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OZET
SAKIZ AGACI (Pistacia lentiscus L.)’NIN /N VITRO KLONAL MiKROCOGALTILMASI

YUKSEK LISANS TEZI
Fatih Mehmet KILINC

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI

2013

Sakiz agacinin (P. lentiscus L.) klonlanmis dort geng genotipinin siirgiin uglar1 kullanilarak bir
mikrogogaltma protokolii gelistirildi. Olgun tohumlardan aksenik explantlarin iiretimi igin etkili bir
yiizey sterilizasyonu metodu gelistirildi. Olgun tohumlarin yiizey sterilizasyonu iizerine ¢alkalama
siiresi ve sodyum hipokloritin farkli konsantrasyonlarmin etkisi ve aksenik siirgiin uglarindan klonal
stirgiin ¢ogaltilmasi, kéklenmesi ve koklenmis fideciklerin in vivo kosullara aligtirilmasi gibi faktorler
arastirildi. Asagidaki yiizey sterilizasyonu, siirgiin ¢ogaltilmasi, kdklenme ve alistirma parametreleri
rapor edildi: enfekte olan ve enfekte olmayan tohum orani, ortalama siirgiin sayisi, ortalama siirgiin
uzunlugu, koklenme yiizdesi, adventif kok sayisi, kok uzunlugu ve 5 ve 8 hafta alistirmadan sonra
yasayan renerant oranlari. Anag¢ kontrol grubu ile birlikte 6., 9. ve 12. altkiiltiirdeki bitkilerden alinan
yapraklardan DNA’lar izole edildi ve Retrotranpozon Arasi Cogaltilmis Bolge Polimorfizmi (IRAP)
primeri kullanilarak bir PCR araciliiyla analiz edildi. Sakiz tohumlarinin ¢imlenmesi ig¢in %20’lik
NaOCl ile 20 dakikalik ¢alkalama optimum kombinasyon olarak bulunmus olup bu kombinasyonda
tohumlar asir1 steril olmadan ve bozulmadan ¢imlenme oranmi %88.30 gergeklesti. Sakiz agaci
siirglinlerinin ¢ogaltilmas1 sathasinda dort farkli besi ortaminin etkilerine gore, MS besi ortami
eksplant basina en yliksek oranda (3.44) siirgiin ile birlikte maksimum stirgiin proliferasyonu (%2100)
ile en iyi sonuglar1 verdi. Kiiltiire alindiktan 28 giin sonra, en ¢ok siirgiin sayis1 (3.60%0.13) ve saglikli
siirgiin uzunlugu (16.80+0.20) 1 mgl™ BA igeren ¥ ve V4 kuvvetindeki MS besi ortaminda kiiltiirlenen
Klon-II’de elde edilirken, en diisiik oranda siirgiin sayisi ise, Klon-I’de QL’li ve Klon-II’de WPM besi
ortaminda elde edildi. Calisilan sitokininler arasinda siirgiin sayis1 ve uzunlugu bakimindan
siirgiinlerin morfojenezi BA destekli ortamda optimum olarak belirlenirken, 1 mgl™ BA ve 2iP’li besi
ortaminda en uzun siirgiinler elde edilmistir. Klone-II’de sitokinin tipine bagli olmaksizin rizogenes
gozlendi. Klon-II regenerantlar ile test edilen farkli BA konsantrasyonlar1 arasinda 2 mgl* BA’l
ortamda en fazla siirgiin (2.92+0.36) gelisti. Ozellikle Klon-II regenerantlar1 %3’liik fruktozlu ortamda
sakkaroz, laktoz ve glikozdan daha fazla ve daha uzun siirgiin olusturdu. Klon-II’de eksplant basina
maksimum siirgiin sayist (3.62) 1 mgl™ BA ve 30 g/l fruktoz iceren MS besi ortaminda rapor edildi.
Fakat siirgiinlerin genel biiylime ve gortniisleri sakkarozlu besi ortaminda fruktoz, glikoz ve laktozlu
ortama gore daha iyi oldugu gozlendi. IBA’nin calisilan en yiiksek konsantrasyonunda giiclii
koklenme tesvik edildi ve bu orandaki IBA’l1 ortamda Klon-1I’ye ait mikrosiirgiinler %94 oraninda
koklendi. Klon-II"de test edilen biitiin kontrol grubu calismalarinda oldugu gibi %25°1 koklendi. Bu
baglamda Klon-II’nin diger klon hatlarina gore daha iyi oldugu goriildii. Koklenen siirgiinlerin
aklimitizasyonu i¢in tanimlanan bu protokol basarilidir. Ciinkii biiyiime odasinda yasayan bitki oran
aklimitizasyondan iki ay sonra %95 olarak rapor edildi. Elde edilen verilere gore olusturulan
dendrogram incelendiginde ¢ekici varyasyonun Klon-II’de oldugu gozlendi. L., II. ve I'V. klonlara ait
ana bitki ve 6., 9. ve 12. altkiiltiirlerde ise varyasyonun Klon-II"ye kiyasla daha diisiik diizeyde olup,
klonlarin genetik olarak nispeten biraraya toplandiklari belirlendi. Ana bitkiye genetik olarak en yakin
klonlarm Klon I ve III’iin 6. alt kiiltiiriine (I-6, 111-6) ait oldugu tespit edildi. Ayrica, Klon-1’de ana
bitki ile en uzak altkiiltiiriin 12. altkiiltiir (I-12) oldugu belirlendi Tez kapsaminda sakiz agacinda ilk
defa IRAP belirteci kullanilarak yapilan molekiiler analizde %80 oraninda benzerlik bulunmustur.
Ortalama 0.331 olan PIC degeri klon spesifik ve altkiiltiir sayis1 ilgili olsa da, klonlar arasinda diisiik
seviyede de olsa polimorfizm gergeklestigini gostermektedir. Ayrica, bu calisma IRAP’in sakiz
agacimn farkli klonlar1 arasinda ve ig¢inde bu tip polimorfizmin belirlenmesinde basarili bir sekilde
kullamlabilecegini gostermektedir. Gelistirilen protokol olgun ve seckin sakiz agaglarimin in vitro
klonlanmas1 i¢in iyi bir model oldugu diisiiniilmektedir. Ancak, klonlama igin organogezisin
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gelistirilmesi in vitro sartlarda seckin agaclarda rejuvenasyon veya rejenerasyon protokollerinin
gelistirilmesi gereklidir. Organogezis iizerine yapilacak olan daha ileri ¢aligmalar tamamlanmadan bu
potansiyeli agiga ¢cikarmak miimkiin olmayacaktir.

Anahtar kelimler: P.lentiscus L., Sakiz agaci, Mikrogogaltim, Klon, IRAP
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ABSTRACT
IN VITRO CLONAL MICROPROPAGATION OF LENTISK (Pistacia lentiscus L.)

M.Sc. Thesis
Fatih Mehmet KILINC

DEPARTMENT OF BIOLOGY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

2013

A method was developed for micropropagation of lentisk, Pistacia lentiscus L., and using
shoot tips from seedlings of four cloned genotypes. An effective surface sterilization method for the
production of sterile explants from mature seeds of lentisk was achieved. The factors controlling the
effect of immersion time, the effect of NaOCI concentrations on surface sterilization, the clonal shoot
proliferation, rooting and acclimatization of plantlets derived from mature fruit explants were
investigated. The following surface sterilization, multiplication, rooting and acclimatization
parameters were monitored: Contaminated and decontaminated seeds, mean shoot number, mean
shoot length, % of rooting, adventive root number, root length, % of viable regenerants after five and 8
weeks. DNAs from leaves of regenerated plants along with parental controls were isolated and
analyzed through PCR using 5 Interretrotransposon Amplified Polymorphism (IRAP) Primers. A 20%
NaOCI x 20 min treatment was the optimum combination in NaOCI to sterilize lentisk seeds because
there were 88.30% germination success and no oversterilized or malformed seeds. Analysis of the
effect of all 4 medium types on multiplication phase of lentisk infers that MS gives the best results
with the maximum shoot proliferation (100%) together with the highest number of shoots (3.44) per
explant. After 28 days of explanting, the best response in terms of number (3.60+0.13) and length of
(16.80+0.20) healthy shoots in Clone-11 was obtained with 1/2x MS and 1/4x MS together with 1 mgl™
BA, and the poorest responses with the QL medium in Clone-I, and the WPM with Clone-Il. BA was
found to be optimum for shoot morphogenesis in terms of the number and length of shoots among the
cytokinins tested, while the highest shoot length was also yielded by BAP and 2iP each at 1.0 mg/l.
Regardless of cytokinins applied, Clone-Il induced rhizogenesis to some extent. BA produced the
greatest number of plantlets (2.92+0.36) with optimal multiplication at approximately at 2 mgl™
among the different concentrations tested with Clone-1l. Shoot tips grown on 3% fructose medium
produced more and longer shoots than those on sucrose, lactose or glucose again for Clone-1l. The
maximum number of shoots per explant (3.62) for Clone-11 was recorded on MS medium containing 1
mgl™ BA and 30 g/l fructose but the general appearance and growth habit of shoots were better on
medium with sucrose than fructose, lactose and glucose. IBA induced strong rooting at the highest
concentration (4 mgl™) and it produced the greatest percentages of rooting (94%) with Clone-I1, and
25% of explants cultured also rooted in the control treatment. In this context, the result of Clone-I1I
was superior to those of the rest of the clones tested. The method developed for plant acclimatization
was satisfactory because a high percentage of plant survival (95%) in the growth room was obtained
and the regenerated plantlets resumed growth after 2 months. It was observed that Clone-Il has
interesting variation when the dendograms were constructed. Index of genetic variation for Clones I, 11
and Il was lower in the mother plants and the regenerants of 6, 9 and 12 times subcultured cultures.
The six times subcultured regenerants of the clones | and 6 (I-6, 111-6) was the most closest to the
mother plants whereas the regenerants of the clone | was the furthest from the mother plant when they
were subcultured 12 times. The correlation coefficient between similarity matrices based on IRAP was
80% and this was found by using the IRAP which is dominant, multiplex marker system that examine
variation in retrotransposon insertion sites. Our study, the mean value of PIC, 0.331 indicates that
tissue culture generates a low level of variation, which is related with incubation time and is clone
specific. Moreover, IRAP can successfully be used to explore such polymorphism within and among
different clones of lentisk. Reported results undoubtedly suggest that the cytokinins, auxins, media and
carbohydrate type and concentration suitable for micropropagation of lentiks are genotype-dependent.
The protocol developed holds also good model system for in vitro cloning of mature elite lentisk trees.
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However, the exploitation of organogenesis for cloning requires developing protocols to regenerate
and/or rejuvenate mature elite-trees under in vitro conditions. It will not be possible to realize the
potential without further extensive research on organogenesis.

Keywords: P.lentiscus L., Mastic Tree, Clone, Micropropagation, IRAP
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1. GIRIS
Anacardiaceae familyasmin bir iiyesi olan Pistacia lentiscus L. (P. lentiscus L.)
dioik ve herdem yesil, odunsu, ¢ali formunda bir bitkidir. Daha ¢ok Ege ve Akdeniz
bolgelerinde hakim olan iklime uyumluluk gostermektedir. Tiriin ekonomik olarak
degerli olmasini saglayan sakiz hammaddesi, disi agaclara gore erkek agaglardan daha
fazla elde edilmektedir. Elde edilen bu sakiz reginesi ilag sanayi, gida sanayi, kimya

endiistrisi ve diger bir¢cok alanda kullanilmaktadir.

Sakiz agaci iilkemizde en ¢ok bati Ege kiyilarinda 6zellikle Izmir’in ilgelerinde
(Cesme, Alagati, Urla, Seferihisar, Foga ve Cigli) yogun olarak bulunmaktadir. Her ne
kadar iilkemizde gerek ulusal basin ve yayin kuruluslar1 gerek lokal basin kuruluslari,
sakiz iretimi i¢in yeni bahge plantasyonlar1 yapildigina dair ¢ok sayida haberler
yapmalarina ragmen, iilkemizdeki sakiz agaglarmmin tamamina yakini yabani wk
formundadir ve seckin klon ve cesitler heniiz tespit edilmemistir. Ayrica sakiz agacinin
biyolojik ve genetik oOzelliklerinden dolayr calimsi formda olmasi bu agaglarin
terbiyelenerek agagsi forma doniistiiriilmesi gerekir. Bu baglamda, bugiin izmir’in
Cesme ilgesinin sakiz agaci potansiyeli, Sakiz Adasi’ndan daha fazladir. Ancak, bu
ilcelerde agaglar ya iiretim yapilamayan ya da terbiye edilmeyen c¢ali formundaki
agaclardir. Bu nedenle 2008 yilinda, Falim sakizlar1 (Cadbury) ve TEMA Vakfi Izmir
Giilbahge’de, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii arastirma sahasmda “Bozuk Sakiz
Agac1 Rehabilitasyonu Projesi” ile sakiz agaclarinin asilanmasi yoluyla, damla sakizi
iretiminin gergeklestirilmesi ve iilkemize ekonomik girdi saglanmasi hedeflendi.
Projede, sahada mevcut 17.867 adet bozuk sakiz agacinin rehabilitasyonun ve
asilanmasinin  yapilmasit ve yaklasitk 6.000 adet asili sakiz fidam1 dikiminin
gerceklestirilmesi planlandi. Projenin son durumu hakkinda TEMA Vakfi/istanbul
temsilciligi Orman ve Kirsal Kalkinma Boliim Bagkani ve proje yiiriitiiclisii Hikmet
OZTURK ile goriisiildii ve, 80-90 yasmdaki sakiz agaglardan alinan materyalleri (as1
kalemi) sakiz agaglarina agilamak suretiyle ve ¢elikle ¢ogaltimda % 0 basari oraninin
elde edildigini, Daha sonra sakiz agaglarinin tehlike altinda olmasindan ve segkin

klonlar1 tespit i¢in Urla’da “’Klon Park’ Projesi olusturdugunu bildirdi.
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Klon Park projesi kapsaminda; toplamda 52 klondan 340 adet rametin dikiminin
gerceklestirildigi, klonlar arasi as1 basarisinda ise farkliliklar goriildiigi, ¢alisma yapilan

%10’luk klon sayisinda ise, %50 ve lizerinde as1 basarist saglandigini rapor etti.

Sakiz agac¢larinin dogal yasam ortamlarinda biiylimesi sirasinda agagst formu
almasi i¢in siirekli bir sekilde bakimi yapilmasi gerekir. Tiiriin dioik olusu, disi bireyin
tozlagmas1 sonucu olusan tohumlarda genetik acilim s6z konusu olmaktadir. Bununla
birlikte, sakiz bitkileri tohumla gogaltilmakta ancak, tohumlarin alindig1 agacta genetik
acilim yasandigindan tohumun alindig1 aga¢ gibi {irtin verimi elde edilememektedir.
Bunun yanmda celikle ¢ogaltimda ise, koklenme sorunu ile karsilagildigindan, bu
yontemle de yeni plantasyonlar i¢in bitkilerin ¢ogaltimi ¢ok yavas olmaktadir. Ciinkii
celikle ¢ogaltimla yapilan rapor edilmis sonuglara gore yilin ¢ok kisa bir doneminde
alman ¢eliklerden elde edilen koklenme oranlarmin ¢ok diisiik olmasi1 ve yilin ¢ogu
doneminde hi¢ koklenme olmamasi vegetatif yontemle ¢ogaltilmada karsilasilan en
onemli sorunlardir. Bu sorunlarin agilabilmesi i¢in sakiz agacinin vegetatif olarak
cogaltilmasinda karsilasilan sorunlarin asilmasi i¢in biyoteknolojik yontemlerin

gelistirilmesi gereklidir.

P. lentiscus’un, hatta tiiriin iginde bulundugu Pistacia cinse ait diger tiirlerin odunsu
olusu ve baz1 sekonder kimysallar {iretiyor olmasi in vitro olarak yapilan ¢aligmalarin
baslatilmasinda zorluk ¢ikarmakta ve bu nedenle de literatiirde P. lentiscus L. ile ilgili
¢ok az sayida ¢aligmalara rastlanmaktadir. Bunun yani sira in vitro ¢ogaltim asamasinda

olas1 somaklonal varyasyonlarin belirlenmesi ile ilgili bir calismaya da rastlanilmada.

Bu calismada iyi nitelikte sakiz recinesi veren sakiz agacindan elde edilen
tohumlarin in vitro ortamda ¢imlendirilmis tohumlarindan gelisen fidelerin siirgiin
uclar1 kullanilarak yaklasik bir y1l 4 farkli klonal stok kiiltiirler tiretildi. 4 farkli klonal
hat kullanilarak mikrogogaltmanin tiim agsamalarinin kiiltiir besi ortami icerigi optimize
edildi. [n vitro calismalarda karsilasilacak olas1 somaklonal varyasyonlar1 belirlemek

icin 6., 9. ve 12. altkiiltiirlerden alinan 6rneklerde polimorfizm oranlar1 karsilastirildi.
1.1. Neden Klonal Mikrocogaltim

Klonlama bir ana¢ bitkiden birbirinin kopyas: bir¢ok bitki iiretilmesidir. Sakiz

agact ¢alims1 formda bir bitkidir ve terbiyelenerek aga¢ formuna donistiiriilmesi
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gerekir. Oysa aga¢ formunda gelisme gosteren bir sakiz genotipinden klonlanan bitkiler
verimli, tipik toprak tipine uygun, nematodlara ve kdk patojenlerine karsi direncgli ve
tuza tolerans gibi istenilen 6zellikler gdsterebilir. Sakiz agaci yetistiriciligi acisindan
klonlamanin anlami1 her klonlanmis aga¢ en iyi gelisen sakiz agaci gibi biyiir ve fazla
sakiz iiretir. Klonlanmig bitkilerin 6zellikleri istenilen verimi verecek 6zeliklerin en iyi
kombinasyonunu gdsterir. Boylece bir sakiz bahgesinden en iyi agact segerek bundan

cogaltilacak yeni bitkilerle biitiin sakiz bahgesini ayn1 duruma getirilmesi gibidir.
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* 2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Sakiz Agacimin (P. lentiscus L.) Kokeni ve Sistematikteki Yeri

Pistacia genusu, Sapindales/Rutales takimi igerisinde yaklasik 70 cins ve 600
iizerinde tiirden olusan (Mitchell ve Mori, 1987) ve kozmopolit bir familya olan
Anacardiaceae (Sumakgiller) baghdir. (Wannan ve Quinn, 1991; Stevens, 2008).
Aromatik yaprak Ozelligine sahip, bircok Akdeniz ikliminde yetisen sik ¢alilik
formunda bir bitkidir (Chryssavgi ve ark., 2008). Pistacia cinsinin 11 tiird
bulunmaktadir (Zohary, 1952). Pistacia cinsinin kdkeninin Orta Asya olduguna inanilir
(Parfitt ve Badenes, 1997; AL-Saghir, 2010). Pistacia’nin iki cesitlilik merkezi
tanimlanmistir: Birincisi; Ortadogu, Kuzey Afrika ve Giliney Avrupa’ nin Akdeniz
bolgelerini kapsar. Ikincisi ise, Bat1 ve Orta Asya’ y1 igerir (AL-Saghir, 2009; Kafkas ve
ark., 2002). Cinsin tiirleri Kuzey Afrika’ dan Filipinler ile Teksas’tan Nikaragura’ya
kadar dogal olarak meydana gelir (AL-Saghir, 2012). Pistacia lentiscus L. (Sekil 2.1)
icin az sayida sistematik ¢alisma yapilmistir. Tournefort 1700°de P. terebinthus ve P.
vera’yt Terebinthus cinsinin altinda siniflandirmasina ragmen, P. lentiscus‘u Lentiscus
adiyla farkli bir cins olarak diisiinmistiir. Species Plantarumda Linnacus 1753’de
Pistacia nm alt1 tiriinii tanimlamustir: P. lentiscus L., P. narbonensis, P. simaruba, P.
terebinthus, P. trifolia ve P. vera. Pistacia narbonensis ve P. trifolia P. vera’nin
sinonimleridir. Zohary (1952)’de Pistacia cinsini morfolojik belirteglere dayanarak
yaptig1 siniflandirmada cinsi 4 bolim ve toplam 11 tire aywrmustir (Cizelge 2.1.)
(Zohary, 1952; Parlak ve Akbin, 2008). Diger bir ¢alisma ise, Parfitt ve Badenes
(1997)’de Pistacia cinsini 2 boliim ve 10 tiir olarak siniflandirmistir (Cizelge 2.1.).
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Cizelge 2.1. Pistacia cinsinin simiflandirilmas: (*Zohary, 1952; ®parfitt ve Badenes, 1997)

Bpliim Tiirler "Boliim °Tiirler
. P. mexicana .
Lentiscella P. mexicana
P. texana . P. texana
) P.lentiscus L. Lentiscus P. weinmannifolia
Eu- Lentiscus P. weinmannifolia P. lentiscus L.
P. saportae
P. vera L.
P. khinjuk Stocks P.veralL.
Eu-Terebinthus P. terebinthus L. P. khinjuk Stocks
P. palaestine Boiss Terebinthus P. terebinthus L.
P. chinensis P. palaestine Boiss
P. chinensis
Butmela P. atlantica Desf. P. atlantica Desf.

\ '} X ". <

'

Sekil 2.1. Cesme CiftlikkGy civarinda yetisen 20 yillik disi P. lentiscus L. agacinin
goriiniisii. Bar : 66 cm

Caligmada materyal olarak kullanilacak olan P. lentiscus L’nin sistematikteki yeri

asagida belirtildigi gibidir (Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.2. P. lentiscus L.’ nin sistematikteki yeri

Bolim Spermatophyta
Altbolim Angiospermae
Sinif Magnoliopsida (Dicotyledoneae)
Alt Siuf Rosidae
Takim Sapindales
Familya Anacardiaceae
Cins Pistacia
Tiir Pistacia lentiscus
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Morfolojik smiflandirmadan farkli olarak, Pistacia genusunun Kloroplast
DNA’smnin RFLP teknigi kullanilarak yapilan molekiiler analizleri, P. lentiscus, P.
weinmannifolia, P. mexicana ve P. texana’yr igeren Lentiscus grubu ve geri kalan
tiirlerin (P. saportae calismaya eklenmemistir) yer aldigi Terebinthus grubu olmak
iizere, 2 monofilogenetik grup ortaya c¢ikartmustir (Parfitt ve Badenes, 1997). Daha
sonralart Yunanistan’da ve Akdeniz’de bulunan Pistacia tiirlerinin RAPD ve AFLP
teknikleri ile yapilan molekiiler analizleri, kloroplast DNA’s1 ile yapilan RFLP
sonuglarint desteklemis ve P. lentiscus’u yine diger Pistacia tiirlerinden ayr1 bir gruba
yerlestirmistir (Katsiotis ve ark., 2003; Golan-Goldhirsh ve ark., 2004).

AL-Saghir M. G. ve Porter D. M. (2012), yaptiklar1 ¢alismada bu cinsin
taksonomisini detayli bir sekilde revize etmislerdir. Bu cinsin su taksonlar1 igerdigini
bildirmislerdir; Pistacia atlantica Desf., P. chinensis Bunge subsp. chinensis, P.
chinensis subsp. falcata (Bess. ex Martinelli) Rech. f., P. chinensis subsp. integerrima
(J.L. Stew. Ex Brandis) Rech. f., P. eurycarpa Yalt., P. khinjuk Stocks, P. lentiscus L.
subsp. lentiscus, P. lentiscus subsp. emarginata (Engl.) AL-Saghir, P. mexicana Humb.,
Bonpl.,, & Kunth, P. X saportae Burnat, P. terebinthus L., P. vera L., ve P.
weinmannifolia Poiss. ex Franch. Pistacia cinsi Pistacia ve lentiscella olarak iki
seksiyona ayrilmakta oldugunu rapor etmislerdir. Calismalarinda 14 taksona ait tiir
teshis anahtar1 tanimlamislardir. P. lentiscus subsp. emarginata (Engl.) AL-Saghir
kombinasyonu yapilmis ve P. chinensis subsp. integerrima (J.L. Stew. Ex Brandis)

Rech. f., P. terebinthus L. ve P. vera L. tiirlerinin isimleri tektiplestirilmistir.
2.2. P. lentiscus L’min Diinya’da ve Ulkemizde Yayilis1 ve Ekolojik istekleri

Sakiz agaci Diinya’da Akdeniz ikliminin hakim oldugu tiim kiy1 kesimlerinde
hatta belli bir yilikseklige kadar i¢ kesimlerde dogal olarak yetismektedir (Ak ve
Parlakci, 2009). Diinya iizerinde, Giineybat1 ve Giineydogu Avrupa, Bat1 Asya, Kuzey
Afrika, Avrupa ve Kuzey Afrika’ya yakin birgok ada ve adaciklara yayildig:
bildirilmistir (Prada ve Arizpe, 2008). Akdeniz Bolgesi’nde, Portekiz, Ispanya (Balear
dahil), Fransa (Korsika dahil), Italya (Sardinya ve Sicilya dahil), Hirvatistan, Bosna
Hersek, Swrbistan, Arnavutluk, Yunanistan (Girit dahil), Kibris, Tiirkiye, Suriye,
Liibnan, Libya, Tunus, Cezayir ve Fas’ta bulunmaktadir. Deniz seviyesinden 700 m

yiikseltilerde de yasayan bu bitkiye Istanbul Burgaz Ada, Izmir, Ankara Incesu,
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Kayseri, Mugla, Marmaris, Kusadasi, Datca, Antalya Kemer, Icel, Tarsus, Ulas, Seyhan
ve Hatay yorelerinde rastlanmistir (Sekil 2.2. Davis, 1967).
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Sekil 2.2. Ulkemizde ve Ege Denizi’inde bulunan Yunan adalarinda P. lentiscus L. yetistigi tespit
edilen bolgeler (Davis, 1967)

P. lentiscus L gibi ayn1 familyanin diger 6nemli tiyeleri; ¢itlenbik, (P. atlantica)
melengic (P. terebinthus) ve antepfistigi (P. vera)’dir. Fakat sakiz agaci (P. lentiscus)
ozellikle Akdeniz ve Ortadogu bolgesinde Pistacia genusunda bulunan diger tiirlerden
(P. atlantica, P. palaestina, P. terebinthus ve P. khinjuk) herdem yesil olmasi ile
kolaylikla ayirt edilebilir. Ayrica, P. lentiscus L. Ege ve Akdeniz bolgesinin dogal bitki

ortisudir.

P. lentiscus L. herdem yesil, kurakliga dayanikl, dioik, ¢ali formunda ve odunsu
bir bitkidir (Sekil 2.1.). Bitkinin 6nemli 6zellikleri arasinda kalkerli topraklarda da
gelisim, herhangi bir yaralanmadan sonra kuvvetli olarak kdk ve dip siirgiinii verebilme

yetenegi ve topragi erozyona karsi koruma sayilabilir.

P. lentiscus L. bitkisinin govdesinden elde edilen iiriine re¢ine veya mastik
sakizi adi verilmektedir ve ticari degeri de oldukga yiiksektir. Bu {irliniin ¢ok sayida
kullanim alan1 vardir. Sakiz agacindan elde edilen mastik sakizindan ayn1 zamanda gida
ve ila¢ sanayisinde hammadde olarak da yararlanilmaktadir. Ayrica, bitkiden elde edilen
bu recine sakiz {iretiminde kullanilmakta ve bu da Onemli bir ticari gelir

olusturmaktadir. Sakiz iiretimi i¢in Oncelikle sakiz agaggiklarinin aga¢ formuna
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donistiiriilmesi ve sakiz veren gesitle asilanmasi gereklidir. Cali gdriinlimiindeki bu
agacciklarin aga¢ formuna gelmeleri uzun yillar almaktadir. Bugiin, iilkemizde 6zellikle
Cesme’de ozellikle Cesme’de Osmanli imparatorlugu déneminden kalan sakiz agaglari,
yok olma tehlikesi ile kars1 karsiyadir. Ciinkii bu bolgede oncelik olarak turizm sektorii
(sicak para akisindan dolay1l) tercih edilmistir. Bu nedenle iilkemizde Osmanli
doneminde sakiz reginesi iretiminin yapildig1 sakizliklar tamamen yok olmustur. Bugiin
Diinya’da sadece Yunanistan’in Sakiz Adasi’nda ticari damla sakizi {retimi
gerceklestirilmekte, tiretilen sakiz ya ham olarak ya da islenerek degisik iirlinlerde katki
maddesi olarak kullanilmak {izere ihra¢ edilerek milyonlarca gelir, lilke ekonomisine
katk1 saglamaktadir. Bu yiiksek gelir nedeniyle Sakiz Adasi’ndan her tiirlii bitkisel
materyalin ada disma c¢ikarilmasi kesinlikle yasaklanmistir. Yetistiricilik, tiretim ve
pazarlama etkinlikleri Sakiz Adasi'ndaki tireticiler birliginin kontrolii altindadir. Avrupa
Birligi’nin ilgili kurumlar1 tarafindan Sakiz Adasi’nin bir kism1 koruma altia alinmis

ve sakiz iiretiminin devamlili§1 ve artirilmasi i¢in sinirsiz maddi destek saglanmaktadir.

2009 verilerine gore Sakiz Adasi’ndaki toplam {iiretim 108.519,95 tondur
(www.investingreece.gov.gr). Tirkiye’nin yillik damla sakizi ihtiyaci ise, yaklasik 18
ton civarindadir. Bu ihtiya¢ 2008 yilinda 8 tonu ithal, 10 ton da kagak olarak iilkemize
aktarilmas1 ile saglanmistir (Bilgin, 2009). Aslinda Izmir’in Cesme ve Alagati
ilcelerindeki sakiz agaci potansiyeli, Sakiz Adasi’ndan daha fazladir. Ancak bu
yorelerde bitkiler ya {iretim yapilamayan ya da terbiye edilmemis bozuk nitelikte ¢ali
formunda agaglardir. Sakiz agacit uzun yillar yasayabilmektedir, govdenin c¢izilmesi

suretiyle, mastik sakizi elde edilmesi uzun yillar siirmektedir.

Disi agacglarda az sakiz salgilanmaktadir, ancak elde edilen sakiz erkek agagtan
alinan sakiz ile karsilagtirildiginda daha kalitesiz oldugu goriilmektedir. Bu nedenle
sakiz eldesi, Sakiz Adasinda sadece P. lentiscus var. Chia’dan yapilmaktadir. Agaclar
normal sakiz verimine, 12-15 yaslarinda ulasir ve bu donemde aga¢ basma ortalama 300
gr’a kadar sakiz alinabilmektedir. Govde ve kalin dallarin kabuk kisimlar1 haziran
temmuz aylarinda derin yaralanarak sakiz salgismin akmasi saglanir. Pistacia
genusunda recine kanallar1 floem dokusunda bulunmakta, ¢izim yapilan yerlerden 1-2
saat icinde sakiz akmakta ve havayla temas edince katilagmaktadir. Bu regine suda

¢oziinmemekte, ancak kloroform ve alkolde kismen ¢oziinmektedir (Acar, 1988;

Perikos, 1993).
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2009 verilerine gore P. lentiscus L. ilag ve gida sanayisi i¢in onemli bir ham
maddedir. Ayrica sakiz agaci kurakliga karsi direnglidir ve yanma olaylarmdan sonra
kendini ¢abuk yenilediginden ekolojik bir degeri de bulunmaktadir (Mascarello, 2007).
Milattan Onceki yillardan beri bir¢ok iilkede sakiz agaci yapraklarindan, regine ve
meyvelerinden ilag ham maddesi olarak yararlanilmistir. P. lentiscus L. giiniimiizde de

ilag ve gida sanayisinin 6nemli bir ham maddesidir.
2.2.1. Damla Sakizinin Kullanim Alanlan

Damla sakizi, sakiz agacinin govdesinde acilmis yaralardan damlaciklar halinde
sizan aromatik bir bilesiktir (Sekil 2.3.). Bazi arastirmacilar, regine elde edilebilen bitki
olarak sadece Sakiz Adasi’ndaki “Chia” varyetesinden bahsetmektedir. Oysa (Bailey,
1963), varyete veya form farkliliginin 6tesinde Anacardiaceae familyasina dahil tiirlerin
benzer nitelikte regine verdigini belirtmektedir. P. lentiscus L. bitkileri aga¢ formuna
dontistiikten sonra salgiladigi re¢cineden yararlanilabilir. Meyveler sonbaharda olgunlasir

(Palli ve Aronne, 2000).

Sekil 2.3. A) Cesme Yarimadasi’nda iyi sakiz verdigi bilinen agaglardan alian
kaliteli damla sakizi. Bar : 0.5 cm ve B) Okside olunca sararan damla
sakizi. Bar : 0.6 cm

Bitki kendini korumak i¢in bu regineyi salgilar. Erkek bitkilerin sakiz tiretim
potansiyeli disilerden fazladir (Boztok, 1999). Trapezi veya masa denilen beyaz Kil
hasat zamani yere diisen sakizi temiz ve seffaf tutmak icin agacin altina serpilir. Agag
altindaki alan diizgiin bir siipiirge ile siipiriiliir, tim biriken mastik toplanir ve
muhafaza edilir. Tki énemli toplama zamani vardir: Agustos ve Eyliil aylari. Hasat
stiresince yagmur yagarsa sakiz bozulabilir, sakizi asmdirabilir veya sakiz taze ise

yagmur suyuyla karisip siyaha donsiir.
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Damla sakizinin Kalitesi, rengine gore degisir. Daha temiz, seffaf ve beyaz
renkli sakiz daha kalitelidir. Sakiz okside olunca sararir (Sekil 2.3.B). Seffaf cam
boncuk gibi sakiz en kaliteli olandir. Sakizin depolama siiresi uzadik¢a Once beyaza

sonra sartya doner. Sakiza A, B ve C dereceleri verilir.

Bugiin mastik sakizinin ¢ok sayida kullanim alani vardir: Bu kullanim alanlarmi

genel olarak dort gruba ayirabiliriz:
2.2.1.1. Tla¢ Sanayisinde

Merhem yapiminda, iilser hastaliginin tedavisinde, dis macununda mastik sakizi
kullanilmaktadir. Ulser tedavisinde mastik sakizinin etkisine iliskin olarak, iki hafta
boyunca giinde bir gram alman mastik sakizinin peptik iilseri tedavi edebildigi
gorilmiistiir (Huwez ve ark., 1998). Ayrica mastik sakizi deri hastaliklarinda,
yaniklarda, egzama (Palevitch ve Yaniv, 2000), kanser hastaliinda (Loutrari ve ark.,
2006) genis Olgiide kullanilmaktadir. Mastik sakizinin kolesterolii azalttig1 ve yiiksek
kan basincini diistirerek kalp krizi riskini diistirdiigii kanitlanmustir (Sanz ve ark., 1998).
Agiz hijyenitesi i¢in de antiseptik olarak dis macunlarinda mastik sakizi
kullanilmaktadir (Sherman, 2005). Yaprak ve meyvelerinde bulunan sekonder bilesikler
(ugucu yaglar) nedeniyle milattan dnceki yillardan beri birgok hastaligin tedavisinde ilag
olarak kullanilmaktadir. Bunlarin basinda, kuduz hastaligi, uyuz ve yilan isirmalari
gelmektedir (Boztok, 1999). Sakiz agacmin toprak iistii kisimlari, idrar soktiiriicii
Ozelliklerinden dolay1 uyarici olarak kullanilmasimin yani sira hipertansiyon, oksiirik,
bogaz agrilari, ekzama, karin agrisi, bobrek taslar1 ve sarilik tedavisinde kullanilmistir
(Bentley ve Trimen, 1980; Palevitch ve Yaniv, 2000). Yapraklardan ve ince dallardan
elde edilen yag bakteriye karsi vasat bir etkinlik gdsterip ve mantara karsi tamamen
etkisiz kalmasina ragmen recinesinin ugucu yagi, mikroorganizmalara ve mantara karsi
cok etkili oldugunu kanitlamistir (Magiatis ve ark., 1999). Gallik asit ve onun
tirevlerinin varhgi, meyvelerdeki 1, 2, 3, 4, 6-pentagalloylglucose, K562 hiicre
sirasindaki HoO,’ nun sebep oldugu agiz peroksidasyonuna karsi koruyucu bir rol

oynadig1 belirlenmistir (Abdelwahed ve ark., 2007).

P.lentiscus L’nin fenolik bilesimlerinin 6zleri dnemli derecede antimikrobiyal
aktivite, Ozellikle de antifungal etki gostermistir. Dahasi, incelenen 6zler, in vitro

ortamda siiperoksit anyonlar i¢in yiiksek derecede azaltici ve ise yarar olanlar1 toplayici
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bir etkinlik gdstermektedir. Giiglii bir antifungal aktivite ve zayif bir antibakteriyal
etkinlik gézlenmistir. Ayrica sliperoksit anyonlarinda yiiksek derecede azaltic1 bir gii¢

kapasitesi ve zayif bir toplayici aktivite gostermiglerdir (Nabila Benhammou ve ark.
2008).

Sakiz yagi, kaspaz-3 aktivitesinin yilikselmesi ve damar endotelyal biiyiime
etkisinin yayilmasi esliginde, insanlardaki 16semi K562 hiicrelerinin ¢ogalmasini énemli
Olglide engellemistir (Loutrari ve ark., 2006). P. lentiscus L. yag1 alkalen fosfataz,
aspartat transaminaz ve tre Orneklerinde oldugu gibi civa zehirlenmesine karsi
korumada kismen yardimci olabilir, ve gilivenilir dogal bir besin kaynagi olarak kabul
edilebilir, en azindan toplam kollesterol ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)

kollesterolu normal degerlerinde tutarak bunu saglayabilir (Tounes ve ark., 2008).

Damla sakizinin iyilestirici Ozellikleri eski zamanlardan beri bilinmektedir
(Moussaieff ve ark., 2005). Dioscorides Pedanius, ‘De materia medica’ adli
makalesinde damla sakizinin sindirme siirecini olumlu bir sekilde etkiledigini ve ek
olarak kozmetik Ozelliklere ve dis i¢in yararli etkilere sahip oldugunu ifade etmistir
(Wellmann, 1907). Klinik arastirmalar ilk olarak damla sakizinin gastrik ve duedonal
iilsere karsi etkili oldugunu ortaya koydu (Al-Habbal ve ark., 1984; Al-Said ve ark.,
1986). Damla sakizinin in vitro ortamda Helicobacter pylori (Hp)’ye karsi bakteri
oldiiriicti oldugu kanitland1 (Huwez ve ark., 1998; Marone ve ark., 2001). Ancak, son
aragtirmalar damla sakizinin insanlardaki Hp in vivo ortamda yok edemedigini
gostermistir (Bebb ve ark., 2003; Loughlin ve ark., 2003). Sakiz agacinin damla sakizi
in vitro ortamdaki HCT116 insan kolon kanseri hiicrelerinin gogalmasini engelledigi ve
bu hiicrelerin 6liimiinii baslatan bilesimleri igerdigi bilinmektedir (Balan ve ark., 2007).
P. lentiscus L’da gelencksel olarak oOzellikle gogiis, karaciger, mide, dalak, rahim
timorleri lizerinde bir anti kanserojen madde ogesi olarak kabul edilmistir
(Assimopoulou ve Papageorgiou, 2005). Damla sakizi ilk kez goriildiikleri beyaz kan
hiicreleri lenfositlerince ifade edilen gizli sinyalleme molekiilleri olan sitokinlerin bir
grubu olan IL-6’nin etkinlik endeksi ile plazma seviyelerini ve aktif Crohn hastalig
tagiyan hastalardaki C- reaktif proteini (CRP) 6nemli 6l¢lide azalttig1 ortaya ¢ikmustir
(Kaliora et al., 2007). P. lentiscus L. kalp damar hastaliklar1 ile karaciger hasarlarmna
kars1 dnleyicidir. /n vitro ortamda insan LDL oksitlenmesini engeller (Andrikopoulos ve

ark., 2003) ve igerdigi triterpenler sayesinde, antioksidan/antiatrojenik etki saglamak
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icin periferal mononiikleer kan hiicrelerinde hareket eder (Dedoussis ve ark., 2004).
Mastik yaginmn anti-bakteriyel (Lauk ve ark., 1996) ve antioksidan (Dedoussis ve ark.,
2004) 6zellikte oldugu tespit edilmistir.

2.2.1.2. Gida Sanayisinde

Tatlandiric1 olarak, keklerde, dondurmalarda, siitlii tatlilarda, alkolli igkilerin
iretiminde Ozellikle likor ve uzo iiretiminde mastik genis Olgiide kullanilmaktadir.
Mastik sakizi ayn1 zamanda baharat ve degisik soslara kivam vermek i¢cin de kullanilir.
Kibris ve Suudi Arabistan’da temel bir baharat olarak kullanilmaktadir. Liibnan ve
Suriye’de ev kadmlarmin yapmis oldugu geleneksel peynire katilir. Yunanlilarin
festival ekmeklerinin temel icerigi mastiktir. Mastik sakizi iilkemizde pudinglerin ve
dondurmalarin ana bileseni olup, bunlarin acik beyaz renkte olmasmi saglamaktadir

(Sherman, 2005).
2.2.1.3. Kimya Endiistrisinde

Kozmetik iirlinlerde, verniklemede, resim boyalarinda mastik sakizi
kullanilmaktadir (Calabro ve Curro, 1974). Mastigin kimyasal analizi sonucu mastikte
%1-3 arasinda mastik yagi, %4 oraninda a ve b mastisinik asit, %0.5 mastikhonik asit,
%20 a-mastikonik asit, %18 b-mastikonik asit, %30 a-mastik rezinesi ve %20 b-mastik

rezinesi bulunmustur (Sherman, 2005).
2.2.1.4. Diger Kullanmim Alanlar

Sakiz agacit Meksika’da siis bitkisi olarak kullanilmaktadir ve ¢ok degerlidir.
Ozellikle sehir yerlesim alanlarinda bulunmaktadir ve uygun iklim 6zelliklerinin
olmadig1 yaz aylarinda bile yasamini siirdiirebilmektedir. Meyvelerinden yenilebilen
yag iiretilmekte ve bu yag doymamis yag asitleri olan oleik ve linoleik asit oraninin

zengin olmasi bakimimdan son zamanlarda dikkat ¢ekmektedir (Ucciani ve ark., 1995).
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2.3. Sakiz Agacinin Morfolojik Ozellikleri
2.3.1. Kok Yapisi

P. lentiscus L., geng donemde kazik kok ve bir¢ok yan kok ile karakteristiktir.
Olgun dénemde, yan kokler oldukga genisler ve sacaklar olusturur (Mattia, 2005).

2.3.2. Govde Yapisi

Sakiz agaci, genellikle ¢ali veya agaccik formunda gelisen, 1-3m’ye kadar
boylanabilen hatta bazen 6m yiiksekliginde olabilen bir bitkidir. Dogal sakiz agacmnin
govdesi diiz degildir. Gengken agik gri renkte ileri yaslarinda kiil karas1 rengindedir.
Cam agaglarinda oldugu gibi govdeden ayrilmasi zor olan *‘riknides™ adiyla anilan

cizgilerle kaphdir ve piiriizliidiir (Anonymous, 2005).
2.3.3. Cicek Yapis1

Dioik bir tiir olan sakiz agacinda, periant igermeyen ¢icekler 1 yillik siirgiinlerin
yaprak koltuklarinda bulunur. Sakiz agacinda ¢igceklenme bahar aylarinda
gerceklesmekte ve ¢ok sayida cicek iiretimi s6z konusu olmaktadir. Cicekleri kiigiik,
kirmizims1 veya sarimsidir ve ¢igekler salkim halinde kiimelenmistir. Erkek cigekler 1-
2.5 cm uzunlukta bilesik salkimlar, disi ¢icekler ise 1-3 cm uzunlukta seyrek dallanmig
salkimlar halindedir. Diger Pistacia tiirlerinin aksine, sakiz agacinda bulunan c¢igek
salkimi1 ana eksen {lizerinde kisalma egiliminde oldugu i¢cin sekonder salkim dallar
yaprak ekseni iizerinde hemen hemen bir noktadan ¢ikar ve kii¢iik bir demet halini alt1

hafta sonra gosterir (Palli ve Aronne, 2000).
2.3.4. Meyve Yapisi

4-7 mm c¢apinda, yuvarlak-basitk ve sivri uclu, baslangicta kirmizi,
olgunlastiginda ise siyah renktedir. Drupa tipi olan meyveler, etli-sulu bir mezokarp ile
kemiksi bir endokarpa sahiptir. Meyveler ekim sonu ile aralik ayr ortasina kadar
olgunlagsmaktadir (Boztok, 2004; Browicz, 1987). Sakiz Adasindaki kiiltiir formlarinin
varyeteden ziyade, uzun yillar verime gore selekte edilmis bir ¢esit oldugu

belirtilmektedir.
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2.3.5. Yaprak Yapisi

Yapraklar genellikle 2-4, nadiren de 5-7 ¢ift yaprak¢iktan olusur ve higbir zaman
terminal yaprak¢ik tagimaz. Sakiz agacinda, bilesik yaprak ekseninde bulunan
kanatgiklar ¢cok karakteristiktir (Cizelge 2.3.). Yapraklar1 govdeye bagh dal iizerinde 2-
12 adet dikdortgen, mizraksi veya oval bigimindedir. Yaprak¢iklar yaumurtamsi, mizrak,
eliptik, kiit veya dikenimsi uglu gibi forlar gosterir ve tiiysiizdiir. Yaprakcik uglari
genelde keskin bir noktayla sonlanir (Davis, 1967). Budama yapilarak terbiye edilen
bitkinin de yaprak sekli degismektedir (Boztok, 2004). Sakiz agaci, cins iginde en kalin
(etli) yaprakg¢iklara (490 um) sahip olan tiirdiir. Pistacia tiirlerinin tanimlayicilarina
gore bu cinse giren tiirlerde (P. vera L. hari¢) yaprak genisligi 5.38 cm ve yaprak
uzunlugu ise 5.13cm’dir (Anonymous, 1998). Yaprak boyutu ve sekilleri ile yaprake¢ik
sayis1 acisindan genis bir varyasyona sahip olan tiiriin erkek ve disi bireyleri de yaprak

formu acisindan degisiklik gosterir (Ozel, 2006).
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Cizelge 2.3. P. lentiscus L. nin erkek ve disi yaprak morfolojileri*

Pistacia lentiscus L. ERKEK Disi
4-4-2-2-4-6-4-6 6-6-4-4-4
Yaprak¢ik sayist
5-3-4-3-4-4-4-6 6-4-6-4-6-6

Genellikle paripinnat
2-3 Yaprak¢ikly(Nadiren 1 ¢ift 3
yaprakgikly) Yaprakgiklar egit

Genellikle paripinnat 1-3 Yaprak¢ikit Nadiren
Yaprak yapist imparipinnat (3 veya 5 yaprakgiki)

Yaprakc¢iklar egit biiyiikliikte
P 4 BT

] Yaprak ekseni belirgin alt kisimda
Yaprak ekseni Petiol kanatli 2,5-4,5 cm
dar kanatly, iist kisumda belirgin kanath

1-3 cm uzunlukta

Eksen Eksen ¢ikantisiz Eksen ¢ikantisiz veya mukrolu
Sapsiz dar eliptik damarlanma
Yaprak¢iklar Sapsiz ovat, Nadiren eliptik Damarlar pinnat ot
pinna
Yaprakcik uclart Kor u¢lu Hafifce girintili Kamamsi kisa Mukronat

*Yaprak morfolojisi Prof. Dr. Alaaddin S. ERTEKIN tarafindan yapilmistir.
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Yapraklar sirali, kalin birlesik paripinnat (terminal yaprak¢ik bulunmaz) 2-3 cift
koyu yesil yaprak salkimindan olusur. Sakiz agaci, bulundugu seksiyon i¢inde en kalin

yaprakgilara (490 um) sahip olan tiirdiir (Anonymous, 1998).
2.3.5.1. Erkek Agacin Yaprak Yapisi

Genellikle paripinnat, 1-3 ¢ift yaprakg¢ikli, nadiren imparipinnat (3 veya 5
yaprakgikli), yaprakciklar es biiyiikliikte, yaprak ekseni belirgin alt kisimda dar kanatli,
iist kisimda belirgin kanatli, 1-3 cm uzunlukta, eksen ¢ikintisiz, yaprak¢iklarda damarlar
pinnat, sapsiz oval, nadiren eliptik, yaprak uclar1 kor uclu, hafifce girintilidir (Sekil
2.4.). 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 ve ark., 2003).
2.3.5.2. Disi Agacin Yaprak Yapisi

Genellikle paripinnat 2-3 yaprak¢ikli (nadiren 1 ¢ift 3 yaprake¢ikli), yaprakgiklar
esit biytikliiktedir. Eksen kanatli, 2.5-4.5 cm, ¢ikintisiz veya mukroludur. Yaprak¢iklar

sapsiz, dar eliptik ve damarlanma pinnattir. Yaprakc¢ik uglari kamamsi, kisa ve

mukronattir (Sekil 2.4.).

Sekil 2.4. Disi (solda) ve erkek (sagda) sakiz agaci yapraklarinin genel
goriiniisii: A) Ust yaprak ayasi A-Sol Bar 3cm A-sag resim; Bar
2.5cm B) Alt yaprak ayasinin goriiniisti B-sol resim Bar 2.5cm ve
sag resim Bar 3cm

2.3.6. Tohum

Kromozom sayis1 2n=24’tiir (Zohary, 1952). Tohumlar olgunlagsma déneminde

yuvarlak ve diiz ylizeylidirler. Tohumlar ekim-kasim aylar1 arasinda olgunlasir (Prada
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ve Arizpe, 2008). Sakiz agacinin, ¢ok sayida ¢icek ve meyve tliretmesine karsin yasayan
tohum igceren meyve sayisi ¢ok az olmaktadir. Cigeklerin biliylik kismi meyve
olusturamamakta ve olusan meyvelerin  Onemli bir kisminda ise tohum
bulunmamaktadir (Martinez-Palie ve Aronne, 2000). Kirmizims1 veya beyaz meyvelerin
toplanmasindan kagmilmalidir (Sekil 3.1.). Ciinkii bu meyvelerde embriyo Oli veya
partenokarpiktir (Jordano, 1988). Bu nedenle, siyah meyvelerin i¢erdigi tohum orani
daha yiiksek oldugu i¢in hasat sirasinda bunlarin tercih edilmesi gerekmektedir (Verdu
ve Garcia —Fayos, 2002). Tohumlarin ¢imlenmesi epigeiktir. Buna karsin, tim diger
Pistacia tiirlerinde ¢imlenme hipogeiktir. Ayrica tohum igeren meyvelerin iiretimi tek
bir populasyondaki bitkilerde bile degisiklik gostermektedir (Martinez-Palie ve Aronne
, 2000; Verdu ve Garcia —Fayos, 2002).

2.4. P. lentiscus L’nmin Cogaltilmasi
2.4.1. P. lentiscus L’nin Geleneksel Yollarla Cogaltilmasi

Pistacia cinsine dahil tiim diger tiirler gibi, sakiz agacinda da tozlasma riizgarla
olmaktadir (Whitehouse,1957). Bu nedenle disi bitkilerde yabanci tozlanma mevcuttur.
Dioik bir bitki oldugu i¢in tohumdan gelisen her fidan genetik olarak degiskendir ve
erkek ya da disi olma olasilig1 %50°dir (Onay, 1996). Tohumdan yetisen fidanlarda
acilim s6z konusu oldugundan verimli sakiz iiretimi i¢in erkek veya disi agaclarin
mutlaka {stiin nitelikli standart kiiltiir ¢esitleri ile asilanmasi1 gerekmektedir. Bugiin
sakiz kalitesinin diisiikliigii nedeniyle disi bitkilerden iiretim yapilmamaktadir. Bu
nedenle fidan elde etmek amaciyla dogrudan tohumla iiretim sakincalidir. Bu baglamda,
ekonomik 6neme sahip ¢cogu odunsu tiirde oldugu gibi (Hartmann ve ark., 1990), bu
bitkinin de bir yillik siirgiin celiklerinin sera kosullarinda 1sitmali koéklendirme
masalarinda koklendirilmesi yoluyla hizli ve ekonomik fidan iiretimi 6n plana

cikmaktadir.

Sakiz agacmin geleneksel cogaltim yontemi, kalin dallardan hazirlanan
celiklerin kis aylarinda dogrudan plantasyon kurulacak araziye dikilmesine
dayanmaktadir. Bu yontemde hem koklenme uzun siirmekte hem de basar1 oranmi diisiik
olmaktadir (Browicz,1987; Acar, 1988). Ayrica, yogun plantasyon i¢in damizlik bitki

sayis1 yetersiz oldugu i¢in aliabilecek celik sayist da sinirli olmaktadir. Sakiz agacinin
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celikle iiretilmesi ile ilgili yapilan calismalarda, celiklerde koklenmenin basarisiz
oldugu tespit edilmistir (Hepcan, 1992). Ancak c¢eliklerin bir yillik siirgiinlerinde
degisik oksinlerle muamele edildiginde kdklenmenin gdoriildiigii rapor edilmistir

(Isfendiyaroglu, 1994).

Pistacia cinsine giren diger tiirler gibi odun veya yar1 odun ¢elikleri kullanilarak
sakiz agacmin ¢ogaltimi olduk¢a zordur (Joley and Opitz, 1971). Buna karsin, ¢elikle
cogaltim ydntemi uygulanacak ise celikler geng bitkilerden alinmalidir (Isfendiyaroglu,
2000; Pignati ve Crobeddu, 2005; Viole ve ark., 2004). Celik alma zamani, ¢elikle
cogaltimda en onemli faktordiir. Ocak ve subat aylarmin uygun déonem oldugu ve bu
donemde alinan ¢eliklerden %75’in  iizerinde sonu¢ alindigi bildirilmistir
(Isfendiyaroglu, 2000; Viola et al, 2004). Piganti ve Crobeddu (2005), celikle
cogaltmada ocak aymin nisan ayindan daha iyi oldugunu ve %80’nin iizerinde basar1
saglandigmi bildirmiglerdir. Bunun i¢in, koklendirmenin sistem altinda olmasi ve

torf-perlit (1:1) karisiminm kullanilmasi 6nerilmistir.

Ayrica, partenokarpi ve ovaryumun gelismemesi gibi déllenme problemlerinden
dolay1 genotipler arasinda tohumlarin ¢imlenme oranlar1 da farkli olur (Mulas ve ark.

1998).

Yukarida bahsedildigi gibi, geleneksel ¢ogaltimda tohumun kullanilmasi iiretilen
bitkiler ac¢isindan genetik acilimim yasanmasi, bunun yaninda vejetatif ¢cogaltimda ise
celiklerin koklenmesindeki sikintilarindan dolay1 biyoteknolojik yontemlerle bu tip

sorunlar asilmaya ¢alisilmistir.

Sakiz agacinin vegetatif cogaltim iizerine Isfendiyaroglu (1994), yaptigi
calismasinda, bir yillik sakiz agaci siirgiinlerinden hazirladig1 celiklerde, farkli
oranlarda olusturdugu hormon kombinasyonlar1 ile islem yaptiginda kdklenme gdrmiis
ve koklenmenin mevsimsel faktorlere bagl kaldigi ve en yiiksek koklenme oraninin ise
subat ayinda alinan celiklerde oldugunu bildirmis, diger aylarda ise daha diisiik oranda
koklenme oldugunu rapor etmistir. Ayrica, araziye dikimde kullanilabilecek fazla sakiz
veren se¢kin agac sayisi az oldugu i¢in ana bitkiden alinabilecek celik sayisinin da
smirli oldugunu bildirmistir. Tohumdan ve ¢elikle {iretime ek olarak, sakiz agacinin
gerek ¢ogiir (anag bitki) gerekse dogadaki yabani bireyler iizerine asilanarak, vejetatif

yolla tiretimi konusunda yapilan ¢aligmalarinda bulundugunu bildirmistir.
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2.4.2. P. lentiscus L’min Biyoteknolojik Yontemlerle Cogaltilmasi

Biyoteknolojik yontemler ile ¢ogaltimda bitki hiicre ve doku kiiltiirii yontemleri

kullanilmaktadir;

Bitki hiicre, doku kiiltiirii, genellikle aseptik sartlarda; karbon ve enerji kaynagi
olan seker, mineral tuzlar iceren ve agar ile katilastirilmis steril biiyiime ortami iginde
ya da iizerinde, bitki hiicre, doku, ya da organlarindan aliman eksplantlarin kiiltiirtinii

iceren oldukcga genis bir alan1 kapsamaktadir.

Pistacia genusunda yapilan mikrogogaltim c¢aligmalarinin ¢ogu ekonomik degeri
nedeniyle P. vera’da yapilmis olsa da, P. mutica, P. terebinthus,P. khinjuk, P.
palaestina ve P. atlantica tiirlerinde de in vitro Kkiiltiirlerin baslatilmasma ve
optimizasyonuna c¢alisilmistir (Cizelge 2.4.). Sakiz agacinda ise Cizelge 2.4.’den de
goriilecegi gibi in vitro ¢ogaltilmasiyla ilgili sadece birkag 6n calisma yapilmistir
(Fascella ve ark., 2004; Taskin ve Inal, 2005; Mascarello ve ark., 2007). Fascella ve
arkadaslarinin (2004) yaptig1 calismada sakiz agacinin ¢ogaltimida McCown’un makro
ve mikroelementlerinin (Lloyd ve McCown, 1980) kullanimmin eksplantlarda olusan
kararmay1 azalttigi, ancak siirgiin proliferasyonunun MS (Murashige ve Skoog, 1962)

besi ortaminda daha iyi oldugu bildirilmistir.

Sakiz agacinin in vitro yontemlerle gogaltilmasi iizerine ¢ok az sayida ¢alisma
rapor edilmistir (Taskin ve Inal, 2005; Fascella ve ark.2004; Ruffoni ve ark. 2004;
Mascarello ve ark. 2007). Ayrica, daha Once yapilan in vitro cgalismalarda sakiz
agaclarinin mikrogogaltilmasinda basarili olmayan sonuglar rapor edilmis (Taskin ve
Inal, 2005) ve bu konuda farkli eksplant cesitlerinin ve bitki bilyiime diizenleyicilerinin

denendigi kapsamli bir aragtirma yapilmamistir.
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Cizelge 2.4. Pistacia cinsine ait tiirlerde yapilan 6nemli in vitro mikrogogaltim ¢alismalari

Tiir In vitro sistem Sonug Kaynak
P. vera Su ve Nt* Coklu siirgiin olusumu  Barghchi ve Alderson, 1983
P. vera oT Somatik fide tiretimi Onay, 1995
P. vera oT Somatik fide tiretimi Onay, 1996
P. vera Su Coklu siirgiin olusumu  Onay, 2000
P. vera Nt Coklu siirgiin olusumu  Ozden-Tokath ve ark., 2005
P. khinjuk Su Coklu siirgiin olusumu  Barghchi, 1982
P. khinjuk Su Siirgiin proliferasyonu  Tilkat ve ark., 2005
P. mutica Su ve Nt Siirgiin biiylimesi Barghchi, 1982
P. atlantica Su ve Nt Stirgiin biiylimesi Barghchi, 1982
P. palaestina Su ve Nt Siirgiin bliytimesi Barghchi, 1982
P. terebinthus Nt Coklu stirgiin olusumu  Pontikis, 1984
P. terebinthus Nt Siirgiin proliferasyonu  Gannoun ve ark., 1995
P. lentiscus L. Su Stirgiin proliferasyonu  Fascella ve ark., 2004 (kararma)
P. lentiscus L. Su Kararma Taskin ve Inal, 2005
P. lentiscus L. Su Siirgiin proliferasyonu  Yildirim, 2012
P. lentiscus L. Su Kararma ve So Mascarello ve ark., 2007
P. lentiscus L. Su Siirgtin proliferasyonu  Kiling ve ark. 2013

* Su: Siirgiin ucu; Nt: Nodal tomurcuk. So: Siirgiin Olusumu. OT: Olgulasmamis Tohum

Son yillarda yapilan galismada ise Yildirim (2012)’nin yaptig1 P. lentiscus L. nin

proliferasyon calismalarinda en iyi silirglin sayismin 2.70 ortalamayla MS besi
ortaminda ve koklendirme caligmalarindaysa en i1yi koklenme yiizdesi, koklenme sayisi

ve koklenme uzunlugu sonucunun 1mgl™ IBA nin verdigini rapor etmistir.

Fascelle ve ark. (2004), yiizey sterilizasyonu ve c¢ogaltim asamasinda degisik
kombinasyonlardaki besiyeri igerikleri, bekletme siirelerini ¢alistigi arastirmasinda:
aseptik bitki materyalleri % 70 etanol ve NaOCI (%]1.2 aktif klor) ¢6zeltisi uygulanarak
elde etmistir. Ayni ¢alismada WPM besi ortaminm, siirgiin nekrozunu azalttigi ve
cogaltim sathasinda MS besiyerindeki tuzlarin yiliksek siirgiin olusumunu sagladigi

gorilmiistiir.

Taskin ve Inal (2005), P. lentiscus var Chia’ nin yash ve geng bireylerinden alinan
apikal siirglin uglarmi farkli hormon derisimlerini iceren MS ve DKW (Driver ve
Kuniyuki, 1984) besi ortamlarinda kiiltiire aldiklar1 ¢alismada, alinan materyallerden
besi ortamina salinan yogun fenolik bilesiklerden dolay1 eksplantlarda organogenezis

gdzlenmemigtir.

Ozden-Tokath ve ark. (2005), tarafindan antep fistigi Kirmizi ¢esidine ait

tohumlarin in vitro ¢imlendirilmesiyle elde edilen bitkiciklerden aliman nodlarmn, MS
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besi ortamina ilave edilen BA, KIN, GA; ve AgNO3’nin gévde proliferayonuna etKisi
incelenmistir. MS besi ortamaina ilave edilen 9.0 uM BA, 0.2 uM GA3 ve 24.0 yada
48.0 uM AgNO;3; maddelerle en yiiksek proliferasyon orani elde edilmistir. Yine MS
besi ortamina ilave edilen 12.0 uM IBA ile govdelerin kdklenmesi saglanmis ve basarili

bir sekilde iklimlendirilmistir.

Mascarello ve arkadaslar1 (2007), tarafindan yapilan baska bir in vitro ¢alismada
ise, Pistacia lentiscus’ a ait tohum ve geng¢ bitki eksplantlarmi kullanmiglar ve
tohumlarm ¢imlenme oranmi arttrmak i¢in ¢imlenmeyi arttirict gesitli uygulamalar
denemislerdir. Tohumlarin sogukta tutularak hidrojen kloriir (HCI) ile asindirilmasimnin
ve giberellik asit (GA3) uygulamalarmin tohumlarda ¢imlenme oranini arttirdigini rapor
etmiglerdir. Aksenik siirglinlerin in vitro c¢ogaltiminda ise en iyi siirgiin
proliferasyonunu 0.5 mgl™ BA destekli MS besi ortaminda sagladigi ve eksplant basma
ortalama 3.5 siirgiin olustugu bildirilmistir. Govdelerin koklendirilmesi i¢in ise (NAA)
ve (IBA) etkileri denenmis ve 0.5 mgl™ NAA iceren besi ortaminda cok sayida uzun
koklerin olustugu rapor edilmistir. Bununla birlikte, P. lentiscus var. Chia’dan alinan
stirglin uglarindan kiiltiir baslatma ¢aligmalarinda, fenolik bilesiklerin etkisi ve olusan

enfeksiyondan dolay1 in vitro ¢ogaltim i¢in tam bir protokol gelistirilememistir.

Yildirim (2012), P. lentiscus L.’nm in vitro proliferasyon farkli besi ortamlarinin
MS, DKW, QL, WPM etkilerinin belirlendigi ¢alismada en fazla siirgiiniin 2.70
ortalamayla MS besi ortaminda, en iyi siirgiin uzunlugunun ise, 10.6mm ile DKW
destekli besi ortaminda rapor edilmistir. Yildirim (2012), Yine ayni ¢alismada en iyi
besi ortami olan MS’in konsantrasyonlarini ¢alisarak siirgiin sayisinda en iyi sonucun 1
katinda ortalama 2.80 siirgiin uzunlugundaysa 2 kat 12.2mm oldugunu rapor etmistir.
Yapilan ¢aligmanin devaminda BA’nin konsantrasyonlarini ¢alisarak siirgiin sayis1 ve
uzunlugunda optimum  proliferasyon  0.5mgl?  oldugunu  belirtmisti. BA
konsantrasyonunun 0.1 IBA ve 0.1 GAs‘lii besi ortaminda siirgiin uzunlugu ve siirgiin
sayisinda azalma oldugunu bildirerek IBA ve GAgs’iin siirgiin proliferasyonunda inhibe

edici bir etki oldugunu belirtmistir

In vitro koklendirme genellikle substrat olarak agarli besi ortam kullanilarak

yapilmistir. (Yildirnrm 2012)’nin yaptigi P. lentiscus L.’nin koklenme g¢alismalarinda
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oksin tiplerinden IBA, NAA, IAA ve 1 mgl™® igin en iyi sonucu kéklenme yiizdesi

koklenme sayis1 ve koklenme uzunlugunu 1 mgl™ IBA nin verdigini rapor etmistir.
2.5. Somaklonal Varyasyon Cahsmalari

Somaklonal varyasyon, in vitro kosullarda rejenere olan bitkiler arasinda ortaya
cikan, genetik (Evans, 1988) veya epigenetik (Li ve ark., 2008) kokenli degisikliklerdir.
In vivo bitki biiyiime ve gelisiminde somatik farklilasma siirecinde genomda meydana
gelen endopoliploidi, politeni ve DNA dizilerinde azalma/artiglar gibi biiylik
degisiklikler in vitro kiiltiirlerin erken asamalarinda da gériilebilir. /n vitro’da rejenere
olmus somaklonlarda kromozom say1 ve yap1 degisiklikleri goriilebilir (Hao ve Deng
2002; Mujib ve ark., 2007; Larkin ve Scowcroft 1981). Somoklonlarda regenerasyon
sistemi, doku tipi, eksplant kaynagi, besi yeri bilesenleri, genotip ve kiiltiirleme siiresi
ve altkiiltiir sayis1 gibi faktorler, cok calisilan ancak mekanizmasi konusunda pek c¢ok
bilinmeyeni iceren somoklonal varyasyonu etkileyen etmenler arasindadir (Pierick
1987; Skirvin ve ark., 1993, 1994). Ayrica, transpozon elementlerinin aktivasyonu, gen
sessizlesmesi ve tek-kopya dizilerde yiiksek oranda goriilen metilasyon da somoklonal

varyasyonda onemli rol oynar (Hirochika 1993; Barret ve ark., 2006).

Bitki biyoteknolojisi yontemleri kullanilarak, geleneksel ¢cogaltimda karsilasilan
bircok zorlugun Ornegin mikro asilama yontemiyle koklenmesi zor olan badem
cesitlerinin  koklenmesi basar1 ile saglanmistir (Siizerer, 2013). Bu ydntemlerle
karsilagilan sorunlarin ¢6ziilmesi disinda ¢ogaltim1 yapilan bitkiler, kiiltiiriin baslatildigi
elit agacin aynisi olan klonlarin yetistirilmesi amaglanmaktadir. Ancak bu teknolojinin
kullanimi sirasinda, kullanilan kimyasallar, is giicli, yontem ve yapay ortam neticesinde
icsel beklenmeyen ve kontrol edilemeyen varyasyonlar ortaya c¢ikabilmektedir (Kaya,
2011). Ozellikle bu degisim basta ticari olarak calisan laboratuvarlar olmak {izere
istenmeyen bir durum olarak nitelendirilmektedir. Ancak bitki biyoteknolojisi
yontemlerinden herhangi birisinin kullanimi ile yapilan ¢aligmalarda bu tip bir olayin

gerceklesmesi olasidir.
2.5.1. Somaklonal Varyasyonlarin Belirlenmesi

Mikrogogaltilmis bitkilerde somaklonal varyasyon, morfolojik (Israeli ve ark.

1991), sitolojik (Loureiro ve ark 2005), fizyolojik/biyokimyasal (Wang ve ark. 2007) ve
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molekiiler 6zellikler yoniinden farkli bitki tiirlerinde tanimlanmistir (Huang ve ark.
2009, Bairu ve ark. 2011). Somaklonal varyasyonlarin belirlenmesinde PCR tabanli
bir¢ok yontem gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda en ¢ok kullanilanlar ise RAPD
(Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA, Williams ve ark., 1990), ISSR (Basit Tekrarli
Diziler Arast Polimorfizmi, Zietkiewicz ve ark., 1994), AFLP (Cogaltilmig Pargalarin
Uzunluk Polimorfizmi, Vos ve ark., 1995), REMAP (Retrotranspozon ve Mikrosatellit
Cogaltilmis Bolge Polimorfizmi, Kalender ve ark., 1999) ve IRAP (Retrotranpozon
Aras1 Cogaltilmis Bélge Polimorfizmi, Kalender ve ark., 1999)’dr.

Tez ¢alismasi kapsaminda, ¢ogaltilma protokolleri optimize edilen 4 klonun 6.-
9. ve 12. alt kiiltiirleri sonucunda olas1 varyasyonlarin belirlenmesi amaciyla IRAP

teknigi kullanilmastir.
2.5.2. Baz Tiirlerde Somaklonal Varyasyon Calismalari

Pistacia cinsine ait tiirlerin biyoteknolojik yontemlerle ¢ogaltimi yapilan klonlar
arasinda, olas1 meydana gelen somaklonal varyasyonlarin irdelenmesi ile ilgili
calismalara rastlanilmamistir. Yalniz, ayni cinse ait P. vera’ nin Ath ¢esidine ait uzun
stireli saklama c¢alismalarinda sivi azot 6ncesi ve sonrasi olasi somaklonal varyasyonun

belirlenmesine ait bir ¢aligma rapor edilmistir (Akdemir ve ark., 2013).

Stizerer (2013), badem bitkisinin en fazla tercih edilen {i¢ ¢esidi Nonpareil,
Ferrastar ve Teksas c¢esitlerinin in vitro mikroasilanmas: sonrasi, 3., 6. ve 9.
altkiilttirlerdeki  regenerantlarin  genetik  kararhiliklar1  irdelenmistir.  Yapilan
degerlendirmede kiiltiirin baslatildigi ana bitkiyle in vitro mikroasilama sonrasi
cogaltilan klonlar ile yapilan genetik kararlilik incelemesinde RAPD (Rastgele
Cogaltilmis Polimorfik DNA) belirteci kullanilmistir. Bariz olarak in vitro

mikroasilama sonrasi genetik benzerlik 6. altkiiltiirde kendini daha ¢ok gdstermistir.
2.5.3. P. lentiscus L. Bitkisine Ait Somaklonal Varyasyon Calismalar

P. lentiscus L. bitkisine ait klonal cogaltim sonrasi, olasi somaklonal

varyasyonlariin belirlenmesi ile ilgili caligmalara rastlanmamustir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Tez ¢ahsmasinda Izmir ili Cesme ilgesinin Ciftlikkdy mevkiinde bulunan ve fazla
miktarda sakiz recinesi verdigi tespit edilen disi agaglardan toplanan olgunlagmamis
(Sekil 3.1.A) ve olgunlasmis (Sekil 3.1.B) tohumlar in vitro kiiltiir baslatilmasinda
eksplant olarak kullanildi. Tohumlar toplandiktan sonra mezokarp ve ekzokarpindan
arindirtlip (Sekil 3.1.C) golge ve havadar bir ortamda kurutularak, kese kagitlar

icerisinde in vitro ¢imlendirme ¢alismalarma kadar +4 C’de muhafaza edildi.

[
Wl mm

\ -

Sekil 3.1. Sakiz agacinin : A) Olgunlagmamis meyveleri. Bar : 0.8 cm, B) Olgunlasmis meyveleri.
Bar : 0.7 cm, C) Endokarpli tohumlari. Bar : 0.5 cm

3.2. Besi Ortaminin Hazirlanmasi, Yiizey Sterilizasyonunda Kullanilan

Kimyasallar ve Kullamlan Cihazlar

Besi ortamlarinin  hazirlanmasinda ve ylizey sterilizasyonunda kullanilan
kimyasallar (Cizelge 3.1.)’de verilmistir. Caligmalarda kullanilacak olan besi ortamlar1
(Cizelge 3.2.), besi ortamlarina ilave dilecek olan bitki biiylime diizenleyicileri (Cizelge

3.3.) ve kullanilan cihazlar (Cizelge 3.4.)’te verilmistir.
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Cizelge 3.1. Besi ortamlarinin hazirlanmasinda yiizey sterilizasyonunda ve
somaklonal varyasyon belirlenmesinde kullanilan kimyasallar

Kimyasal Adi Firma Adi Katalog No
Etil alkol (%96) Pro-Lab Ticari
ACE Gamble Tiiketim Ticari
Glisin Merck K-27061401
Nikotinik asit Sigma N-0765
Tiamin HCI Sigma T-3902-25
Piridoksin HCI Sigma P-8666
Myo-inositol Sigma 1-3011
Agar Sigma A-1296
Sakkaroz Sigma S-5391
Laktoz Sigma 61345
Glikoz Sigma G-7520
Fruktoz Sigma F-1019
IAA (Indolasetik asit) Sigma 12886
IBA (Indolbiitirik asit) Sigma 1-5386
NAA (Naftalenasetik asit) Sigma N-0640
KIN (Kinetin) Sigma K-0753
TDZ (Tidiazuron) Sigma P-6186
BA (Benzil adenin) Sigma B-3408-5
(2-iP) 2-izopentiladenin Sigma D-7674
Valine Sigma V-0513
NH4NO3z; (Amonyum nitrat) Sigma A-3795
KNO; (Potasyum nitrat) Sigma P- 8291
KH,PO, (Potasyum fosfat) Sigma P-8416
CaCl,.2H,0 (Kalsiyum Kloriir) Sigma C-2536
MgSO,.7H,0 (Magnezyum siilfat) Sigma M-7774
H3BO; (Borik asit) Sigma B-9645
KI (Potasyum iyodiir) Ridel-de Haen 03124
MnS0O,4.4H,0 (Mangan siilfat) Sigma M-7899
ZnS0,4.7H,0 (Cinko siilfat) Sigma Z-1001
Na,M00,.2H,0 (Molibdik asit) Sigma M-1651
CuS0,4.5H,0 (Bakir siilfat) Sigma C-8027
CoCl,.6H,0 (Kobalt Kloriir) Sigma C 2911
FeSO,.7H,0 (Demir siilfat) Sigma F-8263
Na,EDTA 8
(Sodyum etilendiamintetraasetik asit) S EHEE
dH,0O
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Cizelge 3.2. Calismalarda kullanilan besi ortami igerikleri

Kimyasallar MS WPM DKW QL
Besi ortamlar1 ana soliisyonu
NH4NO3 1650 mg 400 mg 1400 mg 400 mg
KNO3 1900 mg Omg Omg 1800 mg
KH2PO4 170 mg 168 mg 260 mg 272 mg
Ca(NO3)2 Omg 460 mg 1950 mg 1204 mg
MgS04.7H20 370 mg 368 mg 740 mg 356 mg
CaCl2.2H20 440 mg 72 mg 150 mg Omg
K2S504 Omg 988 mg 1560 mg Omg
Mikroelement-1
MnSO4.H20 16.9 mg 16.9 mg 33 mg 16.9 mg
ZnS04.7H20 8.6 mg 8.6 mg 16 mg 8.6 mg
Na2MO4.2H20  0.25mg 0.25mg 0.4 mg 0.25mg
Kl 0.83 mg 0.83mg Omg 0.83mg
H3BOA4. 6.20 mg 6.20 mg 5mg 6.20 mg
Mikroelement-11
CoCl2.6H20 0.025 mg 0.025 mg Omg 0.025 mg
CuS0O4.5H20 0.025 mg 0.025 mg 0.25mg 0.025mg
Komplex kelator (Demir)

FeSo4 28 mg 28 mg Omg 56 mg
Na2EDTA 37 mg 37 mg Omg 74 mg
Vitaminler

Glycine 2mg 2mg 2mg 2mg
Nicotinic Acid 0.5 mg 0.5mg 0.5mg 0.5mg
Thiamin HCI 0.1 mg 0.1 mg 0.1 mg 0.1 mg

Pyridoxine HCI 0.5 mg 0.5mg 0.5mg 0.5mg
Sakkaroz 3049 3049 30¢ 30g
Myo-inositol 100 mg 100 mg 100 mg 100 mg
Agar 6.449 6.49 6.49 6.49
pH 5.8 5.8 5.8 6
Tamamlanan 50500 1000ml’e  1000ml’e  1000ml’e

Distile su
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Cizelge 3.3. Calismalarda kullanilan besi ortamlarina ilave
edilen BBD’ler

I¢erik Miktar
6-Benzyladenin (BA) 100 mg
1 NHCI 2-3ml

dH20 100 ml’e tamamlama
(2-iP) 100 mg
1 NHCI 2-3ml

dH20 100 ml’e tamamlama
Tidiazuron (TDZ) 100 mg
1 NHCI 2-3ml

dH20 100 ml’e tamamlama
Kinetin (KIN) 100 mg
1 NHCI 2-3ml

dH20 100 ml’e tamamlama
a-Naftalenasetik asit (NAA) 100 mg
1 NHCI 2-3ml

dH20 100 ml’e tamamlama
3-indolbutirik asit (IBA) 100 mg
1 NHCI 2-3ml

dH20 100 ml’e tamamlama

Cizelge 3.4. Calismalarda kullanilan cihazlar

Cihaz Ismi Model Firma Ulke
Buzdolabi (+4°C) BK 8450 T Beko Tirkiye
Derin Dondurucu (-20) GS51NAW30 Indesit Tiirkiye
Derin Dondurucu (-80 'C) Forma 8600 Thermo ABD
Hassas Terazi XT 320M Precisa Tirkiye
Calkalayict 0425966 J.P.Selecta Ispanya
pH Metre 211 Hanna Almanya
Manyetik Karistirici Are Velp Ispanya
Etiiv 0462637 J.R.Selecta Ispanya
Firin 6330N Beko Tirkiye
Saf Su Cihaz1 Arium 611 Sartorius Ispanya
Laminar Akimh Kabin MH-100 Telstar Ispanya
Santrifiij D-78532 Hettich Almanya
Sicak Su Banyosu MP Julaba Almanya
Vortex Vortex Mixer VWR ABD
Mikrodalga Firin MWT71E Samsung Malezya
Liyofilizator RC101 Jouan Almanya
Elektroforez Sistemi MS09092879 Cleaver Ingiltere
Jel Dokiimantasyon Sistemi Chemidoc XRS" BioRad ABD
Nanodrop BioSpec-Nano Shimadzu Japonya
Otoklav CL-40M Alp Japonya
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Cizelge 3.5. gDNA izolasyonu ve miktar tayininde kullanilan

kimyasallar
Kimyasal Uretici Firma Karalog
Numarasi
Sivi Azot Messer PL-N2-089B
Etil alkol (%96) Pro-Lab
CTAB
(Setil Trimetil Merck 1.02342.0100
Amonyum Bromid)
Tris-HCI AppliChem A3452.0250
Trisma Base Sigma T6066
NaCl Sigma S3014
EDTA Calbiochem 324503
B-Merkaptoetanol Applichem A,11080,0100
PVP .
(Polivinil pirolidon) Sigma PR
Kloroform Sigma 372978
Oktanol AppliChem A3461.1000
RNaz A Intron Biotechnology 27062
Proteinaz K Intron Biotechnology 32181
Agaroz Merck 1.16802.0250
Tris-HCI AppliChem A3452.0250
Asetik asit Merck 1.00063.2511
EDTA Calbiochem 324503
E“dyég't‘Bbrr)"m“r Sigma E-1510
Jel Yiikleme boyasi Invitrogen 10813-015
A DNA-Hind 111 Fermentas SM0103

Distile Su (dH,0)

Cizelge 3.6. PCR reaksiyonu icin kullanilan kimyasallar

Kimyasal Uretici Firma Katalog Numarasi
Taqg DNA polimeraz PZR Kkiti Intron Biotech. 25022
dNTP Intron Biotech. 25022
MgCl, Intron Biotech. 25022
Agaroz Merck 1.16802.0250
Tris-HCI AppliChem A3452.0250
Asetik asit Merck 1.00063.2511
EDTA Calbiochem 324503
Etidyum bromiir Sigma E-1510
Jel Yiikleme boyasi Invitrogen 10813-015
1 kb DNA belirteg Invitrogen 10488-072
100 bp DNA belirteg Invitrogen 10488-058
dH,O
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3.3. METOT
3.3.1. BBD’lerin ve Besi Ortamlarimin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Tez kapsaminda yapilan calismalarda kullanilan BBD’lerinin stok ¢dzeltileri
Cizelge 3.3.’e gore hazirlandi. Bununla birlikte, tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan
bitki biiyiime diizenleyicilerinin istenen miktarlarda stoklarmin hazirlanmasi i¢in hassas
terazi yardimiyla belirlenen miktarda bitki biiylime diizenleyicisi tartildi, 6nce az miktar
¢oziicii (dH,0) ilave edilip, 1 Normal HCI ¢6zeltisinden homojen olarak ¢oziinmesi igin
damlatilip, ¢6zlindiikten ve bitki biiyiime diizenleyicileri stoklar1 hazirlandiktan sonra
kiiciik miktarlara boliinerek daha sonra kullanilmak {izere +4°C’de muhataza edildi.
Ancak bazi bitki bliylime diizenleyicilerinin (2-iP, TDZ ve KIN) 1sitma islemi sirasinda
kimyasal yapilar1 bozulabileceginden, besi ortamina otoklavlandiktan sonra ilave edildi.
Besi ortamimin pH’s1 otoklavlanmadan 6nce 1N NaOH veya 1N HCI kullanilarak 5.70-
5.80’e ayarland1.

Cizelge 3.2.’de oOnerilen jellestirici ilave edilen besi ortami 121°C’de 1.2 atm
basing altinda 15 dk steril edildikten sonra sogutularak sicaklik yaklasik 60°C iken
laminar akimli kabin icerisinde kiiltiir kaplarina aktarildi ve soguyana kadar agz1 agik

bir sekilde birakildi ve sonrasinda agizlar1 kapatilarak kullanilmak tizere kaldirildi.
3.3.2. Diger Malzemelerin Sterilizasyonu
Tim in vitro calismalar esnasinda izlenen sterilizasyon yontemleri asagida

tanimlanmustir.

Asagidaki maddelerde belirtilen materyaller iki katl aliminyum folyo i¢ine sarildi
ve otoklavda 121°C’de 20 dakika 1.2 atm basing altinda sterilize edildi.

1. Distile su igeren Erlenmayerler (kaplar) ve
2. Doku kiiltiir kaplar.

Bunlarin diginda doku kiiltliriinde kullanilan diger malzemeler; kiiltiir islemleri
esnasinda kullanilan pens ve bisturilerin muhafazas1 ve bitki pargalarinin kesilmesi
amaci ile iki ayr1 ebatta kullanilan filtre kagitlari, iki kat ambalaj kagitlarina sarilarak,
etlivde 180°C’de iki saat siire ile sterilize edildi. Cam malzemeler (tiip, petri kutusu,

erlen, meziir, balon joje, pipet, beher vs.) sadece sicak su kullanilarak fir¢ca yardimi ile
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iyice temizlendi. Daha sonra ii¢ defa saf sudan gegirilerek 180°C’de etiivde bir saat
bekletilmek suretiyle kurutuldu. Daha sonra ambalaj kagitlari ile iki kat sarilip etiivde
180°C’de iki saat siire ile sterilize edildi. Pens ve bisturiler, 6nce %96’lik etil alkol ile
silinip 10’arl1 gruplar halinde aliiminyum folyolara sarilarak, 180°C’de 2 saat siire ile

etuv’de sterilize edildi.

3.3.3. Tohumlarn Yiizey Sterilizasyonu I¢cin Uygun NaOCI Konsantrasyonun

Belirlenmesi

P. lentiscus olgun tohumlarinin, yiizey sterilizasyonu igin, Onay (1996), Tilkat
(2006), Tilkat ve ark. (2008, 2009) tarafindan antep fistig1 i¢in kullanilan yiizey
sterilizasyon metodu modifiye edilerek tohumlarin yiizey sterilizasyonu yapildi.
Sterilant olarak Sodyum hipoklorit (NaOCI) kullanildi. Etli ekzokarp kismindan izole
edilerek +4°C’de muhafaza edilen tohumlarm sert kabuklari kirici alet yardmu ile
uzaklastirildi ve laminar akimli kabin icerisinde ylizey sterilizasyonu islemine tabi
tutuldu. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu i¢in, steril cam kaplar igesinde hazirlanmis
olan farkli NaOCI (%10, %20 ve %30) konsantrasyonlar1 ile yiizey sterilizasyonlari
yapildi. Tohumlar belirtilen konsantrasyonlarda 20’ser dakika boyunca 150 rpm’de
calisan bir ¢alkalayicida veya elle NaOCI ¢ozeltisinde calkaland1 ve sonrasinda yine
steril erlenler icerisinde 5’er dakika arayla 3 defa steril distile su (dH,0) ile en az 5’er
dakika yikandi. Sonra steril filtre kagidi lizerine alinarak sert tohum kabugu filtre kagidi
iizerinde kurutuldu. Aksenik tohumlarin ¢gimlenmesi i¢in optimize edilmis (ayrint1 ig¢in
icin bakiniz Onay ve ark. 2011; KBAG 110T 941 Nolu projenin birinci ara raporu) besi
ortami kullanildi. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu i¢in yapilan deneyler asagida
verilmigtir. 4 haftalik kiiltiir siiresi sonunda kontaminasyon, ¢imlenme oranlar1 ve

morfolojik degisiklikler rapor edildi.

3.3.4. Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu icin %20’lik NaOCl’de Calkalama

Siiresinin Belirlenmesi

Bir onceki baslikta denenen degisik NaOCl orani1 ig¢in uygun goriilen
konsantrasyon, 10-20 ve 30dk olacak sekilde %20 NaOCI konsantrasyonu denendi. 4
haftalik kiiltiir siiresi sonunda kontaminasyon, c¢imlenme oranlar1 ve morfolojik

degisiklikler rapor edildi.
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3.3.5. Stok Kiiltiirlerin Eldesi

Kiiltiire alindiktan dort hafta sonra ¢imlenerek iyi gelisim gosteren 4 tohuma ait
siirgiin uglary, 1 mgl™ BA destekli MS besi ortaminda kiiltiire alind1 ve her 4 haftada bir
ayni kiiltiir besi ortaminda altkiiltiire alinarak (yaklasik 10-12 defa altkiiltiir sonucu
deneyler i¢in yeterli stok tiretilmistir) 4 klonal hat i¢in stok kiiltiirler cogaltildi. Klonlar

2 yillik ¢aligsma siiresince alt kiiltiirlenerek muhafaza edildi.

Sekil 3.2. 1 mgl™ BA ve 100 mgl™ valin iceren MS besi ortamimnda 4 haftalik
kiiltiir siiresi sonucu ¢ogaltilmis Klon-II’ye ait kiiltiirlerin
gorintisii. A) Bar : 7.cm. B) Bar : 4 cm

3.3.6. Siirgiin Proliferasyonu

Proliferasyon c¢alismalarinda asagidaki deneyler yapildi ve her deneyde (4 haftalik
kiiltiir siiresi) her bir klon i¢in morfolojik gelisimlerin yan1 sira ¢alisilan parametrelerde

eksplant basina siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu rapor edildi.
3.3.6.1. Siirgiin Cogaltimina Farkh Besi Ortamlarinin Etkisi

4 farkli klona ait stok kiiltiirlerden, yaklasik 1 cm uzunlugunda siirgiin uglar1 1
mgl™* BA, 50 mgl* Valin iceren MS, QL, WPM ve DKW besi ortamlarinda kiiltiire

alindi.
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3.3.6.2. Siirgiin Cogaltimina MS Besi Ortaminmin Farkh Konsantrasyonlarinin

Etkisi

4 farkli klona ait stok kiiltiirlerden, yaklasik 1 cm uzunlugundaki siirgiin ug¢lar: 1
mgl™ BA ve 50 mgl™ valin igerikli MS’in 1/4x, 1/2x, 1x ve 2x kuvvetli besi

ortamlarinda kiiltiire alind.
3.3.6.3. Siirgiin Cogaltimina Farkh Sitokininlerin Etkisi

4 farkl klona ait stok kiiltiirlerden, yaklasik 1 cm uzunlugunda siirgiin uglari, 50
mgl™ Valin ve 4 farkli sitokininin (BA, 2iP, Kin ve TDZ) 1 mgl™ konsantrasyonunu

iceren MS besi ortaminda kiiltiire alindilar.
3.3.6.4. Siirgiin Cogaltimina BA’1n Farklhh Konsantrasyonlarinin Etkisi

4 farkli klona ait stok kiiltiirlerden, yaklasik 1 ¢m uzunlugunda siirgiin uglart,
BA’nin 4 farkli konsantrasyonu (0.5, 1, 2 ve 4 mgl™) ve 50 mgl™ valin iceren MS besi

ortamlarinda kiiltiire alindilar.
3.3.6.5. Siirgiin Cogaltimina Farkh Karbon Kaynaklarimin Etkisi

4 farkli klona ait stok kiiltiirlerden yaklasik 1 ¢cm uzunlugunda siirgiin uglar1, 1
mgl™ BA ve 50 mgl™ Valin ve 4 farkli karbonhidrat tipinin (glikoz, sakkaroz, fruktoz ve

laktoz) her birinden 30gl™, iceren MS besi ortamlarinda kiiltiire alindilar.
3.3.6.6. Siuirgiin Cogaltimina Farkh Sakkaroz Konsantrasyonlarinin Etkisi

4 farkli klona ait stok kiiltiirlerden, yaklasik 1 cm uzunlugunda siirgiin uglari, 10,
20, 30, 40, 50 glI* fruktoz, 1 mgl* BA ve 50 mgl™® valin ilave edilerek MS besi

ortaminda kiiltiire alind1.
3.3.7. Siirgiin Koklendirilmesi

Koklendirme ¢aligmalarinda asagidaki deneyler yapildi ve her deneyde (4 haftalik
kiiltiir stiresi) her bir klon igin morfolojik gelisimlerin yan1 sira ¢alisilan parametrelerde

eksplant bagina kok sayis1 ve kdk uzunlugu rapor edildi.
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3.3.7.1. Koklenmeye Farkh Oksin Tiplerinin Etkisi

4 farkli klona ait stok kiiltiirlerden, yaklasik 2 cm uzunlugunda siirglin uglar, 1
mgl™ oksin (IAA, IBA, NAA) ve 50 mgl™ valin igeren MS besi ortaminda kiiltiire alind:
ve her bir siirglin icin eksplant basma kok sayisi, koklenme orani (%) ve kok

uzunluklar1 rapor edildi.
3.3.7.2. Koklenmeye Farkh IBA Konsantrasyonlarinin Etkisi

4 farkli klona ait stok kiiltiirlerden, yaklasik 2 cm uzunlugunda siirgiin uclari,
IBA nin farkli konsantrasyonlari (0.5, 1, 2 ve 4 mgl™) ve 50 mgl™ Valin igeren MS besi

ortaminda kiltire alindilar.
3.3.8. Adaptasyon

Koklenmis fidelerin koklerindeki agar1 uzaklastirmak ig¢in 6nce ¢esme suyunda
iyice yikandi. Daha oOnceden otoklavda steril edilmis 1:1 oranindaki torfikum
karisimmdan olusan kompost hazirlandi. Komposta transfer edilen fidelerin %90+5
bagil nemini korumak i¢in fidelerin iizerleri en az iki hafta boyunca Pyrex beher ya da
naylon posetlerle kapatilarak 3. giinden sonra her giin 3dk’dan baslayarak kademeli bir
sekilde havalandirildi. Daha sonra fidelerin bagil nemi derece derece yaklasik %60+5°¢e

disiirtildii. Bu bitkilere diizenli olarak 3 giinde bir su verildi.

Fideler ayr1 ayri saksilar i¢inde biiyiime odasinda gece giindiiz sicakhigi 20°C’ye
ayarlanan 16/24 saat fotoperiyot (20 pmol m? s™) altinda gelismeye devam ettiler. 5-6

haftalik adaptasyondan sonra, fideler tarlaya aktarilmaya hazir hale geldiler.
3.3.9. Kiiltiir Odas1 Kosullan

Kiiltiirler 8000'lix’liik 151k siddetine kadar ayarlanabilir civali Fliioresan lambali
(400 w, MBFR/U, Thorn) biiyiime odasina transfer edildi ve ortam sicakligini 2542°C
de sabit tutan bir sicaklik kontrol sistemi bulunmaktadir. Ayrica fotoperiyot, bir zaman
ayarlayicist ile 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik olacak bi¢imde diizenlenmis bir

ortamda kiiltiirlerin geligsmesi i¢in gerekli kosullar saglandi.
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3.3.10. istatistiksel Analiz (Verilerin Degerlendirilmesi)

Biitiin ¢aligmalar tesadiif bloklar1 deneme desenine gore yapilmistir. Verilerin
anlamli olarak degerlendirilmesi i¢in biitiin ¢alisma sonuglarinin tanimlayict analizleri
yapilmistir (SPSS 2.0). Test edilen islemler arasindaki énemli farkliliklar1 belirlemek
icin, faktoriyel veya nonfaktoriyel deneylerden almman veriler ANOVAl'ya tabi
tutuldular. Belirlenen istatistiksel farkliliklar P = 0.05 seviyesinde LSD testine tabi
tutuldu.

Oransal veriler durumunda Ki kare (x2 ) testi uygulanmistir.

Analizlerde asagidaki 6nemlilik seviyeleri kullanilmistir:

P>0.05 = Onemli degil

P <0.05 = Onemli

P<0.01 = ¢ok 6nemli

P <0.001 = oldukg¢a ¢ok 6nemli

3.4. P. lentiscus L. Klonlarinin Genetik Analizleri
3.4.1. Genomik DNA (gDNA) Izolasyonu

Klon-1, Klon-11, Klon-111 ve Klon-IV’ten 6., 9. ve 12. alt kiiltiirler sonras1 alinan yaprak
ornekleri -80 °C’de muhafaza edildikten sonra gDNA izolasyonu CTAB (Lodhi ve ark.,
1994) yontemi ile gergeklestirildi. Bu amagla, derin dondurucuda (-80 °C) muhafaza
edilen yaprak orneklerinden (100 mg) tartilarak ve sivi azotla ezilerek 1 ml CTAB

ekstraksiyon ¢6zeltisiyle karistirildi.

Karigim, 15 ml’lik falkon tiiplere konularak tizerine, 10 mg PVP eklendi. Su banyosuna
(60°C) alman ornekler birkag kez karistirilarak 25 dakika siireyle inkiibe edildi ve daha
sonra oda sicakligina alinarak sogutuldu. Karigimin iistiine 6 ml kloroform/oktanol
(24:1) eklenerek 20-25 defa hizla galkalandi ve karisim 4000 rpm’de 25 dakika santrifiij
edildi. Ust faz (az olmas1 durumunda) ependorf tiipe aktarildi. Elde edilen ¢ozeltiye 0.5
hacim 5M NaCl eklenerek iyice karistirildi. Cozeltiye 1 hacim soguk (-20 °C) %95’lik
etanol eklendi ve 4°C’de DNA iplik¢ikleri belirene kadar bekletildi. Daha sonra oda
sicakliginda sirasiyla 13000 rpm’de 10 dk santriflij edildi. Santrifiijiin ardindan {ist siv1
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dokiiliip pelet soguk %76’lik etanolle yikandi. Tiipler 37°C’de etiivde etanol tamamen
uzaklasana kadar bekletildi. DNA steril distile suda (50 ul) ¢oziildii. Orneklere son
derigimi 0.1 mg/ml olacak sekilde 10 mg/ml RNAaz ¢ozeltisi eklendikten sonra 37°C’de
45 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 6rneklere 1 mg/ml proteinaz K
¢ozeltisi son derisimi 0.01mg/ml olacak sekilde eklendi ve 37°C’de 30 dakika inkiibe
edildi.

Karigimimn istiine esit hacimde kloroform/oktanol eklenerek 20-25 defa, hizla
calkaland: ve karisim 4000 rpm’de 25 dakika santrifiij edildi. Ust faz yeni bir eppendorf
tiipe aktarildi ve elde edilen ¢ozeltiye 0.5 hacim SM NaCl eklenerek iyice karistirildi.
Cozeltiye 1 hacim soguk (-20°C) %95’lik etanol eklenip, 4°C’de DNA belirlenene kadar
bekletildi. Daha sonra oda sicakliginda sirasiyla 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edilip, st
stvi dokiildi ve pellet 4°C’ta sogutulan %76’lik etanolle yikandi. Tiipler 37°C’ta etanol
tamamen uzaklasana kadar bekletildikten sonra DNA, steril distile suda c¢oziildii.
Izolasyonu gergeklestirilen gDNA’larm 260-280nm dalga boylarinda spektrofotometrik
(Nanodrop) 6l¢timleri yapildi.

3.4.2. IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism) Analizleri

Klonlarin 6., 9. ve 12. alt kiiltiirlerinden elde edilen regenerantlar ile ana bitki
arasindaki genetik kararlhlik diizeylerinin belirlenmesi amaciyla IRAP analizleri
gergeklestirildi. Analizde 5 adet IRAP primeri (LTR-2, LTR-3, LTR-5, LTR-6, LTR-
10) kullanildi. gDNA’nin amplifikasyonu tiip basina, 1x PZR tampon [10 mMTris-HCI
(pH 8.3), 50 mM KCl], 2.5 mM MgCl,, 0.4 mM dNTP karigimi1 (dATP, dGTP, dCTP ve
dTTP), 1 uM primer, 50 ng kalip DNA ve 2U Taq DNA polimeraz igerecek sekilde
toplamda 25 pl reaksiyon hacminde gerceklestirildi. Termal dongii cihazinda (MJ
Research INC PTC-200) gergeklestirilen PZR analizi i¢in optimize edilen program, ilk
olarak kalip DNA’nin 95°C’de 3 dk 6n denaturasyonunu takiben, minimum 35 dongii
olacak sekilde, 95°C’de 15sn, reaksiyonda kullanilan primerlere 6zgii baglanma
sicakligi olan 55°C’de 30sn, 72°C’de 3dk ve son final uzama basamagi i¢in 72°C’de
10dk inkiibasyon adimlarini igermektedir.

PZR iiriinlerinin amplifiye olup olmadiklarinmn tespiti i¢in; balon joje igerisinde

750mg agaroz, 75ml 1x TAE (Tris-Asetik asit-EDTA) tamponu ile karigtirildi ve
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mikrodalga firinda eritildi. Oda sicaklifinda sogumasi beklenen agaroz jele, DNA’larin
UV 15181 altinda goriilebilmesi i¢in EtBr eklenip, karistirildi. Jel daha sonra jel kasting
sistemine dokiildii ve polimerlesmesi beklendi. Polimerlesmenin ardindan jel, tarak ve

kasting sisteminden alinarak tray iizerinde 1X TAE yiiklii elektroforez tankina konuldu.

IRAP-PZR’a 6zgii rastgele primerlerle ¢ogaltilan ¢ogaltim tiriinleri, toplamda 12
pl yiikleme ornegi olacak sekilde 11 pul IRAP-PZR iiriinii ve 1 pl yiikleme boyasi
eklenerek, agaroz jele yliklendi. Olusan bantlarin biiyiikliiklerinin belirlenmesi icin jele
100 bg (1.5 ul) ve 1 kb (1.5pu+9 pl dH,O) DNA Ladder da yiiklendi. Jel, 80 V’da
yaklasik 150 dk siireyle devam eden elektroforez isleminin ardindan jel dokiimentasyon

cihazinda UV 1s1k altinda dijital olarak goriintiilendi ve ¢ogaltim tirtinleri belirlendi.

3.4.3. IRAP PZR Uriinlerinin Degerlendirilmesi, Benzerlik Oranlarinin

Hesaplanmasi ve Dendogramlarin Olusturulmasi

Her bir klonun 6., 9. ve 12. alt kiiltiirlerinden alinan regenerantlar ve anag
ornekleriyle IRAP primerleri kullanilarak gercgeklestirilen PZR analizleri sonucunda
elde edilen ¢ogaltim tiriinleri “1” ve “0” degerleri verilerek var/yok seklinde belirlendi
ve MVSP 3.1 software (Kovach, 1999) kullanilarak istatistiksel hesaplamalar yapildi.

Ayni1 zamanda ilgili program kullanilarak

Jaccard (1908) benzerlik oranlar1 hesaplandi ve ana bitki-klonlar arasinda
dendogram olusturuldu. Ayrica, PIC (Polymorphism Information Content) degeri, PIC=
2Pi (1-Pi) formiilii (Botstein ve ark., 1980; Bhat, 2000) kullanilarak hesapland:.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. In vitro Kiiltiirlerin Baslatilmasi, Tohumlarin Dekontaminasyonu ve

Aksenik Klonal Hatlarin Uretimi

Bu kisimda tohumlarin aksenik olarak ¢imlendirilmesi ve siirgiin ug¢larindan

itibaren 4 klonal hat olusturulmasi ¢aligsmalar1 verildi.

4.1.1. Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu Uzerine NaOCI’nin Farkh

Konsantrasyonlarinin Etkisi

Tohumlar aksenik materyalin ¢ogaltilmasi igin %10, %20 ve %30'luk NaOCl'in
konsantrasyonlar1 20 dk siire ¢alkaland1 ve ti¢ defa steril saf su ile yikandi. Tohumlar
hormon igermeyen MS besi ortamma c¢imlenmeye birakildi. Rapor edilen veriler

istatistiksel olarak degerlendirildi ve sonuclar Cizelge 4.1.’de sunuldu.

Cizelge 4.1. P. lentiscus L. tohumlarin aksenik ¢imlenmesi tizerine farkli NaOCl
konsantrasyonlarmin etkisi

Uygulama Enfekte Olan Tohum (%)  Cimlenen Tohum (%)
Kontrol 100 0.0
% 10 NaOCI 20 dk 70 38.3
% 20 NaOCI 20 dk 0.0 86
% 30 NaOCI 20 dk 0.0 64

*Rakamlar kiiltiiriin 21. giiniinde her bir uygulamada en az 50 tohum ortalamasidir.

Cizelge 4.1.de gorildiigii gibi kontrol grubundaki tohumlarin tamami
kontamine olurken, ayni uygulama zamanina gore artan NaOCl orami tohumlarin
kontaminasyonunu engellemistir. %20 ve %30’luk 20 dakika NaOCl uygulamasinda hi¢
kontaminasyon goriilmedi ve ¢imlenme yiizdeleri sirasiyla, %86 ve %64 olarak
gozlendi. Ancak, %30’luk NaOCl konsantrasyonunda tohumlarda kontaminasyon
gozlenmezken, tohumlarin ¢imlenme yiizdesi %20 NaOCl islemine gore %22 oraninda

azaldi.

Sonuglar morfolojik olarak degerlendirildiginde, tohumlarda radikula
farklilagmasi kiiltiire alindiktan 48 saat sonra gozle goriilebilir hale geldiler, koleoptil
uzamasi ¢imlenme siirecindeki tohumlarda genelde 5. giinden sonra belirginlesmeye
basladi (Sekil 4.1.B). Cimlenen tohumlardaki kok farklilasmast ve gelisimi, siirgiin
uzamas1 ve gelisiminden daha hizli oldugu goézlendi. Tohumlardaki siirglin gelisimi

genellikle kiiltiiriin ilk haftasi i¢inde goriilmeye basladi. Govdelerdeki ikincil yaprak
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olusumu ise, kiiltiiriin ikinci haftasinda goriildii. Genel olarak ¢imlenen tohumlardan

geligen fideciklerin uzunlugu kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra 1-3 cm arasinda 6lgiildii
(Sekil 4.1.C).

Sekil 4.1. P. lentiscus L. tohumlarinin aksenik ¢imlemdirilmesi: A) Kiiltiire alindiktan hemen sonra.
Bar : 1 cm, B) 1 hafta sonra. Bar : 1.6 cm ve C) kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra ¢imlenmis
tohumlar. Bar : 1.6 cm

4.1.2 Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu Uzerine NaOCI’nin Uygulama

Siiresinin Etkisi

Bir onceki deneyde en iyi ¢imlenme yiizdesinin elde edildigi %20’lik NaOCI
konsantrasyonunda, rapor edilen ¢imlenme yiizdesini artirmak amaciyla tohumlarda
%20’lik NaOCl’de farkli calkalama siireleri ¢alisildi (Cizelge 4.2.). Cizelge 4.2.’de de
goriildiigii gibi NaOCI’in 20dk ve 30dk uygulamalarinda kontaminasyon goriilmezken,

strastyla %88.30 ve 69.09 ¢imlenme oranlari elde edildi.

Cizelge 4.2. P. lentiscus L. tohumlarin aksenik ¢imlenmesi tizerine %20°’lik NaOCl’in
farkli uygulama siirelerinin etkisi

Uygulama Enfekte Olan Tohum (%)  Cimlenen Tohum(%)
Kontrol(Steril saf su) 100 0.0
10 dk x % 20 NaOCl 5.76 71.15
20 dk x % 20 NaOCl 0.00 88.30
30 dk x % 20 NaOClI 0.00 69.09

* Rakamlar kiiltiiriin 21. giiniinde her bir uygulamada en az 50 tohum ortalamasidir

Cizelge 4.2. incelendiginde, kontrol grubundaki tohumlarin hepsi kontamine
olurken, artan uygulama siirelerinde (20 ve 30 dakika) kontaminasyon goriilmedi.
Cimlenme yiizdesi irdelendiginde, %20 NaOCl’lik 20 dakika uygulamasinda diger
denemelere gore daha fazla ¢imlenme goézlendi (%88.30), bu bir 6nceki denemeyle
benzer sonuglar gosterdi. Cizelge 4.2.ye gore, %20’lik NaOCl konsantrasyonunda 30
dakika uygulama siiresinde 20 dakika uygulama siiresine gore c¢imlenme oraninda

yaklasik %20 seviyesinde diisiis gézlendi.
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Yiizey sterilizasyonu denemelerinde elde edilen sonuglar (Cizelge 4.1. ve 4.2.)
genel olarak degerlendirildiginde, en uygun yiizey sterilizasyonu metodu olarak; 20
dakika %20’lik NaOCIl konsantrasyonunun aksenik materyal eldesi i¢in yeterli oldugu
goriildii.

Belirlenen yiizey sterilizasyonu metodu ile in vitro ortamda ¢imlendirilen
tohumlardan en iyi gelisme gosterenlerden 4 adet fide segildi. Segilen bu aksenik
fideciklerin siirgiin uclar1 10-12 ay boyunca (yaklasik 12 defa) altkiiltiirlenerek stok

klonal hatlar olusturuldu.

Odunsu bitkilerde tohum ¢imlenme oranmin diisiik olmasi, mikroplardan
armdirilmis aksenik eksplantlar elde edilmesi veya dogal olarak biiyiiyen agacglardan
yada genc fidelerden bulasiksiz aksenik eksplantlarin eldesi ve aksenik siirgilinlerin
bazal kisminda fenoliklerin salinmasi in vitro doku kiiltiirii baslatilmasinda karsilasilan
onemli sorunlardir. Benzer zorluklar gen¢ sakiz agaci siirgilinlerinden aksenik
stirglinlerin baslatilmasi (Fascella ve ark., 2004; Mascarello ve ark., 2007; Ruffoni ve
ark., 2004) ve in vitro tohum ¢imlenmesinde (Grundwag, 1976; Mascarello ve ark.,
2007; Mulas ve ark., 1998) daha once rapor edildi. Son zamanlarda rapor edilen bir
calismada Yildirim (2012)’nin sakiz agaci tohumlarinin %66 oraninda aksenik olarak
cimlendigi belirtildi. Bizim ¢alismamizda ise, (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2), %20 NaOCl
konsantrasyonunda 20 dk’lik ¢alkalamanin tohumlarin yiizey sterilizasyonu i¢in yeterli

oldugu ve bu islemle tohumlarin%86°’sinin aksenik olarak ¢imlendigi rapor edildi.

Yildirim (2012) hari¢ daha Once yapilan biitlin c¢alismalarda sakiz agaci
tohumlarinin in vitro ¢imlendirilmesinde basarili bir protokol rapor edilmedi. Bizim
calismamizda ise, Yildirim (2012)’nin yaptig1 calismalar tekrarlanarak klonal materyal

iretimi i¢in bir in vitro yiizey sterilizasyonu protokolii rapor edildi.
4.2. Siirgiinlerin Proliferasyonu

Bu alt boliimde, siirgiinlerin in vitro proliferasyonu igin besi ortami tipi ve
konsantrasyonu, seker tipi ve konsantrasyonu, sitokinin tipi ve konsantrasyonu
calismalarmm sonuglar1 sunuldu. Siirgiin proliferasyonu ¢alismalarinda aksi bilgi

verilmedikge yaklasik 1 cm uzunlugundaki siirgiinler kullanildi.
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4.2.1. Siirgiin Cogaltimina Besi Ortamm Tiplerinin Etkisi

Klonlar vyeterli eksplant uzunlugu ve sayisina ulasana kadar 10-12 defa
altkiiltiirlendi. Klonlarm siirgiin ¢ogaltimina besi ortamu tipinin etkisini belirlemek i¢in
apikal stirgiinler kiiltiire alindilar. Elde edilen sonuglar istatistiksel uygulamalara tabi

tutuldu ve sonuglar Cizelge 4.3.’de verildi.

Cizelge 4.3. Siirgiin ¢ogaltimina besi ortamu tiplerinin etkisi”

Ortalama Siirgiin

KlonNo  DBesi Or;g‘l.‘{“ Tipi OrS‘:'y*:;‘l‘i JIEn Uzunlugu '+ SH
(mm)
MS 2251023b 122240790
Kion | oL 1254011 ¢ 12,09+ 0.81 b
WPM 150+ 0.16 ¢ 12124090 b
DKW 1.06 = 0.06 d 12374071 b
MS 3441026a 13130390
lon 11 oL 1.06 = 0.06 d 12.56 4 0.83 b
WPM 1.13+0.09d 12754 0.55 b
DKW 1.19+0.10 cd 14.81 4099 a
MS 237:020b 11.26 4035 cd
clon i1 oL 156+ 0.20 ¢ 1178 + 0.81 be
WPM 1384018 c 11.43 + 0.65 be
DKW 1.56+0.16 ¢ 11.93 + 0.58 be
MS 275:0230 1082£0374d
oL 1.2540.14 ¢ 11.25 + 0.56 be
Klon IV WPM 1.19£0.10 ¢ 10.63+0.58 d
DKW 1314020 ¢ 1128+ 0.38 cd

:{iakamlar kiiltiirtin 28. giintinde her bir klon icin toplam 64 eksplantin ortalamasidir.

Cizelgede bir siitunda farkli bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu ortalamalarin

ANOVA’y1 takip eden LSD testine gére P < 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farki

olmadigim gosterir. SH: Standart Hata

Her bir klon icin denenen farkli besi ortamlarinda siirgiin proliferasyonu
bakimimdan en iyi sonu¢ MS besi ortaminda elde edilmis olup, gévde basma diisen
eksplant sayisi, 2.25 ile 3.44 araliginda oldugu goriilmektedir. Govde basina diisen en
fazla eksplant sayis1 Klon-1I’ye ait siirglinlerde 3.44 olarak rapor edildi. Diger besi
ortamlarinin gévde basina eksplant sayilar1 irdelendiginde DKW, QL ve WPM besi
ortamlarindaki klonlarin degisik sonuglar verdigi goriildii. Elde edilen sonuglar arasinda
ortalama govde uzunluklar1 irdelendiginde, en uzun gdévdeler MS besi ortami yerine
DKW besi ortaminda elde edildi. Klonlar acisindan ortalama gévde uzunlugu
degerlendirildiginde, Klon-1I’de daha uzun govdeler elde edildi. Bunlar arasinda en

uzun stirgiin DKW besi ortaminda ortalama 14.81 mm olarak 6l¢iildi.
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Morfolojik olarak yapilan gézlemlere gore yaprak gelisimleri incelendiginde, MS
besi ortaminda 6zellikle de Klon-I1’ye ait siirglinlerin yapraklar1 diger besi ortamlarinda
gelisen siirglinlerin yapraklarma gore daha koyu yesil renkte ve ayalarinin diger besi
ortamlarinda gelisenlere gore daha genis oldugu gozlendi (Sekil 4.2.). 28 giinliik kiiltiir
stiresi sonucu QL besi ortaminda Klon-1"e ait siirglinler hari¢ diger klonlarda, her hangi
bir oksin uygulamasi olmaksizin farkli oranlarda koklenme oldugu (¢ogaltma besi
ortami olmasina ragmen), bununla beraber en fazla kéklenmenin Klon-11’de oldugu
gorilmistir. Ayrica, Klon-IV’iin siirglinlerine ait yapraklarin QL besi ortaminda
kizillastig1 gézlendi (Sekil 4.2.). Bununla beraber, DKW besi ortaminda ise, klonlara ait
stirglinlerin yapraklar1 genel olarak koyu ve mat bir renkte gelisirken, WPM destekli
besi ortaminda ise, yapraklarin rengi DKW besi ortaminda bulunan siirgiinlerin
yapraklarina oranla daha agik renkte oldugu goriildi. Klon-111 ve Klon-1V’e ait
stirglinlerin yaprak yapisi ise, uygulanan diger besi ortamlarindaki gibi ciliz ve daha az

oldugu gozlendi.

Stirgiinlerin in vitro proliferasyonu iizerine yapilan bir ¢ok ¢alismada sitokinin ve
oksinleride iceren farkli BBD’nin etkileri iizerine odaklanirken, genellikle MS besi
ortami kullanildi ve besin kompozisyonunun etkisi daha az irdelendi (Bell ve ark.,
2009). Siirgilinlerin ¢ogaltilma kosullarinin optimizasyonu igin, bitki tiirlerinin spesifik
gereksinimleri sadece MS degil DKW, QL ve WPM gibi diger besi ortamlar1 ile de test
edilmelidir. Sakiz agaci ile ilgili olarak MS ve WPM besi ortami i¢in ¢eliskili sonuglar
rapor edildi (Fascella ve ark., 2004; Mascarello ve ark., 2007).

Calismamizda dort farkli klona ait siirgiinlerin dort farkli besi ortaminda siirgiin
proliferasyonlarina etkileri karsilastirildi (Cizelge 4.3.). Cizelge 4.3.’te goriildiigi gibi,
MS besi ortaminin test edilen diger 3 besi ortami tipine gore ¢alisilan 4 farkli klonda da
stirglin proliferasyonu bakimindan en iyi sonuglar1 verdigi goriildii. Her ne kadar DKW
besi ortamu Kkiiltiire alinan eksplantlardan siirglin basma en fazla yeni tomurcuk
gelisimini tesvik etse de bu tomurcuklardan gelisen siirgilinlerin kirmiz1 yapraklarindan
dolay1 in vitro proliferasyona uygun olmadigi Yildirim (2012) tarafindan rapor edildi.
Benzer sekilde bizim ¢aligmamizda da Yildirim (2012)’nin rapor ettigi gibi QL ve
DKW besi ortaminda gelisen siirglin yapraklarim kirmizi oldugu gozlenmistir.
Yukarida bahsedilen besi ortamlar1 arasindaki temel farkliliklar hem nitrat hem de

amonyum iyon konsantrasyonlaridir. MS besi ortami amonyum (20.6mM) ve nitrat
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iyonlarinca (39.4mM) yiiksek iken QL, WPM ve DKW nispeten diisik amonyum
konsantrasyonlarmma sahiptir (hem QL, hem de WPM, 5mM ve DKW’de 17.7mM)
Ayrica, bu besi ortamlarindaki nitrat kaynagida degisiktir. MS ve WPM’de potasyum
nitrat kullanilmasina ragmen QL ve DKW kalsiyum nitrat igerir. Dahasit bu besi
ortamlarindaki toplam iyon konsantrasyonu WPM besi ortamindan diisiik ve QL besi
ortamindan da daha yiliksek oldugu i¢in farkhidir. MS ve DKW’nin toplam iyon
konsantrasyonlar1 sirasiyla 93.3 ve 83.2mM’dir (Fascella ve ark., 2000). Bizim
calismamizda MS besi ortaminda elde edilen iyi sonuglar bu ortamdaki toplam iyon
kuvvetinin yiiksek olmasindan kaynaklanmis olabilir. Bu sonug¢ klonal olmayan

rejenerantlar kullanilarak Yildirim, (2012) tarafindan da rapor edildi.

Sekil 4.2. Klon-II’nin 4 haftalik kiiltiir sonrasi: A) MS besi ortaminda geligen siirgiinler.
Bar : 3.5 cm ve B) QL besi ortaminda gelisen siirgiinler. Bar : 3.3 cm

4.2.2. Siirgiin Cogaltimina MS Besi Ortam Kuvvetinin Belirlenmesi

Her bir Klona ait 14 defa alt kiiltiirlenen eksplantlar kullanilarak MS besi ortami
farkli kuvvetlerinin (1/4x, 1/2x, 1x ve 2x) slirglin ¢cogaltimina etkileri gozlendi. Elde

edilen sonuglar istatistiksel uygulamalara tabi tutuldu ve sonuglar Cizelge 4.4.’te verildi.
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Cizelge 4.4. Siirgiin ¢ogaltimina MS besi ortami kuvvetinin etkisi”

Klon No MS _ Ortalama Siirgiin Ortalama Siirgiin
Kuvveti Sayis1 = SH Uzunlugu =+ SH (mm)

1/4x 2.05£0.05e 12.30+0.40d
Klon 1 1/2x 2.28+0.10d 12.50+0.60 d
1x 2.37+£0.15d 12.70+0.60 d
2X 2.52+0.13 cd 14.60+0.50 b
1/4x 3.31+0.15b 16.80£0.20 a
Klon 11 1/2x 3.60+0.13 a 12.90+0.20 d
1x 3.40+0.15 ab 13.70+0.40 ¢
2X 2.90+0.16 ¢ 14.50+0.50 b
1/4x 2.29+0.18d 11.6040.20 e
Klon 11 1/2x 2.31+0.11d 12.00+0.20 d
1x 2.87+0.20 c 11.70+0.20 e
2X 2.62+0.15¢ 12.40+0.20 d
1/4x 2.25+0.17d 11.70+0.20 e
Klon IV 1/2x 2.27+0.11d 12.30+0.20 d
on 1x 2.8040.20 11.80+0.20 e
2X 2.5540.15 cd 12.80+0.20 d

“Rakamlar kiltiiriin 28. giiniinde her bir klon icin toplam 64 eksplantn ortalamasudir.
Cizelgede bir siitunda farkl bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu ortalamalarin
ANOVA i takip eden LSD testine gére P < 0.05 sevivesinde istatistiksel olarak farkli
olmadigim gosterir. SH: Standart Hata
Farkl klonlarin siirgiinlerinin proliferasyonu iizerine denenen dort farkl kuvvetteki
besi ortamlar1 igerisinde en iyi gelisme 1x kuvvetindeki MS besi ortaminda gozlendi.
Ancak, gévde basina diisen eksplant sayisi olarak en yiiksek oran Klon-11"ye ait olan
stirglinlerde, 72X kuvvetteki MS’te 3.60 olarak Olciildii. Bunun yaninda gévde basina
diisen eksplant orani en disiik 'ax kuvvetteki MS besi ortaminda gozlendi ve bu
kuvvetteki MS besi ortaminda Klon-I’de govde basina ortalama eksplant sayist 2.05
olarak rapor edildi. Bu bilgilere ilave olarak, 2x kuvvetteki MS besi ortaminda, biitiin
klonlarda genel olarak 1/4x ve 1/2x kuvvetteki MS besi ortamma gore govde basina
diisen eksplant oranmin daha iyi oldugu belirlendi. Govde basina diisen eksplant orani
olarak klonlar irdelendiginde, Klon-II’de gdvde basina diisen eksplant orani her 4x
kuvvetteki MS besi ortaminda da yiiksek oranda tespit edilirken, gdvde basma diisen
eksplant oran1 1x kuvvetteki MS besi ortaminda 3.40 olarak Olgiildii. Ancak gdvde
uzunlugu bakimindan degerlendirildiginde, genel olarak klonlarda gévde basina diisen
eksplant oran1 1x kuvvetteki besi ortaminda en yiiksek iken, klonlar arasinda govde
uzunluklar1 bakimmdan en uzun gévdeler genel olarak 2x kuvvetteki MS besi ortaminda
elde edildi.

45



4. Bulgular ve Tartisma

Morfolojik olarak yapilan gézlemlerde ise; in vitro ortamda 28 giinliik kiiltiir siiresi
sonunda gelisen MS kuvvetlerinde kiiltiire alinan klonlardan en iyi proliferasyon
gosteren Klon-I1’de gerek siirgiin boyu, gerekse yan siirgiinlerin olusumu ile birlikte
yaprak canliliginin 6ne ¢iktig1 goriildi ve MS kuvveti arttikca primordiyal siirgiin
boylarindan yanal siirgiinlerin sayisinda artma ve yaprak ayalarmin da daha genis
oldugu gorildi (Sekil 4.3.A). Ayrica, MS kuvvetinin artmasiyla o6zellikle 2x’de
yapraklarda kizillasma goriildii. Bununla birlikte 1/4x kuvvetteki MS besi ortaminda ve
ozellikle Klon-1I'nin tiim kuvvetlerinde 14. giinde hi¢ bir oksin ilavesi olmadan
spontane koklenme goriildii. Bu sekilde klonal olarak MS kuvvetinin etkisi Klon-111 ve
Klon-1V’te de klonlarin karakteristik 6zelliginden dolayr yaprak yapilari ve birincil
govde siirglinlerinin durumu zayif olarak rapor edildi. Klon-1’in, genel olarak Klon-III
ve Klon-1V’e nazaran daha iyi oldugu goriildii. Besi ortamina temas eden primer

yapraklarda kararma oldugu tespit edildi (Sekil 4.3.B).

Farkli klonlar i¢in MS besi ortami kuvvetlerinin siirgiin proliferasyonuna etkisinin
calisildig1 Cizelge 4.4’te de goriildiigii gibi en az siirgiin sayisinm 7 kuvvetli MS besi
ortaminda elde edilmesi ve artan besi ortami kuvvetiyle siirgiin sayisinin artmasi stirgiin
proliferasyonu i¢in 72 yada 1/1 kuvvetteki MS besi ortamimin kullanilmasi gerekliligini
gosterdi. Benzer sonuglar, diger Pistacia tiirlerinde de rapor edildi (Onay 1996; Tilkat
2006).

Sekil 4.3. Kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra : A) 1 mgl™ BA igeren MS besi ortammda Klon-
II’ye ait gelisen siirgiinler. Bar : 3.5 ¢cm B) Besi ortamma temas eden
yapraklarin kalluslasmasi ve kararmasi. Bar : 2.13 cm
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4.2.3. Siirgiin Cogaltimina Sitokinin Tiplerinin EtKkisi

Bu deneyde, 16 defa alt kiiltiirlenmis siirgiinler kullanildi. Onceki deneyde 1x
kuvvetinde MS besi ortamimnin siirgilinlerin proliferasyonunda en iyi ortam oldugu tespit
edildi. Bu deneyde BA, KIN, TDZ ve 2iP (her biri 1 mgl™) ve 50 mgl™* valin 1x
kuvvetteki MS besi ortamina eklendi. Elde edilen sonuglar istatistiksel uygulamalara

tabi tutuldu ve sonuglar Cizelge 4.5.’te verildi.

Cizelge 4.5. Siirgiin ¢ogaltimma sitokinin tiplerinin etKisi"

Klon No Sitokinin Tipi Ortalama Siirgiin Ortalama Siirgiin

(mgl™) Sayis1 +SH Uzunlugu~ =+ SH (mm)
BA 2.69+0.29 a 13.41+0.50 b
Klon I KIN 1.06+£0.06 d 10.56+0.33 ¢
TDZ 1.25+0.11 ¢ 10.72+0.85 ¢
2-1P 1.24+0.16 ¢ 13.27+0.83 b
BA 2.45+0.22 a 15.50+0.47 a
Klon I KIN 1.13+0.09¢cd 12.69+0.60 b
TDZ 1.44+0.20bc 10.51+0.47 ¢
2-1P 1.00 +0.00 13.75+0.58 b
BA 2.44+0.35 a 12.86+0.43 b
Klon 11 KIN 1.00+0.00 d 10.06+0.36 ¢
TDZ 1.13+0.13 ¢ 10.19+0.37 ¢
2-1P 1.00+0.00 d 10.94+0.46 ¢
BA 1.24+0.14 ¢ 9.99+0.51 cd
Klon IV KIN 1.06+£0.06 d 8.13+0.36 d
on TDZ 1.69+0.22 b 8.54+0.32d
2-1P 1.33+0.11bc 8.94+0.41d

“Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde her bir klon icin toplam 64 eksplantin ortalamasidir.
Cizelgede bir siitunda farkli bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu ortalamalarin
ANOVA’y1 takip eden LSD festine gore P < 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli
olmadigim gosterir. SH: Standart Hata
28 giinliik kiiltiir sonucunda elde edilen sonuglara uygulanan istatistiksel analiz
sonucu olusturulan Cizelge 4.5. incelendiginde, 4 farkl sitokinin (BA, KIN, TDZ ve
2-iP) arasinda genel olarak, gdvde basina diisen eksplant oranini en yiiksek BA’li ortam
verildi ve en yiiksek govde basina diisen eksplant orami 2.69 ile Klon-1’e ait
siirgiinlerden elde edildi. Bununla beraber, BA disinda calisilan KIN, TDZ ve 2-iP gibi
sitokininlerle elde edilen sonuglar BA ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

farkliliklar gosterdi.

Cizelge 4.3. ve 4.4.’te eksplant basma diisen govde sayisi ile govde uzunlugu
arasinda dogru orant1 gériilmezken, Cizelge 4.5.te, govde basina diisen eksplant sayis1
ile govde uzunlugundaki en yiiksek degerler BA destekli MS ortaminda elde edildi.

BA’li MS besi ortaminda elde edilen sonucglarda klonlar arasinda en fazla govde
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uzunlugu 15.50 mm ile Klon-II’ye ait siirglinlerde elde edildi ve en kisa siirgiinler,

Klon-1V’¢ ait siirgilinlerde ortalama 9.99 mm olarak 6lgtildii.

Sonuglar morfolojik olarak degerlendirildiginde, klonlar arasinda en iyi gelisme
Klon-1Iye ait siirgiinlerde 1 mgl™ BA destekli MS besi ortaminda elde edildi. Bununla
birlikte, yan siirgiin olusumu ancak 3. haftanin sonunda goriilmeye baslandi. Ayni
zamanda Klon-II’ye ait siirgiinlerde, 1 mgl™ BA destekli besi ortamlarinda koyu yesil
renkli yapraklarda, diger klonlara nazaran yaprak yesilliginde sararma, kizillagsma yada
kararma goriilmedi. Genel olarak klonlarda, 1 mgl™ (2-iP ve KiN) destekli besi
ortammda yapraklarin kizillastigi goriildii. 1 mgl™ Kin destekli ortamda yer yer
yapraklarda sararma goriildii. 1 mgl™ TDZ destekli besi ortaminda yapraklar ¢ok fazla
soluk, mat ve son olarak siirgiiniin bazal kisminda beyazims1 kallus olusumu goriildi
(Sekil 4.4.). Bunlara ilaveten besi ortamima temas eden yapraklarda kararma oldugu
gbzlendi (Sekil 4.3.).

Sekil 4.4. TDZ ilaveli MS ortamda gelisen
stirgiinlerin basal kisimlarindan
beyazimsi kallus geligimi. Bar : 2 cm

4.2.4 Siirgiin Cogaltimina BA Konsantrasyonlarimin Etkisi

Bu calismada, 16 defa alt kiiltiiri yapilmis siirgiinler kullanildi. Onceki
deneylerde tespit edilen optimum kosullar (1x kuvvetinde MS besi ortamma 50 mgl™
valin ve sitokinin BA) ve BA’nin farkli konsantrasyonlar1 (0.5, 1.0, 2.0, ve 4.0 mgl™)
besi ortamina eklendi. Elde edilen sonuglar istatistiksel uygulamalara tabi tutuldu ve

sonuclar Cizelge 4.6.’da verildi.
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Cizelge 4.6. Siirgiin Cogaltimna BA konsantrasyonlarmm Etkisi

Klon No BAl Ortalama Siirgiin Ortalama Siirgiin
(mgl™) Sayis1 +SH Uzunlugu + SH (mm)
0.5 2.00+£0.21b 9.51+0.59b
Klon I 1 1.83+0.21b 9.20+0.57 b
2 2.00+£0.28 b 9.17+£0.53 b
4 2.33+0.43 ab 8.63+0.40 b
0.5 2.50+0.44 ab 11.49+1.11a
Klon I1 1 2.7540.25 a 8.86+0.23 b
2 2.92+0.36 a 8.96+0.32 b
4 2.83+0.39 a 8.80+0.47 b
0.5 1.67+0.26 be 9.23+0.33 b
Klon 111 1 2.2540.49 a 9.45+0.61 b
2 1.08+0.08 d 8.04+0.50 b
4 1.83+0.37 b 9.24+0.98 b
0.5 1.50+0.19 ¢ 9.29+0.48 b
Klon IV 1 1.83+0.27 b 9.14+0.67 b
on 2 2.17+0.30 ab 8.26+0.46 b
4 1.25+0.25 ¢ 7.96+0.45 b

“Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde her bir klon icin toplam 64 eksplantin ortalamasidr.
" Cizelgede bir siitunda farkl bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu ortalamalarin
ANOVA 1 takip eden LSD testine gore P < 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkl
olmadigim gosterir. SH: Standart Hata

Cizelge 4.6. incelendiginde, calisilan farkli BA konsantrasyonlarinda, klonlar
arasinda farkl sonuglar elde edilmistir. Klon-II’ye ait siirgiinler, bu ¢alismada kullanilan
diger klonlara gore daha iyi sonuglar verdi ve govde basina diisen eksplant orani en
yiiksek 2 mgl™ BA destekli MS besi ortaminda 2.92 olarak elde edildi. Gévde uzunlugu
bakimindan klonlar arasinda denenen farkli BA konsantrasyonlar1 degisik sonuglar
gosterdi. Yine de en yiiksek govde uzunlugu Klon-I1’ye ait siirgiinlerde gézlenmis olup,

0.5 mgl™ BA destekli besi ortaminda 11.49 mm gévde uzunlugu elde edildi.

Optimum siirgiin poliferasyonu i¢in besi ortami kompozisyonu ve tipinin yani
sira, BBD’lerin kompozisyonu da Oonemli bir rol oynar. Bu c¢alismada farkli BA
konsantrasyonlar1 (Cizelge 4.6.). MS besi ortamma eklendi ve rapor edilen
parametrelerin i¢inde en iyi cevap Klon-11’de 2.0 mgl™ BA’l1 besi ortaminda elde edildi.
Bu caligma diisiik BA konsantrasyonlarmin sakiz agacinin in vitro regenerantlarinin
cogaltilmas: igin daha uygun oldugunu gosterdi. Bu bulgular Mascarello ve ark.
(2007)’nin sonuglar1 ile uyumludur. Ayrica, siirglin poliferasyonunda nispeten diisiik
sitokinin konsantrasyonlarinin etkinligi P. vera’da rapor edildi (Ozden-Tokatli ve ark.,
2005; Onay 2000). Ancak, 0.5 mgl™® BA iceren besi ortamma GA3 ve IAA ilavesinin

slirglin proliferasyonunu artirmadigini Mascarello ve ark. (2007) tarafindan rapor edildi.
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Calisilan parametrelerdeki siirglinlerin morfolojik gelisimine bakildiginda biitiin

klonlarda farkli formlar gelisti (Sekil 4.5.).

Sekil 4.5. In vitro ortamda kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra gelisen
klonal rejenerantlar. A) Klon-1, C) Klon-1I B) Klon-Ill, ve D)
Klon-IV’ii gostermektedir A-C) Bar : 4 cm, B-D) Bar : 4.5 cm

4.2.5. Siirgiin Cogaltimina Karbon Kaynaklarinin Etkisi

Bu deneyde, 18 defa alt kiiltiirlenmis klonlara ait aksenik kiiltiirlerden alinan her bir
klon i¢in 16’sar siirgiin kullanildi. Bu deneyde 6nceki deneylerdeki optimum kosullar
kullanilarak siirgiin proliferasyonuna farkli karbon kaynaklarmin etkisi 4 farkli klon i¢in
caligildi. Elde edilen sonuglar istatistiksel uygulamalara tabi tutuldu ve sonuglar Cizelge

4.7.’de verildi.
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Cizelge 4.7. Siirgiin ¢ogaltimina karbon kaynaklarinmn etkisi”

- F Ortalama Siirgiin Ortalama Siirgiin
Klon No  Karbonhidrat Tipi Sayisi™ + SI—gI Uz SHg(mm)

Fruktoz 2.25+0.13d 12.0040.40 ab

Klon | Sakkaroz 2.37+0.15 cd 11.50+0.20bc
Laktoz 2.00+0.00 e 11.20+0.30c
Glikoz 2.18+0.13d 11.0040.30c

Sakkaroz 2.94+0.17b 11.90+0.20 b
Klon I Fruktoz 3.62+0.17a 12.5040.30 a
Laktoz 2.15+0.08 d 12.6040.30a
Glikoz 3.45+0.16 a 12.10+0.20a
Fruktoz 2.83+0.14 b 11.30+0.20c
Klon 11 Sakkaroz 3.00+0.19 b 11.30+0.20 ¢
Laktoz 2.37+0.12 cd 11.9040.30 b

Glikoz 2.31+0.15¢ 12.0040.30 ab
Fruktoz 2.76+0.13 b 11.00+0.20c

Klon IV Sakkaroz 2.80+0.17 b 11.50+0.20 bc
on Laktoz 2.40+0.12 ¢ 11.70+0.30 b
Glikoz 2.18+0.14d 12.50+0.40a

“Rakamlar kiiltiiviin 28. giiniinde her bir klon icin toplam 64 eksplantin ortalamasidir
“Cizelgede bir siitunda farkly bir harfle gésterilen iki ortalama deger bu ortalamalarin
ANOVA’y1 takip eden LSD testine gore P < 0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farki:
olmadigim gosterir. SH: Standart Hata

Bu deneyde MS besi ortaminda farkli karbon kaynaklar1 olarak fruktoz, sakkaroz,
laktoz ve glikoz arasindan sakkarozlu besi ortaminda gelisen gévde basma eksplant
orani en yiikksek olup, dnceki optimizasyon calismalarinda oldugu gibi Klon-II’ye ait
stirgiinlerde ortalama eksplant orani en fazla 3.62 olarak belirlendi. Govde basina diisen
eksplant orani en az laktoz ve glikozlu besi ortaminda elde edilerek, klonlar arasinda
govde basma diisen eksplant orani en az Klon-1’de 2.00 olarak elde edildi. Govde
uzunluklar1 incelendiginde, govde basina diisen eksplant oraninda oldugu gibi dogru
orantili sonuglar elde edilmedi. Ancak, Klon-IT’ye ait siirgiinlerde, diger klonlara gore
ortalama govde uzunluklarmin daha fazla oldugu goriildii. Bununla birlikte, govde
uzunlugu Klon-1I’ye ait olan siirglinlerde en fazla 12.60 mm ile laktozlu MS besi

ortaminda elde edildi.

Sakiz agacinin in vitro ¢ogaltilmasinda seker tiplerinin etkisi ile ilgili daha once
herhangi bir ¢alisma rapor edilmedi. Ancak, KBAG 110-T941 nolu proje kapsaminda
yaptigimiz ¢alismalara gdre, karbonhidrat tipi kiiltiire alinan siirglinlerin yas, siirglin
uzunlugu ve genotipe gore farkliliklar gosterdi. Fakat, genel olarak sakkaroz diger seker

tiplerine gore daha baskin olarak dikkat ¢ekti.
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4.2.6. Siirgiin Cogaltimina Sakkaroz Konsantrasyonlarinin Etkisi.

Bu c¢aligmada 18 defa alt kiiltiirlenmis siirglinler sakkarozun 5 farkh
konsantrasyonunun proliferasyona etkisi igin kiiltiire alindi. Elde edilen sonuglar

istatistiksel uygulamalara tabi tutuldu ve sonuglar Cizelge 4.8.’de verildi.

Cizelge 4.8. Siirgiin ¢ogaltimina sakkaroz konsantrasyonlarinin etkisi-

Sakkaroz
Klon No Konsantra Ortalam*g Siirgiin Ortalama*§iirgiin
Syoqu Sayis1 +SH Uzunlugu + SH (mm)
@)
10 2.00+£0.21 a 08.01+0.55 b
20 2.25+0.33 a 09.71+0.96 ab
Klon | 30 2.424+0.34 a 10.99+1.25a
40 2.58+0.19 a 09.924+0.56 ab
50 1.83+£0.24 b 10.244+0.61 ab
10 2.67+0.31 a 08.66+0.48 b
20 2.67£0.38 a 10.20+0.98 ab
Klon Il 30 2.75+0.25 a 10.11+0.31 ab
40 2.75£0.39 a 10.71£0.51 a
50 1.92+0.29 b 11.43£0.72 a
10 1.67£0.26 b 08.20+0.56 b
20 1.58+£0.23 b 08.65+0.50 a
Klon 111 30 1.33+£0.14 ¢ 09.46+0.65 a
40 2.50+£0.23 a 09.47+0.68 a
50 1.75+£0.28 b 10.05+0.76 a
10 1.00+0.00 d 08.00+0.52 b
20 1.25+0.13 ¢ 08.70+0.50 b
Klon IV 30 1.08+0.08 c 09.334+0.28 a
40 1.00+0.00 d 10.00+0.00 a
50 1.33+£0.19b 08.89+0.31 b

“Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde her bir klon icin toplam 80 eksplantin
ortalamasidir.” Cizelgede bir siitunda farkly bir harfle gosterilen iki ortalama
deger bu ortalamalarin ANOVAyi takip eden LSD testine gére P <0.05
seviyesinde istatistiksel olarak farkli olmadigim gosterir. SH: Standart Hata

Cizelge 4.8. incelendiginde, siirgiin basia diisen eksplant sayis1 bakimindan en
iyi sonuglar Klon-11"de elde edildi. Klon-1I’nin ortalama siirgiin sayisi en fazla 30gl™
sakkaroz igeren MS besi ortaminda 2.75 olarak 6l¢tildii. Govde uzunluklar1 bakimindan
farkli konsantrasyonlarda klonlar arasinda degisimler gozlendi. Ozellikle 50 mgl™ gibi

yiiksek oranda sakkaroz iceren MS besi ortaminda ortalama 11.43 mm gévde uzunlugu
elde edildi.

4.3. Siirgiinlerin in vitro Koklendirilmesi

Koklendirme ¢aligmalarinda in vitro ortamda 20 defa alt kiiltiire alinmis Pistacia

lentiscus L. klonlar1 4 haftalik proliferasyon ortaminda gelismesinden sonra kdklenme
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deneyleri icin kullanildi. Elde edilen sonuglar istatistiksel uygulamalara tabi tutuldu ve

sonuglar Cizelge 4.9. ve 4.10.’da verildi.
4.3.1. Koklenmeye Oksin Tiplerinin Etkisi

4 farkl klona ait stirglinlerin koklenmesine degisik oksinlerin kullanilmasiyla
yapilan koklendirme caligmalarinda, rapor edilen koklenme ortamlar1 hem oksin tipi
hem de caligilan klonlar arasinda istatistiksel olarak farkliliklar gosterdi (Cizelge 4.9.).
Klon-II'ye ait siirgiinler kontrol grubunda %20 oraninda koklenme verirken, diger
klonlarm higbirinde kontrol grubunda koéklenme goézlenmedi. Ortama ilave edilen
oksinler neticesinde 0Ozellikle IBA’da koklenme yiizdesi %87’ye kadar yiikselme
gosterdi. Bunun yanida diger klonlarda da IBA, siirgiinlerin kdklenmesinde yiiksek
basar1 oram1 gdstermedi. Govde basma diisen kok sayisi incelendiginde yine IBA ile
destekli besi ortaminda koklenmeye birakilan govdelerde diger oksinler ile destekli besi
ortamlarina gore daha fazla kok olusumu gozlenmedi. Govde basina diisen kok sayisi
Klon-11I’ye ait siirglinlerde en fazla oldugu gézlendi ve ortalama eksplant basina diisen
kok sayisinin 5.45 oldugu gorildii. Koklerin uzunluklar1 incelendiginde IBA destekli
MS besi ortaminda tiim klonlarda fazla uzunlukta kokler elde edildi. En uzun kdklerin,

yine Klon-II’ye ait govdelerin koklenmesinde elde edildi ve 45.60mm oldugu gozlendi.
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Cizelge 4.9. Koklenmeye oksin tiplerinin etkisi”

Ay ERef .. .. Ortalama Kok
Klon No Oksin Tipi Kok(!}enme ()Srtalagl:: I;;)Ik Uzunlugu™= SH
(%) ayisi (mm)

Kontrol 00.00+0.00 0.00+£0.00 h 00.00+0.00 e
Klon I 1AA 30.00+9.20 1.90+0.05 ¢ 14.20+1.30d
IBA 50.00+6.70 4.50+0.48 b 38.70+0.90 b
NAA 20.10£7.20 2.05+0.12 de 20.40+0.50 ¢
Kontrol 20.00+0.00 1.00+£0.00 g 10.00£1.00 d
Klon I 1AA 42.00£10.35 2.15+£0.10d 16.50+0.70 d
IBA 87.00+5.53 5.45+0.48 a 45.60+0.60 a
NAA 26.30+£8.40 2.35+0.12d 25.70+0.70 ¢
Kontrol 00.00+0.00 0.00£0.00 h 00.00+0.00 e
Klon 11 1AA 20.30+£8.40 1.60+0.06 f 13.30+1.10d
IBA 30.15+5.20 3.00+0.24 cd 25.40+1.30 ¢
NAA 14.30+4.46 1.80+£0.10 ef 15.30+0.10 d
Kontrol 00.00+0.00 0.00£0.00 h 00.00+0.00 e
Klon IV 1AA 18.90+9.20 1.53+0.04 10.00+£1.30d
on IBA 27.1244.50 2.85+0.32d 23.50+1.00 ¢
NAA 13.40+3.30 1.65+0.15 f 12.50+1.60 d

“Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde her bir klon icin toplam 64 eksplantin ortalamasidr.
“Cizelgede bir siitunda farkli bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu ortalamalarin
ANOVA’y1 takip eden LSD testine gore P < 0.05 sevivesinde istatistiksel olarak farkl
olmadigim gosterir. SH: Standart Hata

Morfolojik gozlemler irdelendiginde, kiiltiire alindiktan 3 hafta sonra klonlarda
primer koklerin olusmaya basladigi gézlendi ve 4. haftada sekonder koklerin de hizli bir
sekilde gelistigi gozlendi. Oksin destekli MS besi ortamlarinda kok uzunlugu ve kok
kalinlig1 bakimimdan oksin tiplerinde ve klonlarda morfolojik farkliliklarin oldugu tespit
edildi. Bununla birlikte tim klonlarda genel olarak NAA’li MS besi ortamindaki
eksplantlara ait primer kokiin kalnhigi IBA ve IAA igerikli ortamlarda bulunan
eksplantlardakinden daha kalin ve dayaniksiz olustugu tespit edildi (Sekil 4.6.). IAA
icerikli ortamda gelisen bitkiciklerin ise klonal olarak en ciliz kdk sistemi olusturdugu

rapor edildi.

IBA icerikli ortamda gelisen bitkiciklerin kok sistemine bakildiginda ise, en iyi
govde ve yaprak gelisimi gosteren klona (Klon-I1) paralel bir sekilde kok gelisimininde
iyi gelisme goriildii. Bununla beraber IBA igerikli ortamda gelisen tiim klonlarin kendi

icinde en 1yi ortalama adventif kok sayis1 ve kok uzunlugunu verdigi rapor edildi.
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Sekil 4.6. Farkli oksinlerin kok gelisimine etkisi: A) Klon-IV’e ait 1 mgl™ IAA’li ve
B) Klon-IV’e ait 1 mgl™ NAA igerikli in vitro ortamda kiiltiire alindiktan 20
giin sonra gelisen koklerin goriiniisii. Bar : 2 cm

4.3.2. Koklenmeye IBA Konsantrasyonlarinin Etkisi

Bu deneyde, IBA’nin farkli konsantrasyonlarmm (0.5, 1.0, 2.0 ve 4.0 mgl™)
etkisi 22 defa alt kiiltiirlenen 2-3 cm’lik aksenik siirgiinler kullanilarak 4 farkli klon
iizerinde koklenmeye etkileri irdelendi. Elde edilen sonuglar istatistiksel uygulamalara

tabi tutuldu ve sonuglar Cizelge 4.10.’da verildi.
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Cizelge 4.10. Koklenmeye IBA konsantrasyonlarmimn etkisi”

IBA

Ortalama

Konsant  Koklenme Adventif Ortalan,la 10
Klon No .. Uzunlugu
rasyonu (%) Kok Sayis1 + + SH mm**
(mgl™) SH**
Kontrol  00.00+0.00 0.00+0.00 f 00.00+0.00 g
0.5 45.06+£0.25 1.75+0.45 cd 38.70+3.10d
Klon I 1 55.03 £0.42 2.15+0.30 ¢ 45.304£3.20 ¢
2 65.07+£0.40 2.80+0.80 ¢ 50.20+3.60 b
4 67.06+£0.30 4.55+1.05 ab 55.40£3.90 b
Kontrol  25.00+0.00 1.00+0.00 e 10.00£1.00 h
05 69.10+0.31 1.88+0.55 ¢ 47.60+£3.10 ¢
Klon Il 1 94.12+0.31 3.69+0.58 b 49.40+3.20 ¢
2 81.09+0.31 3.75+0.72 b 53.50+3.60 b
4 94.15+0.31 5.43+1.00 a 64.10+£3.90 a
Kontrol  00.00+0.00 0.00+0.00 f 00.00+0.00 g
0.5 50.06+0.22 1.60+0.32 cd 35.40+£3.10d
Klon 111 1 53.08+0.18 2.03+0.38 ¢ 39.30+3.20d
2 58.15+0.10 2.20+0.45 ¢ 42.00+£3.60 ¢
4 60.10+0.09 3.33+0.92 b 46.40+3.90 ¢
Kontrol  00.00+0.00 0.00+0.00 f 00.00+0.00 g
0.5 45.34+0.43 1.42+0.60 d 30.70+£3.10 ¢
Klonlv 1 50.30+0.36 1.96+0.50 ¢ 33.20+3.20 de
2 55.2540.15 2.10+£0.82 ¢ 34.10+£3.60 de
4 58.20+0.10 3.05+0.94 be 40.60+3.90 cd

“Rakamlar kiiltiivin 28. giiniinde her bir klon icin toplam 80 eksplantin
ortalamasidir.” Cizelgede bir siitunda farkli bir harfle gésterilen iki ortalama
deger bu ortalamalarin ANOVA’y1 takip eden LSD testine gére P < 0.05
seviyesinde istatistiksel olarak farkli olmadigini gésterir. SH: Standart Hata

Cizelge 4.10. incelendiginde, farkli oksin denemelerinde goriildiigi gibi Klon-
II’ye ait siirgiinlerde hicbir oksin uygulamasi olmadan da %25 oraninda koklenme elde
edildi. Bununla birlikte, farkli oksin denemelerinde daha basarili sonuglar elde edilen
IBA’nin bu galismada denenen farkli konsantrasyonlarinda, 6zellikle Klon-11’ye ait
siirgiinlerde 4 mgl™ IBA destekli MS besi ortaminda %94 oraninda koklenme goriildii.
IBA miktarinin artmasi tiim klonlarda kdklenme yiizdelerini artirdi. Bunun yaninda
govde Dbasmma diisen ortalama eksplant oran1 incelendiginde yine IBA
konsantrasyonunun artmasiyla koklenme oranin arttigi gozlendi. Gévde basina diisen
ortalama kok orani Klon-11"ye ait siirgiinlerde 4 mgl™ destekli besi ortaminda gozlendi
ve en fazla 5.43’tlir. Bununla beraber, k6k uzunluklar1 da, kdklenme yiizdesi ve govde
basina diisen ortalama eksplant oraninda oldugu gibi dogru orantili bir sekilde gozlendi.
En uzun kok Klon-11ye ait olan 4 mgl™ IBA destekli MS besi ortanunda elde edildi ve

64.10 mm’dir (Sekil 4.7.).
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Kokiin morfolojik gelisiminin, yirmi sekiz giinliik kiiltlir siiresince ¢ok yavas
gelistigi tespit edildi. Kiiltiirin 10. gilinlinde kok uglarinda biiyiime ve siskinlesme
goriilmesine ragmen radikulanin belirgin bir sekilde gdézlenmesi ¢ogu eksplantlarda
kiiltiiriin ilk {i¢c haftas1 icinde (Sekil 4.6.) gozle goriilebilir hale geldi. i1k kok olusumu
kiiltiiriin 20. giininde 1 mgl™ IBA grubunda gerceklesti. Kiltiiriin 4. haftasinda tiim
uygulamalarda kiiltiire alinmis eksplantlarda koklerin hizli bir sekilde gelistigi tespit
edildi.

Sekil 4.7. Klon-IT"ye ait 4 mgl™ IBA destekli besi ortaminda koklenmis siirgiinler.
A) Bar:5cmve B) Bar: 4.1 cm
In vitro gogaltilan sakiz agaclarmm mikro siirgiinlerindeki adventif koklenmesi
1 mgl™* IBA igeren MS ortamimda en yiiksek degerde (%94) olup, her mikro siirgiin i¢in
Klon-11"de ortalama kok sayisi (5.43) ve en uzun kok Klon-11’de 4 mgl™ IBA destekli
ortamda (64.10 mm) gelisti. Benzer sekilde Yildirim (2012), 1mgl™ IBA destekli besi
ortaminda kiiltiire alinan siirgiinlerden gelisen koklerin ortalama uzunlugu 47.8 mm ve
adventif kok sayilarmin 5.60 oldugunu rapor edildi. Bizim sonuglarimizin aksine
Mascarello et al. (2007) IBA degil NAA’1 koklenmede en etkili sitokinin oldugunu
rapor etti ancak, bu arastiricilar ¢aligmalarinda kantitatif sonuglar sunmadi. Ancak,
P. vera ve Prunus armeniaca birgok ¢esidinde oksin tipleri iginde IBA’nin en etkili
koklendirme ajani oldugu bir¢ok arastirici tarafinda rapor edildi (Onay, 2000; Tilkat ve
ark, 2009; Tilkat ve Onay, 2009; Yildirim ve ark, 2011).
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4.4. Koklenen Bitkiciklerin Adaptasyonunda Steril Kompostun Etkisi

In vitro ortamda cogaltilip koklendirilen her klona ait 20 bitkinin dogal ortama
alistirilmasinda, otoklavlanmis ve otoklavlanmamis kompost kullanildi. 5 hafta ve 4 ay

adaptasyon siiresi sonunda alisan bitkiciklerin yiizdeleri rapor edildi.

Cizelge 4.11. Koklenen bitkiciklerin adaptasyonunda steril kompostun etkisi .

Yasayan 4 Ay Sonra Yasayan
Klon No Torf Tipi Rejenerant”™ Fideler™ (%)
(%)
Otoklavlanmg 60 90
Klon |
Otoklavlanmammg 50 84
Otoklavlanmis 70 95
Klon I
Otoklavlanmamis = 22
Otoklavlanmis 55 85
Klon I 48 83
Otoklavlanmanmmg
Otoklavlanms 52 84
Klon 1V
Otoklavlanmamis 4 e

“Rakamlar kiiltiiviin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.

“Cizelgede bir siitunda farkli bir harfle gésterilen iki ortalama deger bu
ortalamalarm ANOVA’y1 takip eden LSD testine gore P < 0.05 seviyesinde
istatistiksel olarak farkly olmadigim gésterir. SH: Standart Hata

Cizelge 4.11. incelendiginde yaklasik 5 hafta siire sonunda elde edilen iyi
koklenen siirgiinler (1:1) oraninda torf ve perlit igeren karisima transfer edildi ve en
yiiksek yasayan regenerant oran1 %70 ile Klon-11’de gozlendi (Sekil 4.8.). Bitkiciklerin
stirglinleri, bu kompostta hizli bir sekilde biiylidii ve komposta transferinden 5 hafta
sonra her bir bitki en az iki ¢ift yeni yaprak olusturdu. Alistirilan bitkicikler, biiyiime
odasina transfer edildi. Bitki adaptasyonu igin gelistirilmis bu metot tatmin edici oldu.
Cilinkii bityiime odasinda en az (%70) oraninda yasayan bitkiler elde edilmistir ve 4 ay
sonra c¢alisilan klonlardaki rejenerantlarin yasama oranlari en az %82 ile Klon-1V’te en

fazla %95 ile Klon-11’de elde edildi (Sekil 4.8.).

Bu c¢alismalardaki sonuglara paralel olarak Yildirnm (2012), in vitro
regenerantlarin adaptasyonunda transferden 4 hafta ve iki ay sonra sirasiyla % 83.3 ve
% 96 gibi yiiksek oranda hayatta kalma ytizdeleri rapor etti. Juvenil de olsa bu degisik
oranlar, koklendirilen siirglinlerin proliferasyon asamasinda ¢ok iiziin bir siire alt

kiiltiirlenmesinden kaynaklandig diisiiniildii.
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Sekil 4.8. 1:1 oraninda torf : kum karigimi i¢eren saksilarda alistirilan bitkiler: A) Biiylime
odasinda 5 haftalik bir siire sonunda geligen bitkiler. Bar : 5.5 cm ve B) 4 ay
sonra gelisen fideler. Bar : 4.8 cm

4.5. Izole Edilen gDNA Miktarlarinin Belirlenmesi

6., 9. ve 12. alt kiiltiirlerden alman yaprak orneklerine ait gDNA miktarlari
A260/A280 dalga boyunda nanodrop cihazinda 6lgiildii (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. P. lentiscus L. ana¢ ve klonlarmma ait gDNA miktarlari

P. lentiscus L. Klonlar gDNA (ng/pL)
A 100
A6 50
A9 50

Al12 50
B 75
B6 50
B9 50

B12 75
C 150
C6 80
C9 75

C12 50
D 120
D6 100
D9 100

D12 50

A: I. Klona ait anag bitki, A6: I. Klona ait 6 defa alt kiiltiirlenen bitki, A9: I.
Klona ait 9 defa alt kiiltiirlenen bitki, A12: 1. Klona ait 12 defa alt kiiltiirlenen
bitki. B: Il. Klona ait anag bitki, B6: 1. Klona ait 6 defa alt kiiltiirlenen bitki,
B9: Il. Klona ait 9 defa alt kiiltiirlenen bitki, B12: II. Klona ait 12 defa alt
kiiltiirlenen bitki. C: III. Klona ait anag¢ bitki, C6: III. Klona ait 6 defa alt
kiiltiirlenen bitki, C9: III. Klona ait 9 defa alt kiiltiirlenen bitki, C12: III.
Klona ait 12 defa alt kiiltiirlenen bitki. D: IV. Klona ait anag bitki , D6: V.
Klona ait 6 defa alt kiiltiirlenen bitki, D9: IV. Klona ait 9 defa alt kiiltiirlenen
bitki, D12: IV. Klona ait 12 defa alt kiiltiirlenen bitki.
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Tiim klonlarda anag bitki ile kiyaslandiginda 6, 9, ve 12. alt kiiltiirlere ait genomik DNA
miktarlarinda B klonuna ait 12. alt kiiltiir disindaki Orneklerde bir azalma s6z
konusudur. Kiiltiirde hiicrelerin yeniden ve tersine farklilagsmasi slireci genomda hem
kalitatif hem de kantitatif degisikliklere neden olabilir. Ayrica, hiicrenin yeniden
programlanmasi sirasinda farkli DNA dizileri amplifiye olabilir veya delesyona
ugrayabilir (Lee ve Philips 1988). In vitro’da farkli alt kiiltiirlere ait genomik DNA
miktarlarindaki bu azalma sozii edilen bu degisimler sonucu ortaya ¢ikmis olabilir.

Ancak, detayli molekiiler ¢alismalar ve kromozom analizleri ile dogrulanmasi gerekir.
4.6. IRAP-PCR Analizleri

Hem ana¢ hem de 6., 9. ve 12. alt kiiltiirlerde IRAP-PZR analizleri, 5 farkli LTR
primeri (LTR-2, LTR-3, LTR-5, LTR-6 ve LTR-10) kullanilarak gergeklestirildi ve
PZR iirtinleri Sekil 4.9-11"de sunuldu.

LTR2

A A6 A9 A12 M B B6 B9 Bi12M C C6 C9Ci2 M D6 D9 D12 M

Sekil 4.9. LTR2 primerleri ile elde edilen bant profilleri. M: 100 bg + 1 kb Ladder DNA, A, B,
C, D: P. lentiscus L. anag klonlari; A6, B6, C6, D6 : A, B, C ve D klonlarinin 6 ay
altkiiltiirlenmis bitkileri; A9, B9, C9, D9: 9 ay altkiiltiirlenmis klonlar; A12, B12, C12,
D12: 12 ay altkiiltirlenmis klonlar; Oklar polimorfik bantlar1 gostermektedir
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LTR3

A A6 A9 A12'TM B B6 B9 B12"W

D D6 D9 p12'W

Sekil 4.10. LTR3 primerleri ile elde edilen bant profilleri. M: 100 bg + 1 kb Ladder DNA; A, B,
C, D: P. lentiscus L. anag klon bitkiler; A6, B6, C6, D6 : A, B, C ve D klonlarinin 6
ay altkiiltiirlenmis bitkileri; A9, B9, C9, D9: 9 ay altkiiltiirlenmis klonlar; A12, B12,
C12, D12: 12 ay altkiiltiirlenmis klonlar; Oklar polimorfik bantlar1 gostermektedir

AAAABBBBMC
6912 6912

Sekil 4.11. LTRS, LTR6 ve LTR10 primerleri ile elde edilen bant profilleri. M: 100 b¢ + 1 kb
Ladder DNA, A, B, C, D: P. lentiscus L. anag klonlar; A6, B6, C6, D6 : A, B, C ve
D klonlarinin 6 ay alt kiiltiirlenmis bitkileri; A9, B9, C9, D9: 9 ay alt kiiltiirlenmis

klonlar; Al2, B12, C12, D12: 12 ay alt kiiltiirlenmis klonlar; Oklar polimorfik
bantlar1 gostermektedir

Degerlendirme sonucunda klonlara ait gDNA’larin ¢ogaltilmasi sonras1 her LTR

primeri i¢in olugsan bant sayisi, polimorfik bant sayisi, polimorfizm yiizdesi ve PIC
degeri ise Cizelge 4.13’de verildi.
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Cizelge 4.13. P lentiscus L. klonlarmin genetik kararhiliginin belirlenmesinde kullanilan LTR primer
dizileri ve bu primerlerden elde edilen degerlendirilebilir bant ve polimorfik bant sayisi
ve yiizdesi

Dizi Olusan Bant Olusan Polimorfik Polimorfizm
(5-3") Arahg (b¢) Bant Sayis1 bant sayisi (%)

Primer PIC degeri

LTR-2 CTTGCTGG 100-2200 20 14 70.0 0.313616
AAAGTGTG

TGAGAGG

TGTTAATC

LTR-3 GCGCGCTC 600-4000 22 11 50.0 0.247159
GGGTGGGA
GCA

CTGGCATT

LTR-5 TCCATTGT 100-1250 17 8 47.1 0.359375
CGTCGATG
C

GCATCAGC

LTR-6 CTGGACCA 250-4000 28 13 46.4 0.366587
GTCCTCGT
cC

LTR-10  TGAGTTGC 100-1800 22 9 41.0 0.385417
AAGGTCCA

GGCATCA
Toplam 109 55

Ortalama 50.4 0.33125

IRAP reaksiyonlar1 sonucu biiyiikliikleri 100-4000 bg¢ arasinda 109 bant olustu
ve en fazla bant LTR-6 primeri (28) ile en az bant LTR-5 primeri (17) ile elde edildi.
Ortalama 21.8 bant elde edildi ve bunlarda %350.4’ti polimorfiktir. LTR-5 i¢in PIC
degeri 0.359 iken LTR-6 i¢in 0.367 oldu. Ortalama PIC degeri ise 0.331 olarak
hesaplandu.

P. lentiscus L. klonlarna ‘ait jel profilleri sonucu elde edilen benzerlik matriksi
(Cizelge 4.14) ve dendogram (Sekil 4.12) irdelendiginde dendogramda goriildiigii gibi
A, B, C, D ve bunlarmn alt kiiltiirlenen bitkileri arasinda somaklonal varyasyonlarin
olugsmaya basladig1 goriildii. Alt kiiltiirlemeye baglh olarak 6zellikle A, B ve her ikisinin
klonlar1 uzak dallarda kiimelenirken, C, D ve her ikisinin klonlar1 daha yakin dallarda
topland1. Bitkilerin benzerlik katsayilar1 0.69° den 0.914° e degismekte olup ortalama
0.8 olarak hesaplandi.
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Cizelge 4.11. P lentiscus L. klonlar1 arasindaki IRAP analizi ile elde edilen benzerlik matriksi

Similarity matrix

A A6 A9 Al2 B B6 B9 B12 C C6 C9 C12 D D6 D9 D12

A 1.000

A6 0.914 1.000

A9 0.843 0.860 1.000

Al2 0.780 0.796 0.806 1.000

B 0.842 0.840 0.777 0.840 1.000

B6 0.854 0.853 0.824 0.833 0.840 1.000

B9 0.792 0.789 0.782 0.771 0.796 0.848 1.000

B12 0.816 0.833 0.824 0.892 0.840 0.872 0.848 1.000

C 0.872 0.832 0.786 0.776 0.781 0.851 0.806 0.832 1.000

C6 0.818 0.798 0.808 0.816 0.750 0.835 0.792 0.854 0.892 1.000

C9 0.786 0.765 0.777 0.840 0.753 0.860 0.835 0.840 0.859 0.902 1.000

C12 0.775 0.790 0.817 0.884 0.796 0.827 0.784 0.845 0.806 0.828 0.892 1.000

D 0.794 0.773 0.750 0.755 0.707 0.773 0.766 0.755 0.868 0.813 0.817 0.786 1.000

D6 0.788 0.786 0.762 0.804 0.811 0.823 0.690 0.804 0.784 0.806 0.755 0.798 0.727 1.000

D9 0.707 0.722 0.752 0.722 0.691 0.758 0.713 0.722 0.774 0.742 0.745 0.771 0.753 0.766 1.000

D12 0.786 0.765 0.743 0.784 0.753 0.821 0.722 0.784 0.819 0.786 0.789 0.796 0.742 0.890 0.822 1.000
A A6 A9 Al12 B B6 B9 B12 C C6 C9 C12 D D6 D9 D12
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UPGMA
D9

D12

B9

C9

[ Ci12
B12
4{ Al12
A9
B6
A6

I T T T T T |
0.76 0.8 0.84 0.88 0.92 0.96 1

Jaccard's Coefficient

Sekil 4.12. P. Lentiscus L. klonlarinin, 5 IRAP primeri ile elde edilen 109 banttan UPGMA analizi ile olusturulan dendogram
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Ana materyal ile klon bitkiler arasindaki benzerliklerin goriildigi, benzerlik
matriksinde (Cizelge 4.14) ve dendogramda (Sekil 4.12)’de benzerlik katsayilar1
0.722’dan 0.914’¢ degismekte olup, ortalama 0.854 olarak belirlendi.

Bu ¢alismada, ana bitki ile bunun in vitro kosullara aktarmmi ile elde edilen
klonlarmin 6., 9. ve 12. alt kiiltiirleri arasinda somaklonal varyasyonlarin belirlenmesine
yonelik olarak gerceklestirilen IRAP analizleri sonucunda elde edilen veriler
degerlendirildiginde, en dikkat ¢ekici varyasyonun Klon-II’de oldugu gozlendi. Klon-I,
Klon-111 ve Klon-IV’e ait ana bitki ve 6., 9. ve 12. alt kiiltiirlerde ise varyasyonun Klon-
II’ye kiyasla daha diisiik diizeyde olup, klonlarin genetik olarak nispeten bir araya
toplandiklar1 belirlendi. Ana bitkiye genetik olarak en yakin klonlarm Klon-I ve Klon-
[II’e ait 6.alt kiiltiire (A6, C6) ait oldugu tespit edildi. Ayrica, Klon-I’in ana bitki ile en
uzak alt kiiltiirtin 12.altkiltiir (A12) oldugu belirlendi.

Cinse ait tiirlerin gDNA izolasyon calismalarinda, icerdigi polisakkarit ve
polifenol bilesikleri izole edilen gDNA’nin yapisina zarar vermektedir (Ramirez ve ark.,
2004). Ticari olarak satilan kitler gDNA izolasyonunda basarili olmakta zorlanmaktadir.
Literatiir incelendiginde genel olarak Pistacia cinslerine ait tiirlerin genetik
akrabaliklarma yonelik c¢alismalara rastlanilmaktadir. Bununla birlikte bu cinsin
tiirlerine ait mikrogoglatim sonrast genetik kararlilik c¢alismasi bulunmamaktadir.
Somaklonal varyasyonlarin meydana geldigi, farkli bitki tiirlerinde yapilan ¢alismalarda
rapor edildi (Rival ve ark. 1998; Sahijram ve ark. 2003; Martins ve ark. 2004). Hareketli
(transpozonlar) elementlerin in vitro kiiltiirde genetik diizenlenmelerden birinin nedeni
oldugu ve doku kiiltiirii kosullarinin da bu elementleri aktive ettigi rapor edildi

(Hirochika ve ark. 1996; Sato ve ark. 2011).

Tez kapsaminda sakiz agacinda ilk defa IRAP belirteci kullanilarak yapilan
analizde %80 oraninda benzerlik bulundu. Ortalama 0.331 PIC degeri klonlar arasinda
diigiik seviyede de olsa polimorfizm gergeklestigini gosterdi. Bununla birlikte, PIC
degeri>0.5 ise polimorfizm yiiksek derecedir, eger 0.25<PIC<0.5 ise makul bir
polimorfizm, eger ki 0.25>PIC ise zayif polimorfizm varligindan bahsetmek gerekir

(Botstein ve ark., 1980).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda gelistirilen klonal mikrogogaltma protokolii, sakiz agacinin biiyiik
Olgekte cogaltilmasi igin ideal bir model olabilir. Sakizin in vitro ortamda cogaltilmasi
geleneksel cogaltim metotlarina alternatif bir metot olabilir. Clinkii 6zellikle Klon-I1’de, hatta
slirglin proliferasyon ortaminda kiiltiire alinan siirgiinlerin yaklagik 1/3’liniin kendiliginden
koklenmesi, klonal mikro¢agaltmanin 6nemini gostermektedir. Farkli klonlarin in vitro
ortamda da olsa biiylime, farklilasma ve gelismelerinde ¢calismamiz kapsaminda gozlenen bu
farkliliklar, sakiz tretimi i¢in kurulacak yeni bahgelerde dikilecek klonal erkek veya disi
hatlardan bazilarinin digerlerine gére daha fazla sakiz verecegi asikardir. Ancak, ornamental
bir bitki olan sakiz agacmnin iilkemizde yok olmus ormanlarinin/bahgelerinin yeniden tesisi ve
sakiz reginesi tiretimi i¢in bahgelerin kurulmasi in vitro ortamda olgun, kaliteli (aromalr) ve
fazla miktarda sakiz verdigi bilinen agaclarin rejuvenasyonu ic¢in protokollerin gelistirilmesi
gereklidir. Bu nedenle, kaliteli ve fazla sakiz verdigi bilinen agaclardan alinan eksplantlardan,
mikrogogaltim protokolleri gelistirilmesi ¢alismalarinin yapilmasi gereklidir. Doku kiiltiirtinde
olduk¢a karmasik olan somoklonal varyasyonun anlasilmasi i¢in ¢ok farkli yaklasimin bir
arada ve dogru bir bigimde uygulanmasina ihtiya¢ vardir. IRAP gibi tek tip bir molekiiler
markoriin kullanimi in vitro tiretimde genetik kararliligin belirlenmesi igin yeterli olmayabilir.
Bu nedenle, molekiiler analizlerin yanisra morfolojik karakterlerin degerlendirilmesinin
yapilmasit da Onemlidir ve bu tip somoklonal varyasyonlarin belirlenmesine yonelik

calismalar i¢in tamamlayici bir unsurdur.

Pistacia lentiscus’da somoklonal varyasyonlarin belirlenmesine yonelik bundan sonra
yapilacak caligmalar kapsaminda birden fazla molekiiler markér kullaniminin yanisira
morfolojik, sitolojik ve biyokimyasal karakterlerin de dikkate alinmasi sonuglarin

giivenirliligi agisindan yapilacak ¢alismalara katki saglayacag diistiniilmektedir.
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