg/l BAP, ***Bitki Biiylime Diizenleyicisi.
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3.2.2.Kiiltiire alinan nod eksplantlarin sterilizasyonu

Yukarida belirtilen bitkilerin saglikli dallarindan alinan siirgiin nod
ornekleri, oncelikle sabunlu su ile iyice yikanip akan ¢esme suyuyla
durulanmis ve en son olarak distile 1lik suya 1 gr/l askorbik asit ilave
edilerek 1 saat bekletilmislerdir. Daha sonra steril kabin igerisinde
Cizelge 3.5’de gosterilen farkli ylizey sterilizasyon ajanlari
uygulanmistir. Bu islemlerin ardindan, 3 kez steril suda calkalanan
ornekler, steril filtre kagidi {izerinde birakilmis, fazla sularindan
arindirildiktan sonra kiiltiire alinmislardir. Sterilizasyonu tamamlanan 2-3
nodlu siirgiin nod eksplantlari, steril kabin icerisinde her bir kiiltiir
kabinda tek bir eksplant olacak sekilde siirgiin gelisim ortamlarina

aktarilmustir.

Cizelge 3.5. Siirgiin nod eksplantlarinin sterilizasyonu.

UYGULAMA I 1| 111
Fungusit 1 o/l
(Agro-Captan 50 WP) - - &
24 saat
Uygulamasi
. %70’lik %70’lik
Etil Alkol Uygulamasi 3 dakika - 3 dakika
Tween 20 ilavesi 2 damla 2 damla 2 damla
%1’lik %0,5°1ik %0,75’1ik
NaOCI Uygulamast |14 jika | 10 dakika | 10 dakika
%5’lik
H,0; Uygulamasi - 5 dakika -
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3.2.3. Tohumlarin sterilizasyonu

Ege Ormancilik ve Arastirma Enstitlisii’'nden temin edilen tek disi
bitkiye ait tohumlar, etli kisimlarinin soyulmasi i¢in 4 dakika derisik
H,SO, (siilfirik asit)’de bekletilmistir. Etli kisimlar1 soyulan tohumlar
daha sonra sert olan dis kabuklarinin biraz agilmasi i¢in 3 giin siireyle
suda birakilmislardir. Sabunlu su ile iyice yikanip akan ¢esme suyuyla
durulanmalarinin ardindan steril kabin igerisinde %70’lik etil alkolde 2
dakika ve %1’lik sodyum hipoklorit (NaOCl) cozeltisinde 7 dakika
bekletilmiglerdir. Daha sonra yine steril kabin icerisinde tohumlar, 3 kez
steril sudan gegirilerek, steril filtre kagidi iizerine alinmiglar ve fazla

sular1 uzaklastirildiktan sonra pamuklu ortamlara aktarilmislardir.

3.2.4.Nod eksplantlarinin siirgiin tesvik ortamina alinmasi

Siirglin tesviki icin hazirlanmis olan sitokinin (BAP) ve/veya
adsorban maddeler (askorbik asit, aktif karbon, PVP 40, L-Cystein)
iceren farklih MS ve WPM besin ortamlarini bulunduran kiiltiir
kavanozlarina, hazirlanan nod eksplantlar1 aktariimislardir. Kiiltiir kaplar
daha sonra gelisimleri incelenmek {izere fotoperiyot kosullarinda

tutulmuglardir.

3.2.5. Tohumlarin cimlenme ortamina alinmasi

Tohumlar, bir kavanozda 3 tane olmak tizere toplam 120 tohum,
aralarinda mesafe birakilarak, nemli pamuklu ortama aktarildiktan sonra

fotoperiyot kosullarinda gelisimleri incelenmistir.
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3.2.6. Tohumdan ¢imlenen fidelerin  siirgiin  gelisim

ortamlarinda kiiltiire alinmasi

In vitro kosullarda ¢imlendirilen P. lentiscus L. tohumlarindan
gelisen steril bitkiciklere ait siirgiinler her bir kavanozda bir eksplant
olacak sekilde, siirglin gelisim ortamlarini igeren kiiltiir kavanozlarina
aktartlmiglardir. Siirgiin gelisimi i¢in daha dnce de belirtilen, Cizelge

3.2’deki farkli WPM ve MS ortamlar1 kullanilmistir.

3.2.7.Kiiltiir kosullari

Kiiltiirler, flouresan 1s18inda 4000 lux aydinlatmada, 16 saat

aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta ve 26+2°C sicaklikta tutulmuslardir.

3.2.8.Denemenin kurulmasi ve verilerin degerlendirilmesi

Arastirmamiz, erkek bitkiden elde edilen nod eksplantlar1 ile
tohumlardan gelistirilen bitkiciklerin siirgiin ve nod gelisimlerinin
incelendigi iki ayr1 deneme seklinde kurulmustur. Tek faktor olarak besin
ortamlarinin (Cizelge 3.2 ve 3.3) ele alindigi denememiz 3 tekerriirlii
olarak, tesadiif parselleri deneme desenine gore olusturulmustur. Segilen
deneme desenine uygun olarak elde edilen verilerin degerlendirilmesinde
TARIST  istatistiksel — analiz ~ programi  kullamlmustir.  Tiim
degerlendirmelerde farkliliklarin 6nem diizeylerinin ve boyutlarinin
saptanabilmesi i¢in asgari dnemli fark (AOF) test yontemi uygulanmistir.

(Acikgdz, 1998).
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Calismada, oransal olarak ifade edilen verilerin
degerlendirilmesinde “0” degerleri iceren verilere log transformasyonu
uygulanmistir. Bu transformasyon tipinde sifir degerlerinin her birine “1”’
degeri eklendikten sonra transformasyon yapilmistir. Orijinal verilerin
“1”den kiigliik oldugu durumlarda tiim veriler sabit bir say1 (100) ile
carpilarak negatif sonu¢ dnlenmis ve 10 tabanli logaritma uygulanmigtir

(Acikgoz, 1988).
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4. BULGULAR

4.1. Tohumlarda gozlenen kontaminasyon durumu

Pamuklu ortamda ¢imlenen tohumlarda kontaminasyona

rastlanmamustir.

4.2.P. lentiscus L. bitkisinden Kiiltiire alinan eksplantlarda

kontaminasyon durumu

Calismamizdaki yillik denemelerde, ana bitkiden her bir deneme
i¢cin farkli sayida eksplant kullanilmistir. Eksplantlar besin ortamina dik
olacak sekilde yerlestirilmistir. Farkli besin ortamlarinda degisik
sterilizasyon yontemi uygulandigindan, besin ortamlarina gore
sterilizasyon yontemleri Cizelge 4.1, Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’de ayri
ayr1 ifade edilmistir. I. Sterilizasyon yontemi sonucu elde edilen %40,6
oranindaki kontamine bitki sayist ¢ok fazla oldugundan II. sterilizasyon
yontemi uygulanmig, ancak daha diisiik oranda (%18,6) kontaminasyon
olusmasina ragmen, bitkilerde kararma oraninin (%59,3) olduk¢a arttig1
gozlenmistir. Daha sonra uygulanan III. sterilizasyon yontemi ile elde
edilen %28,7’lik kontaminasyon orani, sterilzasyonun yani sira kararan
eksplant oraninda (%26,3) da azalma sagladigindan, g¢aligmalara bu

yontemle devam edilmistir.

Sterilizasyon yontemlerine gore, slirglin eksplantlarinda gézlenen
kontaminasyon ve kararma belirtilerine ait yiizde grafikleri Sekil 4.1,

Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’ de gosterilmistir.
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Erkek bitkiden elde edilen nod eksplantlar i¢in kullanilan besin
ortamlarinda goriilen eksplant kararmalar1 ile ilgili olarak yapilan
istatistiksel degerlendirmeler sonucunda, ortamlar arasindaki fark I. ve II.
sterilizasyon yontemlerine gore onemsiz bulunmustur (F = 0,595; F=
0,051). III. sterilizasyon yonteminde ise besin ortamlari arasinda %5
onem seviyesinde fark oldugu belirlenmistir (F= 5,758). Istatistiksel
acidan ilk grupta yer alan 8 no’lu besin ortami (3 mg/l BAP igeren WPM
ortami1) %56,7 orani ile en fazla kararmanin gozlendigi ortam olmustur.
III. sterilizasyon yonteminin kullanildig1 diger besin ortamlari ise ikinci
grupta yer almaktadirlar. 9 no’lu besin ortaminda % 34,6, 6 no’lu besin
ortaminda %33,3, 10 no’lu besin ortaminda %?29,7 oraninda kararma
gozlenmistir. 7 no’lu besin ortami (5 mg/l BAP ve 0,1 g/l askorbik asit
iceren WPM ortami) ise %26,7 oranmi ile en az kararmanin gozlendigi

ortamdir (LSD= 15,585).



Cizelge 4.1. Siirgiin nod eksplantlarina uygulanan I. sterilizasyon yontemi sonucunda eksplantlarin durumlari.

Kiiltiire Alinan I?l?stag: :::e Kontamine Eksplant ;i](l?:alzl 221 Kararan Eksplant
Eksplant Sayisi P Yiizdesi (%) P Yiizdesi (%)
Sayisi Sayis1
Besin
T.1(T2( T3 |T.1 T2 T3 | T1 | T2 | T3 |Ort.|T1|T2| T3 | T.1 | T2 | T3 | Ort.
Ortamlan
1 28 | 28 28 14 15 17 50 | 53,6 60,7 |547 ] 12 | 12 10 | 42,9 | 42,9 | 35,7 | 40,5
2 48 | 48 48 24 | 21 16 50 | 43,8333 424 | 18 | 18 24 ] 375|375 50 | 41,6
3 23 | 23 23 9 9 10 | 391391435406 | 6 5 12 ] 26,1 | 21,7 | 52,2 | 33,3

Cizelge 4.2. Siirgiin nod eksplantlarina uygulanan II. sterilizasyon yontemi sonucunda eksplantlarin durumlari.

Kiiltiire Alinan Kontamine Eksplant | Kontamine Eksplant | Kararan Eksplant Kararan Eksplant
Eksplant Sayisi Sayisi Yiizdesi (%) Sayisi Yiizdesi (%)
Besin \rylT2| T3 |Ta| T2 | T3 |Ti|T2|T3 |0 | T1 |T2|T3| T1 |T2]|T3| o
Ortamlan
4 50 | 50 50 8 8 12 16 | 16 | 24 18,6 29 27 | 33 58 54 | 66 | 593
5 25 | 25 25 6 5 3 24 | 20 | 12 | 18,6 18 11 14 72 44 | 56 | 573

6¢



Cizelge 4.3. Siirgiin nod eksplantlarina uygulanan III. sterilizasyon yontemi sonucunda eksplantlarin durumlari.

Kiiltiire Alinan Kontamine Kontamine Eksplant | Kararan Eksplant Kararan Eksplant
Eksplant Sayis1 | Eksplant Sayisi Yiizdesi (%) Sayisi Yiizdesi (%)
Besin
T.1,T2|T3|T.1|T2| T3 | T1|T2 | T3 | Ort. | T.1 | T2 | T3 | T.1 | T2 T3 Ort.
Ortamlan
6 161 | 161 | 161 48 44 47 29,8 | 27,3 | 29,1 | 28,7 61 48 51 37,9 | 29,8 31,7 33,1
7 43 | 43 | 43 20 15 13 ] 46,5 | 34,8 | 302 | 37,1 9 14 11 20,9 | 32,5 | 25,6 26,3
8 20 20 20 6 6 8 30 30 40 33,3 14 12 8 70 60 40 56,6
9 30 | 30 | 30 14 10 12 | 46,4 | 33,3 | 40 | 39,9 8 12 11 26,6 | 40 36,6 34,4
10 30 | 30 | 30 | 11 9 14 366 | 30 [46,6| 37,7 | 10 | 7 10 |3331] 233 | 333 | 299
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0O Kontamine Eksplant Yluzdesi m Kararan Eksplant Yuzdesi

Sekil 4.1. Siirgiin nod eksplantlarina uygulanan I. sterilizasyon yontemi sonucunda

eksplantlardaki kontaminasyon ve kararma durumlari.

‘ 0O Kontamine Eksplant Yizdesi m Kararan Eksplant Yuzdesi

Sekil 4.2. Siirgiin nod eksplantlaria uygulanan II. sterilizasyon yontemi sonucunda

eksplantlardaki kontaminasyon ve kararma durumlari.

‘ @ Kontamine Eksplant Yluzdesi B Kararan Eksplant Yizdesi ‘

Sekil 4.3. Siirgiin nod eksplantlarina uygulanan III. sterilizasyon yontemi sonucunda

eksplantlardaki kontaminasyon ve kararma durumlari.
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4.3.Kiiltiire alman siirgiin nod eksplantlarinda goriilen

gelismeler

Calismamizda yapilan denemeler sonucunda, bitkinin y1l boyunca
fenolik salgilamasindan dolay1 ortam ve bitki kararmasinin (Sekil 4.6)
online  gecilememigstir.  Kiiltlir ortamina aktarilan siirgiin  nod
eksplantlarinda, ortalama 1 hafta i¢inde eksplant kararmasi gézlenmistir.
En iyi sonuglar, 0,1 g/l Askorbik asit ve 0.01 g/l PVP 40 adsorbanlarini
iceren ortamlarda elde edilmistir. 3 mg/l BAP ve 0,1 g/l askorbik asit
iceren WPM ortaminda canli kalan (kararma gozlenmeyen, yesil kalan)
bitki sayis1 en fazladir. Cizelge 4.4’de ortamlarin bitki biiyiime
diizenleyicisi ve Cizelge 4.5°de adsorban madde ¢esit ve miktarlarina
gore canlilik oranlar1 gosterilmistir. Sadece Haziran ayinda yapilan
denemelerde siirglin  (Sekil 4.4, 4.5) olusumu gozlenmistir. Ancak alt

kiiltiirlerde canliliklarini yitirmislerdir.

Sekil 4.4. P. lentiscus L’de elde edilen kiigiik siirgiin olusumu.
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Sekil 4.5. P. [entiscus L’de elde edilen kiigiik siirgiin olusumu.

Siirgiin eksplantlarinda, besin ortamlarinin igerdigi bitki biiyiime
diizenleyicilerinin (BAP) eksplantlardaki kararma (F= 0,784), canlilik
(F= 0,926) ve siirgiin gelisimi (F= 0,830) iizerine etkisinin arastirildigi
calismada, yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, besin ortamlari

arasinda istatistiksel agidan dnemli bir fark bulunmamustir.

Sekil 4.6. P. lentiscus L’de gozlenen eksplant kararmasi.



AN
AN
Cizelge 4.4. Farkli besin ortamlar1 ve BAP dozlarinin, P. lentiscus L. siirgiin eksplantlarinda siirgiin rejenerasyonu iizerine

etkisi.
CANLILIK SURGUN
KARARAN A

BAP GOSTEREN ~ OLUSTURAN _

DOZLARI EKSP %QEETS)AYISI Elgg“fg? T S EKSPLANT s EKSPLANT S

BESIN ADET < SAYISI ¥ SAYISI ”
ORTAMI |  (mg/l) (ADET) % (ADET . (ADET) i
: o]

= < 4

T.1 T.2 T.3 T1 | T2 | T.3 T1 | T2 | T.3 © T1 | T2 | T.3 i’

MS 5 124 124 124 69 66 45 48,3 76 59 57 51,6 0 0 0 0

MS 3 23 23 23 12 10 11 | 47,9 | 11 13 12 52,1 0 0 0 0
WPM 5 120 120 120 65 64 68 54,7 55 56 52 453 0 0 3 0,8
WPM 3 145 145 145 70 73 71 | 49,1 | 75 72 74 50,9 1 2 0 1.8

*Eksplant Kararmasi, **Canlilik, ***Siirgiin Olusumu.
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Farkli besin ortamlarindaki BAP konsantrasyonlart ve adsorban
maddelerin, P. lentiscus L.’de siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisine ait

yiizde grafikleri Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de gosterilmistir.

‘D MS 5BAP @m MS 3BAP m WPM 5BAP m WPM 3BAP

60

Eksplant Yizdesi
N w B
o o o

-
o
|

Eksplant Karamasi Canlihk Surgin Olusumu

Sekil 4.7. Farkli besin ortamlar1 ve BAP konsantrasyonlarinin P. lentiscus L.

siirglin nod eksplantlarinda siirgiin rejenerasyonu lizerine etkisi.

Stirgiin eksplantlarinda, besin ortamlarina ilave edilen adsorban
madde miktar ve cesitlerine gore gozlenen siirgiin gelisimleri (F= 0,732)
ve eksplant kararmasi1 (F=1,461) icin yapilan istatistiksel degerlendirme
sonucunda, besin ortamlar1 arasinda istatistiksel agidan onemli bir fark

bulunmamastir.



Cizelge 4.5. Farkli besin ortamlar1 ve adsorban madde miktarlarinin P. lentiscus L. slirglin eksplantlarinda siirgiin

B
o
rejenerasyonu lizerine etkisi.
EKSPLANT KARARAN _ C{‘&NLILIK ,\; SURGUN -
ADSORBAN SAYISI EKSPLANT e GOSTEREN S OLUSTURAN N
BESIN MADDE (ADET) SAYISI < | EKSPLANT SAYISI ¥ EKSPLANT SAYISI | &
ORTAMI | MIKTARLARI (ADET v (ADET) é (ADET ®
: =}
T4 | T2 | T3 | Ta1 | T2 | T3 = T1 | T2 | T3 5 T1 | T2 | T3 @
MS - 51 51 51 30 33 28 59,5 21 18 23 40,5 0 0 0 0
MS 0.1 g1 AA” 63 63 63 35 37 30 46,6 28 26 33 53,4 0 0 0 0
MS 1glA K™ 50 50 50 31 30 29 60 19 20 21 40 0 0 0 0
WPM - 106 106 106 56 41 47 453 50 65 59 54,7 0 0 0 0
WPM 0.1 g/l A.A. 65 65 65 23 20 22 333 42 45 43 66,7 0 0 3 1,5
50 uM
WPM ) 30 30 30 11 12 9 35,6 19 18 21 64,4 1 0 0 1,1
L-Cystein
WPM 0,01 g/l PVP40 30 30 30 10 7 13 333 20 23 17 66.6 0 2 0 2,2

*Eksplant Kararmasti, **Canlilik, ***Siirglin Olusumu, ~ Askorbik asit, ™~ Aktif karbon
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o Ms m MS + 0,1 g/l askorbik asit 0O MS + 1 g/l aktif karbon
o WPM B WPM+ 0,1 g/l askorbik asit @ WPM + 0,01g/| PVP 40
m WPM + 50 pML-Cystein

70
60
50 +—
40 +—
30 +—
20 +—

10 {
0 - |

Eksplant Yizdesi

Eksplant Kararmasi Canlilk Surgiin Olusumu

Sekil 4.8. Farkli besin ortamlar1 ve adsorban madde miktarlarinin P. lentiscus L.

siirglin nod eksplantlarinda siirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi.

Adsorban madde iceren besin ortamlarinda kiiltiire alinan siirgiin
eksplantlarinin canlilik orani i¢in yapilan istatistiksel degerlendirme
sonucunda, besin ortamlar1 arasindaki fark %1 seviyesinde Onemli
bulunmustur (F= 12,831). 0,01 g/l PVP 40, 50uM L-Cystein ve 0,1 g/l
askorbik asit iceren WPM ortamlar1 sirasiyla %66,7, %66,6 ve %64,4
oranlari ile istatistiksel agidan canliligin en fazla goriildiigii ilk grupta yer
almaktadir. 0,1 g/l askorbik asit iceren MS ortami ise %54,7 oram ile
ikinci gruptadir. Adsorban madde icermeyen WPM ve MS ortamlari
%46,1 ve %42,5 oranlan ile istatistiksel agidan ti¢lincli grupta yer
alirken, 1 g/l aktif karbon iceren MS ortami %40 orani ile dordiincii

grupta bulunmaktadir (LSD=13,750).

Erkek bitkiden alinan siirgiin nod eksplantlarinin kiiltiire alindig:

besin ortamlarina ilave edilen adsorban maddelerin, eksplantlardaki
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fenolik salgilanmasina olan etkisi de arastirilmistir. Buna gore, fenolik
salgilanmasindan dolayr kararan ortam sayilar1 Cizelge 4.6’da
gosterilmistir. Adsorban maddelerin (askorbik asit, aktif karbon, PVP 40,
L-Cystein), siirglin eksplantlarindan kaynaklanan ortam kararmasina
iliskin ylizde grafigi Sekil 4.9’dadir. Fenolik salgilanmasindan
kaynaklanan ortam kararmasinin gozlendigi ve gdzlenmedigi durumlar

Sekil 4.10a ve Sekil 4.10b’de gosterilmistir.

Cizelge 4.6. P.lentiscus L. siirgiin nod eksplantlarindan kaynaklanan ortam

kararmalarina adsorban maddelerin etkisi.

EKSPLANT
BESIN ORTAMLARI TRANSFERINDEN _
ADSORBAN ICEREN KULTUR SONRA °
BESIN MADDE KAP SAYILARI ORTAMLARIN bt
ORTAMLARI MIKTARLARI (ADET) KARARDIGI KULTUR i
KABI SAYISI (ADET) M
o
T.1 T.2 T.3 T.1 T.2 T.3
MS - 51 51 51 13 19 23 35,9
MS 0.1 g/l A.A* 63 63 63 26 26 23 37,6
MS e/lA. s0 | s0 | s0 | 11 15 17 28,7
K‘**
WPM - 106 | 106 | 106 30 25 29 26,4
WPM 0.1g/lAA. | 65 | 65 | 65 20 19 14 27,2
50 uM
WPM : 30 | 30 | 30 3 2 6 12,2
L-Cystein
0,01 g/1
WPM £ 30 | 30 | 30 | 2 1 1| 44
PVP40

*Askorbik asit, ** Aktif karbon, *** Ortam Kararmasi.
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Stirgitin ~ eksplantlarinda, eksplantlardan  kaynaklanan ortam
kararmasina adsorban maddelerin etkisinin incelendigi c¢aligmada,
yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, besin ortamlari arasindaki
fark %1 seviyesinde 6nemli bulunmustur (F= 11,956). 0,1 g/l askorbik
asit, 1 g/l aktif karbon ve adsorban madde icermeyen MS ortamlar ile 1
g/l aktif karbon iceren WPM ortamu istatistiksel a¢idan en ¢ok ortam
kararmasinin gorildiigii ilk grupta yer almaktadir (%37,6; %35.9; %28,6;
%27,2). Adsorban madde igermeyen WPM ortam1 %26.,4 orani ile ikinci
grubun i¢indedir. 50 uM L-Cystein igeren WPM ortam1 %12,2 orani ile
istatistiksel agidan en fazla kararmanin goriildiigii iiclincii grup olarak
goriiliirken, %4,4 oram ile 0,01 g/l PVP 40 igeren WPM ortami en az
ortam kararmasinin goriildiigi, istatistiksel acidan dordiincli grup olarak

belirlenmistir (LSD= 14,768).

m MS O MS + 0,1 g/l askorbik asit
o MS + 1 g/l aktif karbon = WPM

g WPM + 0,1 g/l askorbik asit m WPM + 50 uyM L-Cystein
| WPM + 0,01 g/l PVP 40

Ortam Kararmasi

Sekil 4.9. Farkli besin ortamlar1 ve adsorban maddelerin P. lentiscus L. slirgiin

eksplantlarindan kaynaklanan ortam kararmasi iizerine etkisi.
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(@ (b)

Sekil 4.10. (a) P. lentiscus L. siirgiin eksplantlarinda fenolik salgilanmasindan

kaynaklanan ortam kararmasinin gozlendigi ve (b) ortam kararmasinin

gbzlenmedigi durumlar.

4.4.Kiiltiire alinan tohumlarda goriilen gelismeler
Uygulanan sterilizasyon yontemi sonucunda ¢imlendirilmek {izere

kiiltiire alinan tohumlardan, % 67,5 ¢imlenme oran1 saglanmistir (Cizelge
4.7).

Cizelge 4.7. Kiiltiire alinan tohumlarda ¢imlenme durumlart.

TOHUM SAYISI
Tek. 1 Tek.2 | Tek.3 | Ort.
Toplam Tohum Sayis1 40 40 40 40
Cimlenen Tohum Sayis1 31 26 28 28,3
Cimlenen Tohum Yiizdesi 77,5 65 70 67,5
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Pamuklu ortamda kiiltiire alinan tohumlarda 1 hafta sonra
¢imlenme gozlenmis (Sekil 4.11) ve hemen siirgiin gelisim ortamlarina

aktarilmiglardir.

Sekil 4.11. Pamuklu ortamda ¢imlenen 1 haftalik P. lentiscus L bitkisi

4.5. Cimlenen Pistacia lentiscus L. bitkilerinde in vitro siirgiin

gelisimi

Cimlendirme ortamlarinda kiiltiire alinan tohumlardan 1 hafta sonra
gelisen sakiz bitkilerine ait nodal eksplantlar kesilerek, siirgiin gelistirme
ortamlarina (Cizelge 3.2) aktarilmiglardir. Bu eksplantlarda 3 hafta sonra
yapilan goézlemler sonucunda farkli gelisimler gdzlenmistir. WPM 1
ortamindaki bitkiler (Sekil 4.12a) MS 1 ortamindaki bitkilere (Sekil
4.12b) gore daha yavag gelisim gosterirken, MS 2 ortaminda bulunan
bitkilerde (Sekil 4.13a) ¢oklu siirgiinler elde edilmistir. Olusan ¢oklu
siirglinler koyu yesil renkte, ve 1-2cm uzunluklarindadir. WPM 2
ortamindaki bitkilerde (Sekil 4.13b) de kok gelisimleri gézlenmistir.
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(@) (b)

Sekil 4.12. (a) WPM 1 ortaminda gelisen tohum kdkenli P.lentiscus
L. siirgiinleri (b) MS 1 ortaminda gelisen tohum kdkenli P. lentiscus L.

stirgiinleri.

() (b)

Sekil 4.13. (a) MS 2 ortaminda gelisen tohum kokenli P. lentiscus L. ¢oklu
stirgiileri, (b) WPM 2 ortaminda gelisim gosteren tohum kokenli P.

lentiscus L. kokleri.
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Stirgiin gelisim ortamlarinda kiiltiire alinan eksplantlarda olusan
stirglin ve nod sayilar1 Cizelge 4.8’de belirtilmistir. Ayrica Sekil 4.14°de,

eksplantlardaki ortalama siirgiin ve nod sayilar1 gosterilmistir.

Tohumun ¢imlenmesiyle elde edilen nod eksplantlarinda kullanilan
besin ortamlarinin, siirgiin olusumu T{izerine etkisinin arastirildig
calismada yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda, ortamlar
arasindaki fark %35 seviyesinde 6nemli bulunmustur (F = 4,676). 0,5 mg/1
BAP igeren MS 2 ortami, ortalama eksplant basina 1,3 siirgiin sayisi ile
en fazla siirgiin olusumunun gozlendigi birinci grupta yer almaktadir. 0,1
mg/l BAP iceren MS1 ortam1 0,5 ortalama siirgilin sayisi ile istatistiksel

acidan ikinci gruptadir. 0,5 mg/l IBA ve 0,5 mg/l BAP iceren WPM 2 ve

WPM 1 ortamlarinda siirgiin olusumu gézlenmemistir. (LSD=0,509)

Cizelge 4.8. Siirgiin gelisim ortamlarinda kiiltiire alinan nod eksplantlarinda

goriilen gelismeler.

Eksplant Basina Eksplant Basina
Besin Toplam Bitkd Olusan Siirgiin Sayis1* | Olusan Nod Sayis1 **
Ortamlan Saysi (adet) (adet)

T1|T2 | T3 |T1|T2|T3| Ort. | T.1 | T.2 | T3 | Ort.

WPM 1 7|7 7 0 0 0 0 L8| 1,4 | 1,1 1,5
WPM 2 7017 7 0 0 0 0 1,71 1 1,4 1,4
MS1 7017 7 103|101 0 0,2 2,1 | 2 1,6 1,9
MS 2 7017 7 1,3] 1 1,6 | 1,3 3 371 4 3,6

* 3. haftada tohum kokenli nod eksplantlarinda, eksplant basina olusan siirgiin sayilart.

** 3. haftada tohum kdkenli nod eksplantlarinda, eksplant bagina olusan toplam nod sayilari.
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@ Ortalama Sirgin Olusumu @ Ortalama Nod Olusumu

30

25

20

15

10 -

Sirglin, Nod Sayisi (adet)

WPM 1 WPM 2 MS 1 MS 2

Sekil 4.14. Siirgiin ortamlarinda kiiltiire alinan tohum kokenli eksplantlarda

goriilen gelismeler.

Stirgiin  gelisimi  i¢in kiiltiire aliman tohum kdkenli nodal
eksplantlarda 3 hafta sonra yapilan gozlemler sonucunda elde edilen
stirgiinlerdeki nod sayilarina yonelik yapilan istatistiksel degerlendirme
sonucunda, ortamlar arasinda fark %1 seviyesinde dnemli bulunmustur
(F =20,294). Buna gore 0,5 mg/l BAP igeren MS 2 ortam1 3,6 ortalama
nod sayist (eksplant basina nod olusumu) ile en fazla nod gelisiminin
gozlendigi birinci grupta yer almistir. 0,1 mg/l BAP igeren MS 1 ortami
ile 0,5 mg/l BAP ve 0,5 mg/l IBA igceren WPM 1 ve WPM 2 ortamlar1
strastyla 1,9, 1,5 ve 1,4 ortalama nod sayilari ile istatistiksel agidan ikinci

grubun i¢indedir. (LSD: 1,072).
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4.6. Cimlenen Pistacia lentiscus L. bitkilerinde in vitro kok

gelisimi

Tohum kokenli P. lentiscus L. g¢oklu siirgiinleri, 2 haftalik alt
kiltirlemelerle en iyi gelisim gosterdikleri 0,5 mg/l BAP igeren MS
besin ortamlarinda canliliklarini siirdiirmiiglerdir. Siirgiinlerin, koklenme
ortamlarna aktarilmadan once 0,1 mg/l GAj3; iceren MS besin
ortamlarinda boylarinin uzamasi saglanmistir. Yaklasik 10 giin sonunda
yeterli boya (ort. 3,5 cm) ulasan siirgiinler (Sekil 4.15), 1 mg/l IBA ve 2
mg/l IBA igeren MS ortamlarina aktarilmistir. Iki farkli koklenme
ortamlarina aktarilan 15’er materyalden, 1 mg/l IBA igeren MS
ortamindaki 8 tane eksplantta, 15 giin sonra kok olusumlar1 (Sekil 4.16)
gozlenmistir. Bu sonug, 9%53,3’liik bir basariyla koklenmenin

saglanabildigini gostermistir.

Sekil 4.15. P. lentiscus L. strglinlerinde GAj; ilavesinden sonra gozlenen boy

uzamasi.
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Sekil 4.16. P. lentiscus L. siirglinlerinde gozlenen kok olusumlari.
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5. TARTISMA ve SONUC

P. lentiscus L. bitkisinden alinan siirgiin eksplantlar1 i¢in 3 farkl
sterilizasyon yontemi uygulanmigtir. Siirgiin eksplantlarina uygulanan
sterilizasyon yontemleri arasinda en az kontaminasyona neden olan
yontemin II no’lu yontem olmasina ragmen bitkilerde gozlenen kararma
oraninin ¢ok artmis olmasi, canlilifini yitiren bitki sayisinin artmasina
neden olmustur. III no’lu sterilizasyon yoOntemiyle saglanan 9%28,7

kontaminasyon orani en basarili sonucu vermistir.

Sterilizasyondaki sorunlarin temel nedeni olarak; mevsim farklilig
ve eksplant olarak kullanilan agacin fizyolojik durumu diigiiniilmektedir.
Ayrica Garcia (1984), Pistacia tirleri ile yaptigi ¢alismada, olgun
Pistacia’larda bakteriyel ve fungal problemlerin yok edilmesinin biiyiik

bir sorun oldugunu ifade etmistir (Bustamante-Garcia 1984).

Kiiltiir ortamina aktarilan P. lentiscus L. stirgiin eksplantlari i¢in 10
farklr siirgiin gelisim ortami kullanilmistir. En fazla siirglin gelisimi ve
canlilik oranm1 3 mg/l BAP ve 0,1 g/ Askorbik asit iceren WPM ortamu ile
3 mg/l BAP ve 0,01 g/l PVP 40 iceren WPM besin ortamlarinda
saglanmistir. Sirastyla %66,7 ve %66,6 canlilik orant ve % 1,5 ve %2,2

stirglin gelisim oran1 saglanmistir.

Kuddar (2007), yaptig1 c¢alismasinda eksplantlara, %70’lik etil
alkol (10 dakika) ve %35’lik NaOCI (7 dakika) uygulamasini iceren
sterilizasyon yontemiyle %60 basari elde edilmistir. Ayrica 5 mg/l BAP
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ve 45 g sakkaroz igeren MS ortaminda %10’luk basari ile en fazla siirgiin

olusumu saglanmistir.

P. lentiscus L. siirgiin eksplantlarinin fenolik salgilamasindan
dolay1 istenmeyen bir durum olan ortam kararmasi1 meydana gelmistir.
Ortamlarda adsorban madde igeriklerine goére en az ortam kararmasi
(%4.,4), 0,01 g/l PVP 40 iceren WPM ortaminda saglanmistir. Kurulan
denemelerde eksplant kararmasinin ve eksplanttan kaynaklanan besin

ortami kararmasinin birbirine paralel oldugu da gozlenmistir.

Y1l boyunca bitkilerin fenolik salgilamasi ve yaslt bitkilerin daha
yiiksek oranda fenolik bilesik icermesinden dolay1 eksplant ve ortam
kararmasinin 6niine gegilememis ve ¢ok diisiik oranlarda siirgiin geligimi
ve canlilik saglanabilmistir. Calismamizda 2 haftada bir alt kiiltiire alinan

steril eksplantlar, canliliklarini kaybetmislerdir.

Sakiz bitkisi tohumlarinin, in vitro kosullarda ¢imlendirilmesi igin
yapilan denemede, pamuklu ortamda %67,5 c¢imlenme basarist elde
edilmistir. Bir hafta sonra pamuklu ortamlarda ¢imlenme gosteren
tohumlardan gelisen steril bitkiler, siirgiin gelisim ortamlarina

aktarilmustir.

Tohum kokenli nod eksplantlarinda, siirgiin gelisimi i¢in farklh
konsantrasyonlarda BAP ve IBA iceren MS ve WPM ortamlar
kullanilmistir. BAP igeren tiim ortamlarda siirgiin gelisimi saglanmistir.
Elde edilen bulgulara gore, 0,5 mg/l BAP iceren MS ortamlarinda en iyi

siirglin ve nod gelisimi gerceklesmistir. Ortalama eksplant basina 1,3
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stirgiin sayist ile 3,6 nod sayis1 elde edilmistir. 0,1 mg/l GAjz iceren MS
besin ortamlarinda boylar1 uzayan bitkicikler, 1 mg/l IBA iceren MS
besin ortamina aktarilmis; 15 giin sonra %53,3’liikk bir basar1 ile kok

olusturmuslardir.

Geleneksel c¢elik yontemi ile sakiz bitkisinin ¢ogaltilmast hem
koklenmenin uzun siirmesi, hem de basari oranimnin diisiik olmasindan
dolay1 tercih edilmemektedir. Ayrica, adventif kok olusumunun
olmamasi1 veya zayif olugsmasi nedeniyle celiklemede sorunlar oldugu
ifade edilmistir (Mascarello et al., 2007). Ancak, Isfendiyaroglu (1999)
sakiz agacinin in vivo gelikle iiretilmesi ile ilgili yaptig1 ¢aligmalarda,
sakiz agacmin bir yillik siirglinlerinden hazirladigi celikleri degisik
hormon kombinasyonlar1 ile muamele ederek sisleme metoduyla
koklendirmis ve iki yillik denemesinin ilk senesinde, Subat ayindaki

celiklerde %76,6 kdklenme basarisi saglamistir.

Pistacia tiirlerinde bitki c¢igeklenene kadar cinsiyeti anlasilamaz ve
iiretkenlik yasi da 5 yildan once degildir. Ayrica erkek bitkilerin sakiz
iiretim potansiyeli disilerden ¢ok daha fazladir. Bu nedenle ticari agidan
erkek aga¢c daha c¢ok Onem kazanmistir. Hormaza ve ark., (1994),
Pistacia vera bitkisine ait cinsiyete bagli molekiiler markorleri bulk
segregant analizi ile belirlemislerdir. Elde edilen bir RAPD markoéri
(OPO08945) disi genotipinde mevcutken, erkek genotipinde
rastlanmamigtir. Daha sonra Katkas et al., (2001) yaptig1 calismada
yabani Pistacia tirlerine ait cinsiyete bagli RAPD markorlerini

arastirmiglardir. Yapilan her iki caligmada da belirlenen RAPD
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markdrleri tekrarli sekanshidir ve diisiik frekansda cinsiyete bagh
polimorfizm goézlenmistir. Bu bilgiler 1s18inda, tohumdan ¢imlendirerek
elde ettigimiz siirgiin eksplantlarinin bu markdrleri tasiyip tasimadigi
daha sonra yapilacak arastirmalar kapsaminda genetik testler yardimiyla

belirlenebilir.

Arastirmamizda, erkek bitkiden elde edilen siirgiin eksplantlarinda
%2,2 oraninda silirgin olusumu saglanmis, ancak silirglin gelisimi
saglanamamustir. Ayrica, Pistacia lentiscus var. L. chia agacindan
kaynaklanan fungal ve bakteriyel kontaminasyonlarin ortaya ¢ikmasi ve
fenolik bilesiklerin olusmasi, doku kiiltiirlerinde rejenerasyon agisindan
biiylik sorunlar yaratmaktadirlar. Bu sorunlari azaltmak iizere, doku
kiiltliriine uygun genotipler kullanilarak, basarili modifiye ortamlarin ve
kiiltiir kosullarinin belirlenmesine ydnelik arastirmalarin  yapilmasi

yerinde olacaktir.
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