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OZET

Sakiz Agaci (Pistacia. lentiscus L.)’nin Pistacia Anaglar1 (Pistacia vera L., Pistacia khinjuk
Stocks, P. atlantica Desf., Pistacia terebinthus L.) Uzerine In Vitro Mikroasilanmas1

YUKSEK LISANS TEZI

Nazan CALAR

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJi ANABILIM DALI

2013

Juvenil sakiz agacinin (Pistacia lentiscus L.) siirgiin uglarinin mikroasilanmasi ¢alisildi. Dort
Pistacia tiirtiniin antepfistigi,buttum,atlantik sakizi ve melengic (Pistacia vera L., Pistacia khinjuk Stocks,
Pistacia atlantica Desf. ve Pistacia terebinthus L.) olgun tohumlar igin yiizey sterilizasyonu metotlar1
gelistirildi. In vitro ¢imlendirilmis olgun tohumlar ana¢ olarak kullanildi: 14 giinliik (P. vera L., P.
khinjuk Stocks ) ve 8 haftalik (P. atlantica Desf. ve P. terebinthus L.) fidelerin siirgiin uglar1 kotiledonlar
izerinden kesildi. Asilanacak anaclarin gelisimini gdzlemlemek igin 4 tiirlin siirgiin uzunlugu, gévde cap1
ve kok uzunlugu gibi bityiime 6zellikleri, 3 farkli besi ortaminda galisildi : (1) 0.5 mgl” BAP + 0.1 mgl™
IBA, (2) 0.5 mgl"' IBA + 0.1 mgl" BAP ve (3) kontrol grubu (bitki biiyiime diizenleyicisiz). Sakiz
agacinin aksenik olarak ¢imlenmis olgun tohumlarindan koken alan siirgiinler geng anaglar (antepfistigi,
buttum, atlantik sakizi ve melengi¢) iizerine in vitro ortamda mikroasilandiginda biitiin kombinasyonlarda
%100’liik bir basar ile yeni siirgiin-tomurcuk gelismesi gdzlenmistir. Anaglarin asilamadan 6nce biitiin
yapraklart kesilerek govde ekseni boyunca dikey bir yarik agildi; Taban kismi V seklinde kesilen
mikrogelikler anagta agilan yariga yerlestirilmistir. As1 basarisinin gozlenmesi igin mikrogelik uzunlugu
ve kiiltiir besi ortaminin etkisi gibi parametreler 6l¢tilmiistiir.

Ortalama siirgiin govde ¢ap1 siirglin uzunlugu ve kok uzunlugu degerleri anacin tipine gore
degisti. Antepfistigi ve buttum olgun tohumlarindan anaglarin gelisimi atlantik sakizi ve melengicden
daha hizli olmustur. Bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS besi ortami biitiin tiirlerde en iyi
¢imlenme ortamu gibi gériinmekle birlikte de 0.5 mgl" BAP+0.1 mgl'IBA destekli MS besi ortami anag
gelisimi i¢in kullanildi. Ciinkii bu islemde koklerin gelisiminin inhibe oldugu goriildii. En iyi anag
gelisimi atlantik sakizi ve melengi¢’den ziyade antepfistigt ve buttumun in vitro ¢imlenmis olgun
tohumlarindan elde edildi. Atlantik sakizi ve melengi¢ tohumlarindan siirglinlerinin yavag gelisimi ve
daha uzun kok farklilasmasi ¢ok asikardi. Antepfistigi, buttum, atlantik sakizi ve melengi¢’in kok
uzunluklar1 i¢in en iyi cevaplari sirasiyla, 34.43 mm, 44.53 mm, 28.58 mm ve 16.83 mm olarak tespit
edildi. Antepfistg1 ve buttumun 14 giinliik fideleri anag¢ olarak kullanildi. Ciinkii antepfistig1 ve buttum
icin ortalama govde ¢aplar1 2 haftalik kiiltiirden sonra sirasiyla 2.38 mm ve 1.44 mm olarak tespit edildi.
Atlantik sakizi ve melengic fidelerinin yavas gelismesinden dolay1 ancak 2 aylik kiltiir sonucu
mikroasilamaya hazir hale geldi. Gen¢ anaglar f{izerine in vitro c¢ogaltilan siirgiin uglarmin
mikroasilanmasi sonucu biitiin islemlerde 100% yeni tomurcuk ya da siirgiin gelisimi gozlendi.
Mikroasilanmis fidelerde koklerin gelismesi kullanilan mikrogeliklerin uzunlugu ile dogrudan iliskilidir.
Mikroasili fidelerde en iyi kok gelisimi 0.5 cm ve 1.0 cm’lik mikrogeliklerden ziyade 1.5 cm’lik
mikrogeliklerle elde edilmistir. Asilarin iizerinde aksillar siirgiin gelisiminin olmamasi ve yavas bilyiime
genellikle mikroasilar bitki biiylime diizenleyicisi i¢ermeyen besi ortami ilizerinde kiiltiire alinmalari



halinde gozlendi. In vitro mikroasili bitkiler in vivo ortama basarili bir sekilde alistirildi ve mikroagili
bitkilerin aligtirilmasi sonucunda herhangi bir zorlukla kargilagilmadi.

Bu caligma olgun sakiz agaci genotiplerinin klonal olarak ¢ogaltilmasi i¢in bir mikroagilama
protokoliiniin gelistirilmesi ve geleneksel sakiz agaci ¢ogaltma problemlerinin giderilmesi i¢in etkili bir
protokol olabilecegi diisiiniilmektedir. Ciinkii sakiz agacit erkek ve disi bitkileri ayr1 olan yani dioik ve
cali formunda bir bitkidir. Iyi bir aga¢ formu vermek uzun yillar alabilmektedir. Bu da sakiz ham maddesi
tiretiminde silirenin uzamasina neden olabilmektedir. Mikroasilama yoluyla elde edilen tek govdeli ve
uygun bir gévde ve dal formu kazanmak daha rahat olacaktir.

Anahtar kelimeler: Damla sakizi, mikroasilama, Sakiz agaci,vejetatif cogalma
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ABSTRACT

IN VITRO MICROGRAFTING OF LENTISK (Pistacia lentiscus L.) on Pistacia SPECIES
(Pistacia vera L., Pistacia khinjuk Stocks, Pistacia atlantica Desf. and Pistacia terebinthus L.)

M.Sc. Thesis

Nazan CALAR

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

2013

The success of in vitro micrografting of shoot tips of juvenile lentisk (Pistacia lentiscus L.) has
been examined. Surface sterilization methods for mature seeds of 4 Pistacia species were developed. The
mature dry nuts of Pistacia vera L., Pistacia khinjuk Stocks, Pistacia atlantica Desf., Pistacia terebinthus
L. that germinated in vitro were used as rootstocks: Ten- to 14-day-old (for P. vera L. and P. khinjuk
Stocks) and 8 weeks (for P. terebinthus L. and P. atlantica Desf.) in vitro seedlings after decapitation
above the cotyledons. Growth characteristics such as root length, shoot length and shoot diameter of all
four species during the development of micrografts were determined in the tree different growth media:
(1) 0.5 mgl" BAP + 0.1 mgl" IBA, (2) 0.5 mgl” IBA + 0.1 mgl™ BAP and (3) the control group (without
plant growth regulator). Shoot tips derived from axenic germinated mature seeds of lentisk micrografted
onto in vitro juvenile rootstocks of P.vera L., P.khinjuk Stocks, P. atlantica Desf., P. terebinthus L,
resulted in the restoration of shoot-bud proliferation with a 100% uccess with all combinations when the
rootstock was decapitated to remove all leaves and a vertical slit was made on the stump; the scion base,
cut in a v-shape, was fitted to the slit. Variables tested include a size of microscion and effects of culture
medium were used in oder to determine the micrografting success.

The mean shoot diameter, shoot length and root length varied according to the rootstock types.
The growth of rootstocks from mature seeds of P. vera L. and P. khinjuk Stocks were developed faster
than P. terebinhus L. and P. atlantica Desf. Plant growth regulator free MS medium was the best
germination medium for all species but 0.5 mgl" BAP + 0.1 mgl" IBA supplemented MS medium was
used for the development of rootstocks because the development of roots was generally inhibited in this
treatment. The best growth of rootstocks was obtained with the in vitro germinated mature seeds of P.
vera L. and P. khinjuk Stocks rather than P. atlantica Desf. and P. terebinthus. Slow growth of shoot and
longer root developments for P. atlantica L. and P. terebinthus was noticeable when the seeds were
cultured on the IBA containing germination medium. The best responses for root length of P.vera L.,
P.khinjuk Stocks, P. atlantica Defs. and P. terebinthus L. was,34.43 mm , 44.53 mm mm, 28.58 mm and
16.83 mm, respectively. The 14-day-old seedlings of P.vera L. and P.khinjhuk Stocks were used as
rootstock because the mean shoot diameters for P. vera L. and P. khinjuk Stocks were reached to 2.38 mm
and 1.44 mm, respectively two weeks after culture. The seedlings of P. atlantica Desf. and P. terebinthus
L. were developed slow and became ready for micrografting two months after culture. Shoot tips from
juvenile lentisk micrografted onto in vitro juvenile rootstocks resulted in the restoration of shoot bud
proliferation with a 100% success in all treatments tested. Root development of the micrografts was
directly related with the length of the microscion used. The better root growth of micrografts was
obtained with the 1.5 cm long shoot tips rather than 0.5 and 1.0 cm microscions. Slow growth and lack of
axillary shoot development on the micrografts was noticeable when the micrografts were cultured on
plant growth regulator-free medium. In vitro micrografted plantlets were successfully acclimatized and no
problems were encountered with the establishment of micrografted plants in vivo.

il



This study may be an efficient protocol the establishment of a micrografting protocol for clonally
propagating mature lentisk genotypes may be an efficient technique overcoming conventional lentisk
propagation problems because P. lentiscus L. is a shrub or dioecious tree, with separate male and female
plants, and it needs several years to become a tree form by budding up to 5 m high in order to cultivate for
its aromatic resin. It is expected that the micrografted plants will have one stem and several axillar
branches.

Key words: Lentisk, Micrografting, Pistacia lentiscus L., Vegetative propagation
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1. GIRIS

Tiirkiye, diinya tlizerinde uygun iklim kusagindaki konumu itibariyle bahge
bitkileri yetistiriciligi agisindan iistiin ekolojik avantaja sahiptir. Diinyada mevcut gen
merkezleri arasinda hem Yakindogu ve hem de Akdeniz havzasi iginde yer alan
Tiirkiye, birgok meyve tilirlerinin anavatani ve meyvecilik kiiltiiriinlin besigidir.
Nitekim, bugiin diinya iizerinde kiiltiirii yapilan 138 meyve tiiriinden, subtropik meyve
tiirleri de dahil olmak {izere 75 kadar tiir iilkemizde yetistirilebilmektedir. Cok sayida
tiir ve ¢esit zenginliginin olusturdugu bu potansiyel, farkli iklim ve toprak kosullarina
adapte olabilecek ¢esitlerin se¢imi, farkli i¢ ve dis pazar taleplerine uygun {iriin sunumu
ve hastaliklara dayanikli ¢esitlerin secimine olanak saglayarak farkli amacglara hizmet

verebilecek alternatifler olusturmaktadir.

Ulkemizin bazi ekstrem mikro klimalar1 disinda, hemen her yerinde meyvecilik
yapilmaktadir. Karadeniz kiyis1 boyunca elma, erik, findik, portakal, mandalina ve ¢ay;
Marmara ve Ege’de zeytin, seftali, incir, mandalina; Akdeniz kiyisinda turunggiller,
muz ve zeytin; Giineydogu’da diger meyve tiirleriyle birlikte antepfistig1 ve zeytinlikler,
bu bolgelerde ekonomik yonden 6nem ve agirlik tasimaktadir. Kiy1 bolgelerde daglarin
izin verdigi Olciide, dar veya genis alanlarda yer almig olan bu meyvelikler,
Anadolu’nun i¢ kesimlerine dogru gidildik¢e sulak vadiler boyunca ilerler. Gediz,
Biiyliik Menderes, Firat, Dicle, Yesilirmak, Kizilirmak, Sakarya, Seyhan ve Ceyhan

vadileri 6nemli meyve alanlarimizdir (Anonim, 2007).

Tiirkiye’de yetistirilen meyve tiirleri diinya pazarinda aranan tiirlerdir. Oysa
subtropik meyve tiirlerinden ancak muz ve turunggiller, tropik meyve tiirlerinden de
Hindistan cevizi, kahve, kakao gibi bazilarimin diinya pazarlarinda agirlikli bir yeri
vardir. Tirk ekonomisinde meyveciligin yeri biiyliktlir. 1927 yilindan sonra meyve
alanlarimizda siirekli artig goriilmekle birlikte meyve alaninda diismeler goriilse de bu
oran son Yyillarda yine yiikselmistir. Gelismenin tarla ziraatindaki genislemeye ayak
uyduramamasi, kismen bu liretim alaninin yetistirme 6zellikleri ve bahge kurulusundaki
giicliklerle aciklanabilir. Her alanda meyvecilik yapilamamasi, meyveciligin
genislemesini de sinirlamaktadir. Meyvelikler genellikle sulanabilen araziler {izerinde

kurulmaktadir.
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Tarimsal gelirin milli gelir iginde 6nemli bir yeri bulunmaktadir. Tarim kollar1
icinde milli gelire katkis1 bakimindan bag bahge tarimi, tarla tarimi ve hayvanciliktan
sonra lclincli sirada yer almaktadir. Tirkiye’den ihra¢ edilen 6nemli meyve tiirleri
arasinda findik, antepfistigi, incir, kuru {iziim, turunggiller, sert kabuklu meyveler basta
gelmektedir. Ceviz, findik, kestane, antepfistigi, pikan, cam fistig1 ve badem sert
kabuklu meyveler grubuna girer. Meyvenin sert kabugu tamamiyla yumurtaligi teskil
eden karpellerden meydana gelmis ve sertlesmistir. I¢inde ise yumurtadan meydana
gelen meyveler vardir. Sert kabuklu meyvelerden antepfistigi, ceviz ve kestane ihrag
edilen irilinlerimizdendir. Son verilere gore, Tiirkiye yilizolglimiiniin %5.5 ini meyve,
zeytin ve bag alanlar1 olusturmaktadir. Toplam iiretim miktar1 yillara gére degismekle
birlikte 2012 yili icinde zeytin (sofralik ve yaglik) de dahil olmak iizere sert kabuklu
meyveler olan badem, findik, ceviz, kestane ve antepfistiginin toplam tiretimi yaklasik

olarak 2.973.473 ton civarindadir (Anonim, 2013a).

Antepfistigimin (P. vera L.) Tunus (Ghorbel ve ark. 1998), Misir (Hussein,
1998), Ispanya (Batlle ve ark. 1998), Pakistan (Anwar ve Rabbani, 1998) ve Italya
florasinda iig tiirii (Pignatti, 1982), Fas (Loudyi, 1998), Liibnan (Talhouk ve ark. 1998),
Irak (Rechinger, 1982) ve Avrupa florasinda dort tiirti (Tutin ve ark. 1968), Yunanistan
(Zakynthinos ve Rouskas, 1998), Filistin (Zohary, 1972), israil (Zohary, 1972) ve
Suriye’de bes tiirii (Post ve Dinsmore, 1932) ve Tiirkiye florasinda ise alt1 tiirii (Yaltirik,
1967) tespit edilmis olup iilkemiz bu baglamda Pistacia cinsi i¢in ¢ok biiyiikk bir gen
merkezi konumundadir. Pistacia cinsi iginde 6nemli bir yeri olan antepfistiginin 2008-
2011 yillart iilkemizdeki tiretim ortalamasi 110.000 tondur (Anonim, 2013). Diinyada
toplam {iretimi ise 328.000 tondur. Ulkemiz bu iiretimi ile Iran ve A.B.D’den sonra 3.
sirada gelmektedir. Ayn1 familyanin diger bir iiyesi olan sakiz agacini (P. lentiscus L.)
ekonomik anlamda 6nemli kilan, bu bitkinin bir botanik varyetesi olarak kabul edilen P.
lentiscus var. Chia Duham.'dan sakiz (mastik) elde edilmesidir. Tiiriin genis yayilis
alanina karsin, sakiz agacinin kiiltlirii cok eski zamanlardan beri sadece Yunanistan'in
Sakiz Adasi'nin giineyinde yapilmaktadir. Sakiz agaci kiiltiirlinlin bu kadar dar alanda
kalmis olmasinda bazi ekolojik faktorlerin belirleyici oldugu bildirilmektedir (Browicz,

1987; Acar, 1988; Perikos, 1993).

Damla sakizinin eski caglardan beri gida olarak kullanildigin1 bilmekteyiz.

Yunanistan’in Sakiz Adasi’'nda Damla Sakizi Yetistiricileri Birligi 1955 yilinda
2
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kurulmus olup ilk fabrika 1957’de 8000 kilo damla sakizi iiretimiyle islemeye
baslamistir. Bu miktar 1988 de 192.000 kg’a ulagmustir. Bu zaman siiresince birlik
damla sakiz1 liretimini sistematik hale getirmeyi ve damla sakizinin kullanim alanlarini

genigletmeyi amaglamistir (Anonim, 2013b).

Sakiz iiretimi i¢in Oncelikle ¢ali formundaki sakiz agaclarinin aga¢ formuna
getirilmesi veya sakiz veren ¢esitlerle asilanmasi gereklidir. Cali goriiniimiindeki bu
agaclarin aga¢ formuna getirilmeleri i¢in uzun yillar gereklidir. Diinyada bugiin sadece
Yunanistan’in Sakiz Adasi’nda ticari damla sakiz1 iiretimi gergeklestirilmekte, {iretilen
sakiz ya ham olarak ya da islenerek degisik tiriinlerde katki maddesi olarak kullanilmak
tizere ihrag edilerek milyonlarca dolar gelir lilke ekonomisine katki saglamaktadir. Bu
yiiksek gelir nedeniyle Sakiz Adasi’ndan her tiirlii bitkisel materyalin ada disina
cikarilmasi kesinlikle yasaklanmistir. Yetistiricilik, iiretim ve pazarlama etkinlikleri
Sakiz Adasi'ndaki {ireticiler birliginin kontrolii altindadir. Avrupa Birligi’nin ilgili
kurumlar1 tarafindan Sakiz Adasi’nin bir kismi koruma altina alinmis ve sakiz
tretiminin devamliligt ve artirllmasi icin smirsiz maddi destek saglanmaktadir.
Tiirkiye’nin yillik damla sakizi ihtiyact ise, yaklagik 18 ton civarindadir. Bu ihtiyag
2008 yilinda 8 tonu ithal, 10 ton da kagak olarak iilkemize aktarilmasi ile saglanmigtir
(Bilgin, 2009). Yakin ge¢mise kadar Cesme yarimadasinin belli yorelerindeki
plantasyonlardan sakiz iiretimi yapildig: bilinmektedir. Ancak son 20 yilda yorede hizla
artan turizm yatirimlari nedeniyle tarim alanlari daralmig sonugta sakiz reticiligi
ekonomik Onemini yitirmis ve mevcut aga¢ varligt da yok olma tehlikesiyle kars
karstya kalmistir. Bununla birlikte, son zamanlarda bu iirline olan talep artisina bagh
olarak, sakiz agaci kiiltiirlinlin yeniden canlandirilmasina yonelik girisimler oldugu
gozlenmektedir. Bu acidan, yorede bulunan eski plantasyonlarin yenilenmesi ve
yayginlastirilmasi, yeterli miktar ve kalitede fidan iiretimini glindeme getirmistir.
Aslinda o6zellikle ege bolgesinde sakiz agaci potansiyeli, Sakiz Adasi’ndan daha
fazladir. Ancak bu bitkiler terbiye edilmemis bozuk nitelikte ¢ali formunda oldugu i¢in
aga¢c formuna dondiiriilmesi gereklidir. Bu nedenle 2008 yilinda, Falim sakizlari
(Cadbury) ve TEMA Vakfi Izmir Giilbahge’de, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii
arastirma sahasinda “Bozuk Sakiz Agaci Rehabilitasyonu Projesi” ile sakiz agaclarinin
asilanmasi yoluyla, damla sakiz1 {iretiminin gergeklestirilmesi ile iilkemize ekonomik

girdi saglanmasi hedeflenmistir. Projede, sahada mevcut 17.867 adet bozuk sakiz
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agacinin rehabilitasyonun ve asilanmasinin yapilmasi ve ayrica yaklasik 6.000 adet asili
sakiz fidam dikiminin gergeklestirilmesi planlanmistir. Projenin son durumu hakkinda
TEMA Vakfi/Istanbul temsilciligi Orman veKirsal Kalkinma Boliim Baskani ve proje
yiiriitiiciisii Hikmet OZTURK ile goriisiildii ve 80-90 yasindaki sakiz agaglardan alinan
materyalleri (as1 kalemi) yine sakiz agaglarina asilamak ve celikle ¢ogaltimda % 0
basar1 oraninin elde edildigi, daha sonra sakiz agaglarinin tehlike altinda olmasindan ve
seckin klonlar tespit i¢in Urla’da “’Klon Park’ Projesi olusturulmus.Klon Park projesi
kapsaminda; toplamda 52 klondan 340 adet rametin dikimigerceklestirildigi, klonlar
arasi ag1 basarisinda farkliliklar goriildiigi, calisma yapilan %10°luk klon sayisinda ise,
%350 ve tlizerinde as1 basarist saglandigi belirtilmistir. Ancak ekonomik omrii gegmis
agaclarin asilanmasinda ¢ok sayida problemle karsilasilabilir. Bu problemler arasinda;
ast uyusmazligl, uygun asi kalemi temini, as1 kalemi alma ve asilama zamanina iliskin
sorunlar sayilabilir. Kullanilan as1 kalemlerinin uygun damizlik agaglardan alinmamasi

durumunda, agilanan agaclarin homojen bir sakiz verimi garanti altina alinamaz.

Sakiz agacmin geleneksel ¢ogaltim ydntemi, iki veya daha yasli dallardan
hazirlanan odun c¢eliklerinin kis aylarinda dogrudan bahcge tesis edilecek araziye
dikilmesine dayanmaktadir (Isfendiyaroglu, 2003). Bu ydéntemde hem koklenme uzun
stirmekte hem de basar1 orani diisiik olmaktadir. Celiklerle vejetatif ¢ogaltimi in vitro
ortamda calisan Mascarello ve ark. (2007) koklenme oranmnin diisiik oldugunu ve
bahgeye aktarilan bitki sayisinin bu nedenle daha da diisiik oldugunu bildirmis ancak
calismada koklenme yiizdesine ait bulgulara yer verilmemistir. Bununla birlikte
Isfendiyaroglu (2003), kontrollii kosullar altinda subat ayinda alinan yaprakli odun
¢eliklerinin 20 mgl' IBA ile muamele edilmesi ile %45 koklenme sagladigim
bildirmektedir. Bir yil igerisinde 11 farkli tarihte alinan ¢eliklerde ikinci en yiiksek
koklenme orani ise, %29 ile Mart ayinda elde edildigi bildirilmistir. Son zamanlarda
celiklerin koklenmesinde elde edilen sonuglar umut verici olsa da, sakiz agaci in Vvivo
vejetatif yontemlerle ¢ogaltimi sonucunda olusan bitkiler ¢ali formu kazanmasindan
dolay1 bu cali formundaki agaglarin da aga¢ formuna doniistiiriilmesi gerekmektedir.
Bugiine kadar sakiz agacinin gerek ¢ogiir ve gerekse dogadaki yabani formlar iizerine
asilanmasina yonelik caligmalarda da basar1 saglanamadigi bildirilmektedir (Acar,
1988). Sakiz agaci ¢ogaltimi i¢in kullanilan geleneksel yontemlerin, bu tiire olan fidan
taleplerini karsilamakta yetersiz kalacagi agikardir.
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Sakiz fidan1 ihtiyacin1 geleneksel metotlarla karsilamak wuzun bir siireg
gerektirdiginden ve mikrogogaltim sadece juvenil materyalde basarili sonuglar rapor
edildigi i¢cin mikroasilama ile kisa siirede ve seri bir sekilde iiretim yapilabilmektedir.
Mikroasilama sakiz agaclarinin daha hizli ve giivenli bir sekilde ¢ogaltilabilmesi ve
araziye aktarilabilir forma daha hizli doniistiiriilebilmesi mikroagilama yonteminin sakiz

fidani liretim sorunlarini ¢ozecektir.

Sakiz agaci iizerinde cesitli arastiricilar tarafindan bitki doku kiiltiirii yontemleri
calisiimus fakat basarili sonuglar elde edilmemistir (Taskin ve Inal, 2005; Mascarello ve
ark. 2007; Ruffoni ve ark. 2004). Sakiz agacinin mikrogogaltimi igin gelistirilen in vitro
tekniklerin ticari kullanimi igin, laboratuvardan araziye biitiinlesmis bir cogaltim
yonteminin Onerilebilmesi amaciyla, gelistirilen in vitro ¢ogaltim tekniklerinin optimize
edilmesi ve biyoteknolojik yontemler ile desteklenmesi gerekmektedir. Yildirim,(2012)
tarafindan juvenil materyalden kiiltlir baslatarak sakiz agacinin mikrogogaltilmasi igin
entegre bir protokol tanimlanmasinin diginda bu giline kadar bagarili olgun materyallerin

mikrocogaltilmasi heniiz rapor edilmemistir.

Bu ¢alismanin amacy, iyi sakiz {iriinii veren agaglarin hizli ¢ogaltilmasinda rutin
olarak kullanilabilecek bir in vitro mikroasilama protokoliiniin gelistirilmesidir. Bu
amagla in vitro ¢imlendirilen. antepfistigi (P. vera L.), buttum (P. khinjuk Stocks),
atlantik sakizi (P.atlantica Desf.) ve melengig (P. terebinthus L.) tiirleri tizerine, juvenil
sakiz agacit regenerantlarinin mikroasilanarak model bir ¢ogaltma protokolii
gelistirilmistir. Bu baglamda yapilan calismayla ortaya ¢ikan bulgular gelecek
dénemlerde olgun sakiz agaci bitkisinde yapilacak in vitro mikroasilama ¢alismalari igin

temel teskil etmesi muhtemel goriilmektedir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

In vitro kosullarda yapilan mikrogogaltma; 1slah edilmis bitkisel materyallerin
hizl1 ve {iretimi, vejetasyona bagli kalmadan iiretim yapilabilmesi ve klasik yontemlerle
yapilan c¢ogaltim sekillerine alternatif ve destekleyici bir yaklasim sergilemektedir.
Baslangigta turunggillerde virlisten ari fidan liretimi amaciyla gelistirilen ve daha
sonralar1 farkli meyve ve odunsu bitki tiirlerine, farkli amaclara yonelik olarak
uygulanan ve giliniimiizde ¢ok farkli alanlarda ve bitki tiirlerinde gerceklestirilmis in
vitro mikroasilama caligmalari bulunmaktadir. Yapilan ¢alisma kapsaminda, 6zellikle
sert kabuklu meyve tiirlerine ait in vitro mikroagilama ¢aligmalar1 ve yine kullandigimiz
Pistacia tiirlerinin mikrogogaltimi ve mikroagilanmasiyla ilgili 6nceki donemlerde farkli

arastiricilar tarafindan yapilan ¢aligmalar bir araya getirilmistir.

Asilama, iki canli bitki dokusunun (anag-kalem) birlestirilmesidir. Asinin iki
unsurundan biri; belli uzunlukta bir siirgiin ucu (as1 kalemi), digeri ise ¢imlendirilmis
tohum, koklendirilmis celik ya da daldirilmis bitkiden elde edilen anaglardir. Bitkilerde
ilk asilama, Milattan 1000 yil 6nce Cinliler tarafindan uygulanmistir (Hartman ve
Kester, 1983). 1821'de 119 geleneksel as1 teknigi tanimlanmistir. (Hartman ve Kester,
1983). Bitki tiirlerine ve anaca gore uzunlugu degismekle birlikte belli uzunluktaki
slirgiin ucunun, tohumdan ya da in vitro mikrogogaltma yoluyla elde edilmis ve tepesi
kesilerek degisik bigimlerde hazirlanmis anaclar tizerine steril kosullarda yerlestirilmesi

islemi mikroasilama olarak tanimlanmaktadir.

Mikroasilama in vivo ve in vitro olarak ayrilabilir. In vivo mikroasilamada
cogaltilmasi istenilen anag, bitkiden alinan kiigiik bir celigin, sera sartlarinda veya
bahgelerde yetistirilen bir anag¢ lizerine asilanmasindan ibarettir. Bu teknik ilk olarak
1920'li yillarda uygulanmistir. /n vitro mikroasilamada ise mikrogogaltma ile elde
edilen mikrogeliklerin, aseptik olarak c¢imlendirilen tohumlardan elde edilen anaglar
lizerine agilanmast s6z konusudur. Anaglar in vitro ¢imlendirilen tohumlardan veya
mikrogogaltmai ile elde edilen koklii-koksiiz bitkilerden olusur. In vitro mikroasilama
teknigi ilk defa Murashige ve arkadaslarn (1972), tarafindan Citrus tiirleri ve
hibritlerinin apikal uglarinin hastaliksiz anac¢ bitkiler ilizerine mikroasilanmasi ile
basarilmistir. Bu calismalarinda, temel amac viriissiiz bitki elde etmek ve nusellus

dokularindan elde edilen bitkilerin tipik juvenil safthasini ortadan kaldirmak olmustur.
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Bu basarili ¢alismadan sonra in vitro mikroasilama, ¢ogu arastirici tarafindan farkl

amaclara yonelik olarak kullanilmistir.

Abousalim ve Mantell (1992), antepfistiginda (P. vera L.) mikroasilama
calismalarinda ana¢ olarak acgikta tozlanmis antepfistii ¢esidinin agaglarindan alinan
tohumlarin in vitro kosullarda ¢imlendirilmesi ile elde ettikleri 12 giinlik ¢ogiirleri,
kalem olarak da ayni ¢esidin 4 yasli agaglarindan alinan eksplantlar ile olusturulmus in
vitro kiiltiirlerden elde edilen 2-3 nodal tomurcuguna sahip 8-10 mm uzunlugundaki
stirglin uclarint kullanmislardir. Asilamadan 6nce anacin 15-20 mm ylikseklikten tepesi
kesilmis, kokleri de 30-40 mm olacak sekilde kisaltilmig ve anacin tepe kismindan asagi
dogru as1 i¢in bir kesim yapilmistir. Kalemin ucu V seklinde hazirlanmis ve anacta
yapilan yarik igerisine yerlestirilmistir. Asili ¢ogilirler bir filtre kagidi kopriisii
kullanilarak stvi MS ortaminda kiiltiire alinmustir. ikinci bir denemede dezenfekte edilen
tohumlar dogrudan bir milcap sentetik destegin (polipropilen lif) {ist kisminda kiiltiire
alinmis ve 12 giin sonra ¢ogiirler asilanmistir. En iyi sonuglarin son teknikte elde

edildigi calismada vaskular birlesme asilamadan 21 giin sonra meydana gelmistir.

Onay ve ark. (2003), antepfistifinda in vitro ve ex vitro mikroasilama basarist
iizerine as1 kalemi kaynagi olarak farkli yaglardaki agacglarin, in vitro ve ex vitro siirgiin
uclarmin ve BAP (1 mgl™) uygulanmus siirgiin uglarmin etkilerini arastirmiglardir.
Calismada, as1 kalemi kaynagi olarak 1, 5, 10 ve 30 yasindaki agaglardan alinan
eksplantlarin in vitro stirgiinlerinden hazirlanan as1 kalemleri, MS besin ortaminda
cimlendirilmig 10-12 giinlik ¢ogiirler {izerine, ex vitro mikroasilarda ise sera
kosullarinda gelistirilmis 3 aylik ¢ogiirler lizerine yarma as1 teknigi ile asilanmigtir. Ast
basar1 orani, in vitro asilarda kalem kaynagi olarak yash agaglar kullanildiginda %90
olurken, ex vitro asilarda yine aym yasta dogrudan ya da 1 mgl™* BAP uygulandiktan

sonra agilanan siirgiin u¢larinda %90-95 bulunmustur.

Onay ve ark. (2004), olgun kalemlerde proliferasyon giiciinii ve koklenme
yetenegini arttirmak lizere mikroasilamanin bir potansiyele sahip oldugunu bildirdikleri
calismalarinda antepfistiginin (P. vera L.) Siirt ¢esidinin 30 yasindaki olgun bir
agacindan aldiklar siirgiinleri ya dogrudan ya da in vitro kosullarda siirgiin ucu kiiltiiri
ile cogalttiktan sonra, aseptik kosullarda ¢imlendirdikleri 10-14 giinliik ¢ogiirler lizerine

yine in vitro mikroasilama teknigi ile asilamislardir. Arastiricilar mikroasi basarisi
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lizerine; as1 tipi, as1 kalemi uzunlugu, besin ortaminin yapisi ve eksplantlarin asi
kalemlerinin damizlik bitkilerden alinma zamaninin etkilerini incelemislerdir.
Calismada as1 tipi olarak yarma asi, anacin govdesi lizerine yarma asi ve yaprak
koltuguna yarma as1; as1 kalemi uzunlugu olarak in vitro kosullarda elde edilen
stirglinlerden <0.5, 0.5-1, 2-4, 4-6 ya da >10 mm uzunlukta hazirlanan kalemler; besin
ortami olarak ¢imlendirme ortami; 0.5 mgl™* BAP ilave edilmis MS, koklendirme
ortami; 0.5 mgl™* IBA ilave edilmis MS ya da biiyiimeyi diizenleyici madde igermeyen
MS temel besin ortamlar1 kullandilar. As1 donemi olarak da Subat, Nisan, Haziran,
Agustos ya da Aralik aylar1 calisilmistir. Arastirmada yapilan gézlemler sonucunda en
basarili a1 yontemi olarak yarma as1 (%80) bulunmus; gévde {izerine yarma as1 basarisi
%60, yaprak koltuguna yarma as1 basarisi ise, %68 olarak belirtilmistir. En uygun as1
kalemi uzunlugunun 4-6 mm (%79.2) olarak bildirildigi ¢aligmada 2-4 mm uzunlukta
%56.7, 0.5-1 mm uzunlukta %27.2, 10 mm’den daha uzun kalemlerde %17.2 ve 0.5
mm’den daha kisa uzunluktaki kalemlerde ise %0 as1 basarist elde edilmistir. Hem as1
basarist (%72) ve hem de aksillar siirgiin gelisimi (%55) tlizerine en etkili ortamin
cimlendirme ortamma 0.5 mgl™ BAP ilave edilmis MS oldugu bulunmustur. Bu
degerler koklendirme ortaminda (0.5 mgl™! IBA) %36 ve %28.5, biiyiimeyi diizenleyici
madde i¢ermeyen MS ortaminda ise sirasiyla %47 ve %0 olarak kaydedilmistir. Genel
olarak, as1 basaris1 in vitro siirglinlerden hazirlanan as1 kalemlerinin kullanildigi
durumda, dogrudan bitkiden alinan siirglin uglarindan hazirlanan as1 kalemlerinin
kullanildig1 duruma gore daha yiiksek bulunmustur. Arastiricilar, dogrudan bitkiden
alman siirglin uglariin kullanildig1 durumda as1 basarisinin en yiiksek Nisan (%70) ve
Haziran (%80) aylarinda ve en diisiik Subat (%10) ve Aralik (%30) aylarinda oldugunu,
in vitro strgilinlerden hazirlanan as1 kalemlerinin kullanildigi mikroasilarda as1 basarisi

(%50-80) bakimindan aylar arasindaki farkliligin 6nemli olmadigini bildirmislerdir.

Can ve ark. (2006), antepfistig1 (P. vera L.) Siirt ¢esidini 4 farkli antepfistigi
anaci lizerine in vitro mikroasilama teknigi ile asilamislardir. Anag olarak, P. mutica, P.
terebinthus, P. atlantica ve P. khinjuk tohumlarmin in vitro kosullarda ¢imlendirilmis
20-22 giinliik ¢ogiirleri, kalem olarak da dis kosullarda gelisen olgun agaglarin 0.2-0.3
mm kalinliktaki siirglin uglart kullanilmistir. In vitro kosullarda gerceklestirilen
mikroagilamalar sonrasinda ana¢ ve kalem arasinda kaynasma ve gelisme

saglanamamustir.
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Kuru kosullarda standart antepfistigi cesitlerine ana¢ olarak kullanilabilen
Pistacia tiirlerinden en uygun anacin belirlenmesi amaciyla; 1975-1996 yillar1 arasinda
Antepfistigt Arastirma Enstitlisii arastirma bahgesinde yiiriitiillen bir calisma ile
antepfistig1 (P .vera L.), buttum (P. khinjuk Stocks) ve atlantik sakiz1 (P. atlantica
Desf.) iizerine asilanan cesitlerin vegetatif gelismesi, generatif gelismesi ve meyve
kalite Ozellikleri {izerine etkileri arastirilmistir. 1982, 1986 ve 1992 yillarinda olmak
lizere bugiine kadar ii¢ ara sonug¢ raporu verilmis olup c¢alismada kullanilan anaglarin
belirtilen Ozellikler iizerine farkli etkilerinin oldugu belirlenmistir. 1975 yilinda
yetistirilen buttum, antepfistig1 ve atlantik sakizi (P. khinjuk Stocks , P. atlantica L. ve
P. vera L.) anaglarinda; ana¢ boylarinin %1 giiven sinirinda farkli oldugu saptanmistir

(Koroglu ve ark., 1997).

Juarez ve ark. (1992), tarafindan bademde in vitro slirgiin ucu asilama yontemi
kullanilarak viriisten ari bitkiler elde edilmeye ¢alisilmistir. Sera kosullarina aktarilan 4-
5 haftalik agilanmis bitkilerde %40-50 oraninda as1 basaris1 ve %75-85 hayatta kalma
orani saglanmistir. Arastirmada mikroasilamada elde edilen basarinin tiir ve c¢esitlere
gore Onemli Olglide degistigi belirlenmistir. Sonucta tiim bitkilerde elma mozaik
viriisiinde (ApMV) %100, Prunus halkali leke viriisiinde (PNRSV) %80 ve ciicelik

viriisiinde (PDV) %46 eliminasyon saglanmstir.

Ghorbel ve ark. (1998), Achak badem ¢esidinin mikroasilanmasiyla ilgili olarak
yaptiklar1 calismada; aseptik anaclar iizerine mikroagilama metodu gelistirmek igin
mikroasinin basarisini, as1 kalemin kaynagi ve mikroasimnin fizyolojik durumu tespit
edilmeye calisilmistir. Arazideki bitkiler ilizerinden alinan aktif siirgiin uclari, kiiclik
tomurcuklar ve meristematik dokular kiiltiir baslatma i¢in iki ayr1 kaynak olarak
kullanilmigtir. Kiiltiir baslatildiktan sonra in vitro iiretilen alt1 haftalik siirgiin uclar1 ve
apikal tomurcuklar (3-5 mm) mikrogelik olarak kullanilmistir. Ustiine veya T seklinde
asilanan bu siirglinler ve tomurcuklardan %82.1 ve %79.2°lik as1 basar1 oranlar elde
edildigi bildirilmistir. Araziden alinan materyallerden ¢ok sik kontaminasyon meydana
gelmekle birlikte, daha kiiclik meristematik pargalar kullanildigi durumlarda siklikla
nekrozis meydana geldigi gozlenmistir. Kullanilan bu teknik ile Achak badem ¢esidinin
mikrogogaltma ve mikroagilanmasinda kullanimi i¢in iyi bir potansiyele sahip oldugu

bildirilmistir.
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Ghorbel ve ark. (1999), bademde (Prunus dulcis (Miller) D.A. Webb) Achak
cesidinde mikroasilari, as1 tutma basarisi lizerine as1 yontemi, kalem kaynagi ve asilarin
fizyolojik  durumunun  etkilerini  belirlemek  ilizere  aseptik  kosullarda
gerceklestirmislerdir. Hem aktif ve hem de dinlenme halindeki kiigiik siirgiin, tomurcuk
ve meristematik uglar bahge kosullarindan alinmistir. Ayn1 zamanda in vitro kosullarda
gelismis 4-6 haftalik siirgiinler ve kii¢iik apikal tomurcuklar (3-5 mm) da kullanilmistir.
Bu siirgiinlerin ve tomurcuklarin anacin tepesine (%82.1) ya da bir T kesiti icerisine
(%79.2) asillanmasi as1 tutma basarisini artirmistir. Bahgeden alinan eksplantlarda
kontaminasyon sorunu ile ¢ok sik karsilagilmis ve fizyolojik olarak aktif meristematik
uclar kullanildiginda nekrosis sorunu sik¢a gozlenmistir. Arastiricilar mikroasilama
tekniginin Achak badem cesidinin mikro cogaltimi i¢in iyi bir potansiyele sahip
oldugunu ve agaglarin ciddi viral hastalik tehdidi altinda bulundugu Tunus’da badem

bahgelerinin yenilenmesi i¢in olas1 bir yontem sundugunu bildirmislerdir.

Thimmappiah (2002), Kaju fistiginin in vitro asilanmasiyla ilgili olarak yapilan
calismada; in vitro tretilmis bitkiler anag olarak kullanilmis ve agaclardan alinan siirgiin
ucu ve nodal tomurcuk kiiltiirlerinden iretilen siirglinler mikrogelik olarak
kullanilmistir. /n vitro ekilen tohumlardan cikan bitkiler 20-25 giinliik iken anag olarak
kullanilmistir. Hormonun kullanilmadigi modifiye MS besi ortamina ekilen olgun
bitkilerden alinan eksplantlardan {iretilen 3-15 mm uzunlugundaki siirglin uglari
asilamada kullanilmigtir. Mikroasilanan bitkiler hormonsuz sivi /2 MS besi ortaminda
kiiltire alinmis ve 10-12 haftalik siire sonunda dig ortama aktarilabilecek duruma
gelmiglerdir. Yapilan calismayla birlikte asilama bagarisini etkileyen en onemli iki
hususun; agilama metodu ve as1 kalemin uzunlugu oldugu bildirilmistir. Siirgiin ucu
asilama ve yan asilama metotlarindan sirasiyla %79.5 ve %100’lik as1 basarilar1 elde
edilmigtir. As1 kalemi uzunlugunun mikroasit basarisi iizerine ©onemli etkisinin
bulundugu calismada; kalem uzunlugu 5 mm’den biiyiik oldugu durumlarda iyi sonug
vermesine ragmen, kalem uzunlugunun 3-5 mm’den kisa oldugu durumlarda ise ¢ok

diisiik cereyan ettigi bildirilmistir.

Lorenzo (2005), Kestanenin gen¢ klonlar {izerine in vitro mikroasilanmasi ile
ilgili yapilan ¢alismada juvenil orijinli koklendirilmis siirglinler anag olarak kullanilmais,
secilmis iki olgun klonun (75 yasindaki agaglar) siirgiin ug¢lar1 yarma asi metodu ile

mikroasilanmigtir. As1 tutma oran1 %64-78 gergeklesmistir. Bir, iki, ii¢c defa asilanmis
11
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materyallerin ¢ogaltim oranlari; asilanmamis 8-12 defa alt kiiltiire alinmis klonlarin
cogaltim oranina gore daha yiliksek ¢iktigi bildirilmistir. Farkli defalar asilanmig
siirglinlerin ¢ogaltim oranlar1 arasinda 6nemli derecede bir fark ortaya ¢ikmamakla
birlikte, mikroasilamanin in vitro kdklenmeyi etkilemedigi goriilmiistiir. Calismada 30
gl sukroz, 7 gl difco-bacto agar ve 0.1 gI”' BAP ile desteklenen WPM besi ortami

kullanilmustir.

Yildirnm ve ark. (2010), Ferragnes ve Ferraduel badem c¢esitlerinin
mikroasilanmasi i¢in asilanmis bitkilerin gelisimi iizerine ¢esitli in vitro mikroasi
teknikleri, anag-as1 kalemi iiretimi, as1 kalemleri uzunlugu ve anaglarin elde edilmesi,
as1 kalemi uzunlugu ve besi ortamina ilave edilen oksin-sitokinin kombinasyonlarinin
etkisi incelenmistir. Yabani badem tohumlarinin in vitro ¢imlendirilmesiyle elde edilen
4 haftalik bitkiler ana¢ olarak kullanilmistir. Adi1 gegen gesitlerin mikro ¢ogaltimi igin
agaclardan alinan bir yash silirglinler {izerindeki nodal tomurcuklarin laboratuvar
sartlarinda zorlanmast sonucu elde edilen 3-5 mm uzunlugundaki siirgiinler 0.7 mgl”
BA ve 0.01 mgl' NAA iceren MS besi ortaminda kiiltire almmustir. Uygulanan
mikroast tekniklerinden elde edilen sonuglara goére en basarili yontemin yarma asi
oldugu bildirilmektedir. Kullanilan 4-15 mm uzunlugundaki mikrogeliklerden elde
edilen mikroas1 basar1 oranlar1 ¢ok iyi gergeklesirken; hormonsuz besi ortaminda
bulunan mikroasili bitkilerdeki biiyiime ve silirglin gelisimin yetersiz oldugu
goriilmiistiir. Basarili bir sekilde iiretilen mikroasili bitkilerin aklimitasyonlarinin
basaril1 bir sekilde yapildiginin bildirildigi ¢alismada bu agidan herhangi bir problemle
karsilagilmamistir. Yapilan calismayla birlikte gelistirilen teknik sayesinde Ferragnes ve
Ferraduel badem cesitlerinin mikroasilanmasi ve in vitro fidan iiretiminde yiiksek bir

potansiyele sahip oldugu gosterilmistir.

Isikalan ve ark. (2011), Nonpareil badem ¢esidinin mikroasilanmast ve
kalemlerin mikro ¢cogaltimi {izerine bitki {iyiime diizenleyicilerinin etkisiyle ilgili olarak
yapilan calismada; yabani badem tohumlarindan in vitro elde edilen bitkiler anag,
Nonpareil badem ¢esidine ait apikal siirgiin uclariin kullanilmasiyla in vitro iiretilen
1.5-2 cm uzunlugundaki mikrogelikler as1 kalemi olarak kullanilmistir. BAP’1n farkli
konsantrasyonlariyla MS destekli besi ortaminda yapilan siirgiin proliferasyon
calismasindan ¢ikan sonuca gore en iyi konsantrasyonun 1 mgl' BAP oldugu

bildirilmis; bu oran arttikga siirglin rejenerasyonunun Onemli derecede azaldigi
12
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gorillmiistiir. Elde edilen en iyi BAP oranma 0.2-0.4 mgl” IBA ile kombine edilmis
ortamlardan en iyisinin 1 mgl® BAP + 0.2 mgl”' IBA’dan elde edildigi bildirilmistir.
Mikroasilanmis bitkilerin gelisimi iizerine BAP ve IBA (Imgl')'nin etkisiyle ilgili
olarak yapilan bagka bir deneyde ise; badem anaglari lizerine asili bitkilerdeki en iyi as1
tutma oran1 ve sirgiin gelisiminin 1 mgl"' BAP destekli ortamdan elde edildigi
bildirilmistir. /n vitro mikroasilanmig bitkilerin aklimitasyon islemi plastik saksilar
icerisine basarili bir sekilde yapilmistir. Mikroasilanmis bitkilerin gelisimi iizerine BAP
ve IBA (Imgl ")’ ni etkisiyle ilgili olarak yapilan baska bir deneyde ise; badem anaglar:
{izerine asili bitkilerdeki en iyi a1 tutma oram ve siirgiin gelisiminin 1 mgl' BAP
destekli ortamdan elde edildigi bildirilmistir. /n vitro mikroasilanmis bitkilerin

aklimitasyon iglemi plastik saksilar igerisine basarili bir sekilde yapilmstir.

Monteuuis’a (2012) goére in vitro mikroasilama; aksenik kiiltiir sartlarinda
yetistirilen anaglar iizerine kiiglik mikrogeliklerin asilanmasindan olusan ve son
zamanlarda oldukc¢a yaygin olarak kullanilan bir vejetatif ¢ogaltim teknigidir. Bu
yontem mikroasilamanin ve siirgiin ucu kiiltlirii metodunun sinirlamalarinin {istesinden
gelmekle birlikte, avantajlarini bir araya getirmektedir. Farkli bitki tlirlerinde uygulanan
cesitli in vitro as1 metodu gelistirilirken, birbirinden farkli asilama tekniklerinin
kullanildig1 ve elde edilen basarili sonuglarin in vitro ana¢ ve kalemlerin 6zelligiyle
ilgili oldugu gergegini ortaya ¢ikarmaktadir. In vitro mikroasilama calismalari
baslangicta meyve agaci tiir ve gesitlerinden endojen patojenleri uzaklastirmak igin
gelistirilmisken; sonralar1 bu yontem hizli bir sekilde genisleyerek ¢esitli odunsu
bitkiler i¢in farkli fizyolojik gelisme donemlerinde farkli amaglara yonelik olarak
kullanilmigtir. Neticede in vitro asilama; daha yaygin olarak kullanilan diger vejetatif
cogaltim metotlarinin sinirlamalarmin iistesinden gelmek icin daha fazla dikkat
gerektiren ve ayni zamanda genetik olarak farkli doku ve hiicrelerin arasindaki iligkiyi

arastirmak i¢in 6nemli ve orijinal bir teknik olarak gelistigi bildirilmektedir.

Yildinnm ve ark. (2013), Nonpareil, Texas ve Ferrastar badem cesitlerinin in
vitro mikroasilanmasiyla ilgili olarak yaptiklar1 caligmada; tohumlarin in vitro
cimlendirilmesiyle elde edilen 14 giinliikk anaglar ve 4-6 mm uzunlugundaki siirgiin
uclar kullanilmistir. As1 tutma oranlarinin %83-100 arasinda degistiginin belirtildigi
calismada, ayrica kullanilan siirgiin u¢larinin tizerinde bulunan bogum sayilarinin farkl

parametreler iizerine etkisi incelenmistir. Hormonsuz ortam, proliferasyon ortami ve
13
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koklenme ortami olmak tizere li¢ farkli oksin-sitokinin kombinasyonunun mikroasili
bitkilerin gelismesi iizerine etkilerinin de incelendigi ¢alismada, asilama sonrasi en iyi
siirglin gelisiminin proliferasyon ortaminda ve Teksas-Ferrastar-Nonpareil ¢esitlerinde
sirastyla 19.84 mm, 165 mm ve 2693 mm oldugu belirtilmistir. Ayrica,
mikroasilamada kullanilan siirgiin uglarinin {iretimi sirasinda aylik periyotlar halinde
her alt kiiltiir sirasinda molekiiler analizler yapilarak mevcut ¢esitlerde herhangi bir
varyasyon goriillip goriilmedigi incelenmistir. Gegen siirecte Teksas-Ferrastar-
Nonpareil gesitlerinde sirastyla %3.7 — %6.25 — %10.2 oraninda varyasyon meydana
geldigi ancak bunun ihmal edilebilir oldugu ve lizerinde calisilan badem c¢esitlerinin

sabit 0zellige sahip olduklarinin tespit edildigi bildirilmistir.

Taskin ve Inal, 2005, tarafindan yapilan calismada; iilkemizde sayis1 giderek
azalan sakiz agaci (P. lentiscus L. var. chia)’nin apikal siirgiin uglar1 in vitro kosullarda
farkli hormon konsantrasyonlari iceren MS (Murashige ve Skoog, 1962) ve BS5
(Gamborg ve ark., 1968) DKW (Driver ve Kuniyuki, 1984) ortamlar1 orijinal ya da
modifikasyonlar yapilarak ve antioksidantlar ilave edilerek hazirlanan ortamlarda
kiiltiire alindig1 bildirilmistir. Yash agaclar ve gen¢ fidanlardan alinan materyalde
fenolik bilesiklerin etkisinden dolay1 gelisebilir Ozellikte rejenere silirglin veya

organojenez olusmadigi tespit edilmistir.

McAlister ve ark. (2005) farkli bitki biiylime diizenleyicilerinin sakiz agact
proliferasyonuna olan etkilerinin aragtirllmasina ek olarak, son zamanlarda ¢esitli bitki
tiirlerinde olumlu sonuclar veren ve bitki pargalarinin belli zaman araliklarinda besi yeri
ile muamele edildigi gegici daldirma biyoreaktor sistemleri (TIS) ile proliferasyonun
tyilestirilmeye ¢alisilmasi proje hedeflerinden bir digerini olusturmaktadir. TIS sistemi
kat1 ve s1v1 besi yerlerinin iistiinliiklerini birlestirmekte, 6zellikle de besin maddelerinin
bitki hiicreleri tarafindan kolaylikla alinmasini saglarken, ayni zamanda bitkilerin kati
olmayan bir ortamda biiylimelerine de izin vermektedir. Farkli TIS sistemlerinden
ozellikle RITA® biyoreaktdr sisteminin farkl bitki tiirlerinde olumlu sonuglar verdigi
bildirilmektedir (Escalona ve ark. 1999). Yine RITA® sistemi kullanilarak, ananas
bitkisinin in vitro slirgiinlerinin ¢ogaltim oraninin arttig1 bildirilmistir. Buna ek olarak,
cesitli arastiricilar sistemin bitki kalitesini arttirdigini (Ozden-Tokath ve ark. 2007),
kimyasal malzeme giderlerini azalttigin1 (Etienne ve ark. 1997; Berthouly ve Etienne,

2005), yaprak gelisimini iyilestirdigini ve vitrifikasyonu azalttigin1 (Aitken-Christie ve
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ark. 1995) belirtmektedirler. Ayrica, gecici daldirma sisteminden gelen bitkilerin
iklimlendirme ve fotoototrofik gelismeye daha uygun oldugu da bildirilmistir (Aitken-
Christie ve ark., 1995). Farkli bitki tiirlerinin mikrogogaltilmasinda olumlu sonuglar

veren bu giincel sistem sakiz bitkisinin in vitro proliferasyonunda heniiz denenmemistir.

Olgun sakiz agaci geliklerinin koklenme oraninin ¢ok diisiik olmasi ve genotipe
bagl olarak koklenme oraninin degisiklik gostermesi celikle ¢ogaltimin kullanimini
kisitlamaktadir. Etkili bir ¢ogaltim protokolii belirlemek amaciyla yabani bitkilerdeki
geng celikler ve tohumlar in vivo ve in vitro kiiltiir icin Mascarello ve ark. (2007)
tarafindan test edilmistir. Cimlenme oranini artirmak i¢in tohumlar birka¢ giin 4°C de
saklamistir ve ¢esitli uygulamalar denenmistir. HCI ile asindirilmis ve GA; uygulanmis
onceden dondurulmus tohumlar yiiksek ¢imlenme orani vermistir. Aseptik klonlarin
belirlenmesinden sonra in vitro ¢ogaltim denemeleri 0,5 mgl” BA igeren besi ortaminda
devam ettirilmistir. Siirglin  proliferasyon oram1 eksplant basmna 3.5 olarak
kaydedilmistir. IBA ve NAA nin etkisinin test edildigi koklenme deneylerinden ytiiksek
koklenme 0,5 mgl'1 NAA igeren besi ortaminda basarili sonug¢ vermistir (Mascarello ve

ark., 2007).

Yildirim (2012) sakiz agacinin siirgiin kiiltlirlerini aseptik olarak ¢imlendirilen
tohumlardan baglatmigtir. Farkli N6-benzyladenine (BA) konsantrasyonlari, sitokinin ve
diger biiylime diizenleyicilerinin kombinasyonlari, besiyerleri ve antioksidanlar gibi
faktorleri denemis ve in vitro siirgiin ¢ogaltimi i¢in bir protokol optimize etmistir. 30
gl™ sukroz, 100 mgl™* PVP, 1 mgl™* BA and 7 gl™* agar iceren Gamborg vitaminli MS
besi ortaminda ¢oklu siirgiin (tomurcuk) baslatilmasinda 28 giinliik kiiltiir sonucunda
eksplant basina 2.7 £ 0.17 siirgiin (4.18 + 0.17 tomurcuk) elde edildigini bildirmistir.
Kok uyarilmasi icin en az iki kez alt kiiltiirlenmis in vitro ¢ogaltilmis aksenik kiiltiirlerin
kullanim1 ile oksinlerin ve mineralli besiyerinin kuvvetide ¢alisilmistir. 1 mgl™ IBA
iceren besiyerlerinde %92 koklenme elde etmistir. Bitki aklimatizasyonunda gelistirilen
metot basarili olmustur c¢iinkii biiylime odasindaki bitkiler yiiksek bir hayatta kalma
oranini (%83.33) yakalamistir ve yasayan bitkiler 4 ay sonra biiyiimeye devam etmistir

(96%).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu arastirma, Dicle Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Béliimii
Biyoteknoloji Laboratuvarinda 2011-2013 yillar1 arasinda yiiriitiilmiistiir. Arastirmada
eksplant kaynagi olarak Sakiz agaci (P. lentiscus L.)’na ait tohumlar Cesme Ciftlikkdy
civarindaki agaglardan, atlantik sakizi (P. atlantica Desf.) 'na ait tohumlar Ege Tarimsal
Aragtirma Enstitiisiinden, melengig, buttum ve antepfistig1 (P. terebinthus L., P. khinjuk

Stocks ve P. vera L.) tohumlari ise Siirt Fistik Ureticileri Birligi'nden temin edilmistir.
3.1. MATERYAL
3.1.1. Anaclarin Genel Ozellikleri
3.1.1.1. Antepfistig1 (P. vera L.) Anag¢ Ozellikleri

Ulkemizde 6zellikle Gaziantep’te yaygm olarak kullanilmakla birlikte;
Adiyaman, Sanlurfa ve Kahramanmaras illerinde nadir olarak kullanilan bir anagtir.
Tag yiiksekligi 3-8 m olan, tek govdeli ve 6zellikle disi antepfistiginda semsiye seklini
alan agaclar olusturmaktadir. Ulkemiz antepfistig1 bahgelerinde en fazla P. vera (Uzun
ve Kirmizi ¢esitleri) tohumlarindan iiretilen yoz anaglar kullanilmaktadir (Ayfer ve ark.,
1990). Bu tiire ait anaglardaki yan kok gelisimi diger tiirlere gore daha iyidir. Bununla
birlikte Siirt ¢esidine ait anaglar daha erken as1 kalinligina gelmektedir. Antepfistigi
anaclari; melengice gore kuvvetli, atlantik sakizina gore orta kuvvetlidir. Sulu
kosullardaki yetistiricilikte Verticillium hastaligina gosterdigi duyarlilik nedeniyle, son

yillarda anag olarak kullanimi pek tavsiye edilmemektedir.

Antepfistig1 yazlar1 uzun, sicak, kurak ve kiglar1 nispeten soguk olan bolgelerde
ekonomik olarak yetisebilmektedir. Antepfistiginin yetisme alanlarini belirleyen énemli
faktorlerden birisi sicakliktir. Antepfistig1 agaglar1 5-7 metreye kadar biiyiiyebilir. Geng
yapraklarin tiiylii, olgun yapraklarin ise loblu olmasiyla bilesik pinnatlardan ayrilir. Dis
taraflarinda elle veya mekanik etkiyle meyve olgunlaginca ayrilabilen etli kabuk
bulunur. Antepfistiginin erkek ve disi ¢igekleri ayri ayr1 agaclar iizerinde bulunur.
Antepfistiginda meyvenin yenilen kismi tohumu oldugundan, meyve eldesi ig¢in
tozlasma ve dollenme zorunludur. Déllenmeyen ¢icekler dokiiliir veya bunlardan i¢i bos
(fis) meyveler meydana gelir, dolayisiyla verim dogrudan etkilenir. Meyveleri 10-20

mm uzunluk ve 6-12 mm genislikte, uzun ovalden kiireye kadar degisik sekilli ve ¢ogu
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kez yandan basiktir (Ayfer, 1959). Meyve yan kuru ve tek c¢ekirdeklidir. Meyvenin
olgunlugu, yar1 saydam bir halden opak bir goriiniim alinca ve embriyoyu kusatan
endokarptan, mezokarp ve ekzokarp’in ayrilmasi ve yumusamasiyla anlasilir. Endokarp
ince kirmizi-menekse renkli ve tohum acik renklerden siyah yesile siralanir.
Meyvelerdeki ventral aciklik (yan c¢izgi) ilk kez temmuz sonlarinda gozlenir. Tohum
Eyliil ortalarinda tam fizyolojik olgunluga ulasir (Resim 3.1). Fizyolojik olgunluk,
kabuktan epikarpin kolayca ayrilmasiyla anlasilir (Crane, 1978). Bu ayrilma seftalinin
cekirdeginin meyvenin etli kismindan ayrilmasi kadar kolaydir. Diinyada Pistacia
vera’nin elliden fazla Kkiiltiir varyetesi ve sayilamayacak sayida yabani varyetesi

bulunmaktadir (Anonim, 2002).

Kirmiz1 ekzokarpli meyveler iiziim gibi salkim olustururlar. Fistik cekirdegi
olarak bilinirse de antepfistigi meyveleri yenilebilir tohum kismi botanikte drupa tipi
meyveye girer. Boyu eninden fazla olan ¢ekirdekler yaklasik 1.0-1.5 cm uzunlugunda
ve 0.5-1.0 cm enindedir ve fildisi renkli bir kabukla kaplidir. Meyve olgunlasinca
genellikle kabuk catlar. Uygun olmayan yetistirme kosullarinda tohum kabugu
catlamaz. Tohum rengi sar1 ve yesilin degisik tonlarinda olabilir ve biitiin tohum i¢inde

bu renk hakimdir (Atli, 1992).

Resim 3.1. Antepfisti1 ¢esidinin ekzokarpli (A) ve
endokarpli (B) tohumlari

3.1.1.2. Buttum (P. khinjuk Stocks) Ana¢ Ozellikleri

Dogu ve Giineydogu Anadolu Bolgesi’nin 6zellikle Siirt, Hakkari ve Bitlis
illerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Agaclar kisin yapragini doker ve 4-10 m

boylanirlar. Ayni gelisme durumundaki diger anaglara gore asi noktast daha kalin
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oldugundan, asilamadaki kolaylik nedeniyle tercih edilmektedir. Sulama imkaninin
olmadig1 kosullarda ta¢ olusturma bakimindan atlantik sakizi, melengic ve
antepfistigina gore daha iyi sonu¢ vermektedir. Kiiltiir ¢esitleriyle uyusmasi iyidir.
Meyveleri eskiden beri yore halki tarafindan cesitli sekillerde degerlendirilmekle
birlikte; Ozellikle tohumlarindan elde edilen yag sabun yapiminda kullanilmaktadir

(Resim 3.2).

Resim 3.2. Buttumun endokarpli tohumlari
3.1.1.3. Melengic (P. terebinthus L.) Ana¢ Ozellikleri

Melengi¢ (P. terebinthus L.), Akdeniz ve Bati Asya'nin tipik bir bitkisidir.
Anacardiaceae familyasina ait olan agag, Tiirkiye'nin bat1 ve gliney bolgelerinde yaygin
olarak yetisir ve melengi¢c adiyla bilinir. Agaclarinin asilanmasi suretiyle bahgeler
olusturulmaktadir. Ulkemizde hem nemli ve bol yagish Akdeniz ikliminde, hem de
kurak ve az yagish kara ikliminde yetiserek, yiliksek bir adaptasyon kabiliyeti gosterir.
Yabani olarak ormanlik alanlarda ve daglarda ocak halinde 2-6 m boylanan agaglar
olusturur. Pistacia tiirleri igerisinde en kuvvetli kok sistemine sahiptir. Zayif veya bodur
ozelliginden dolay, iizerine asili ¢esitler erken meyveye yatmakta ve iiretilen meyve bol
ve kaliteli olmaktadir (Tekin ve ark, 2001). Fidanlikta ana¢ gelisimi yavas oldugu i¢in
bu tiir ile bahge kurulamamaktadir; ancak yabani melengi¢c anaglarimin kok
nematodlarina kars1 dayanikli oldugu belirtilmektedir (Yardimci, 1973). Meyveleri

cerez ve kahve yapiminda kullanilmaktadir.

Diinyanin degisik yerlerinde melengic agacinin farkli organlarindan ¢ok yonlii

yararlanilmaktadir. Tiirkiye'de, arkeolojik bulgular melengicin eski ¢aglardan beri gida
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olarak kullanildigini1 gostermistir. Taze siirgiin ve meyvelerden beslenmede yararlanilir.
Meyveler istah acici olarak, 6zel kdy ekmeklerinde, kahve ve c¢ay seklinde
tilkketilmektedir (Resim 3.3).

Resim 3.3. Melengi¢c meyveleri (A) ve endokarpli (B) tohumlart

3.1.1.4. Atlantik Sakiz1 (P. atlantica Desf.) Ana¢ Ozellikleri

Akdeniz ikliminin hakim oldugu bdlgelerde yogun olarak bulunmaktadir. Tag
yiiksekligi 15-20 m olan agagclar1 ile iilkemizde bilinen en biiylik antepfistig1 aga¢larini
olusturur. Bu baglamda park ve bahgelerde siis agaci olarak kullanilmaktadir. Asi
uyusmast iyidir. Tiplii fidan {iretiminde diger anaglarla ayn1 zamanda as1 kalinligina
gelmesine ragmen, c¢ogiirlerin daha fazla yan dal olusturmasi asilama sirasinda sorun
cikarmaktadir. Tohumlar1 sakiz agaci tohumlarina benzer, findik gibi yemeklik yag
olarak kullanilabilir (Resim 3.4). Tohumlar %60 oraninda yag icerirler. Rec¢ine, alkol ve
lake iiretimi igin kullanilir. Parfiim sektoriinde kullanilan ugucu yaglar igerir.

Kurutulmus saplar tiitsii olarak kullanilir ve yandiginda hos bir koku verir.
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Resim 3.4. Atlantik sakizi endokarpli tohumlari

3.1.2. Mikroasilamada Kullanilacak Sakiz Agacinin (P. lentiscus L.) Genel
Ozellikleri

Anacardiaceae familyasinin 6nemli liyelerinden biri olan P. lentiscus L. herdem
yesil ve kuraklhiga dayanikli bir bitkidir. P. lentiscus L. bitkisinin gdvdesinden elde
edilen re¢ine mastik sakizi adin1 alir ve ticari degeri oldukga yiiksektir. Bitkinin 6nemli
bitkisel o6zellikleri arasinda kalkerli topraklara dayanim, herhangi bir yaralanmadan
sonra kuvvetli olarak kok ve dip siirgiinii verebilme yetenegi ve topragi erozyona karsi
koruma sayilabilir. Mastik agaci tohumla cogaltilir ¢iinkii celiklerden adventif kok

olusumu cok diisiik olmakta ya da hi¢ olmamaktadir.

Milattan onceki yillardan beri bir¢ok iilkede sakiz agaci yapraklarindan, regine
ve meyvelerinden ilag ham maddesi olarak yararlanilmistir. P. lentiscus L. giinimiizde
de ilag ve gida sanayisinin 6nemli bir ham maddesidir. Ayrica kuraklia kars1 dayanikli
olmasi, sonra kendini c¢abuk yenileyebilme 6zelliginden dolay1 ekolojik degeri
bulunmaktadir (Mascerollo ve ark., 2007). Bugilin mastik sakizinin onlarca kullanim
alan1 vardir: Bu kullanim alanlarin1 genel olarak: ila¢ sanayisinde, gida sanayisinde,

kimya endiistrisinde ve diger kullanim alanlar1 seklinde ayirabiliriz.

Ila¢ sanayiindeki kullanimi; Merhem yapiminda, iilser hastaliginin tedavisinde,
dis macununda mastik sakizi kullanilmaktadir. Ulser tedavisinde mastik sakizinin
etkisine iligkin olarak, iki hafta boyunca giinde bir gram alinan mastik sakizinin peptik
iilseri tedavi edebildigi goriilmiistiir (Huwez ve ark., 1998). Ayrica mastik sakizi deri
hastaliklarinda, yaniklarda, egzama (Palevitch ve Yaniv, 2000), kanser hastaliginda

(Loutrari ve ark., 2006) genis Olciide kullanilmaktadir. Mastik sakizinin kolesterolii
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azalttig1 ve yliksek kan basincimi diisiirerek kalp krizi riskini diisiirdiigii kanitlanmistir
(Sanz ve ark., 1998). Agiz hijyenitesi i¢in de antiseptik olarak dis macunlarinda mastik

sakiz1 kullanilmaktadir (Sherman, 2005).

Gida sanayisindeki kullanimi; Tatlandirict olarak, keklerde, dondurmalarda,
siitlii tathilarda, alkollii ickilerin tretiminde ozellikle likor ve uzo tretiminde mastik
genis Olgiide kullanilmaktadir. Mastik sakizi ayn1 zamanda baharat ve degisik soslara
kivam vermek icin de kullanilir. Kibris ve Suudi Arabistan’da temel bir baharat olarak
kullanilmaktadir. Liibnan ve Suriye’de ev kadinlarinin yapmis oldugu geleneksel
peynirde mastik kokusu ve tadi bulunur. Yunanlilarin festival ekmeklerinin temel igerigi
mastiktir. Mastik reg¢inesi iilkemizde pudinglerin ve dondurmalarin ana bileseni olup,

bunlarin agik beyaz renkte olmasini saglamaktadir (Sherman, 2005).

Kimya endiistrisindeki kullanimi; Kozmetik iiriinlerde, verniklemede, resim
boyalarinda mastik sakizi kullanilmaktadir (Calabro ve Curro, 1974). Mastik sakizinin
kimyasal analizi sonucu %1-3 arasinda mastik yagi, %4 oraninda mastisinik asit, %0.5
mastikhonik asit, %20 a-mastikonik asit, %18 b-mastikonik asit, %30 a-mastik rec¢inesi
ve %20 b-mastik recinesi bulunmustur (Sherman, 2005). Mastik yaginin anti-bakteriyel
ve antioksidan (Dedoussis ve ark., 2004) 6zellikte oldugu bildirilmektedir.

Diger kullamim alanlari; Sakiz agac1 Meksika’da siis bitkisi olarak kullanilmakta
olup ¢ok degerlidir. Ozellikle yerlesim alanlarmda bulunmakta ve iklim 6zelliklerinin
uygun olmadigi yaz aylarinda bile yasamini siirdiirebilmektedir. Meyvelerinden
yenilebilen yag iiretilmekte ve bu yag doymamis yag asitleri olan oleik ve linoleik asit
bakimindan zengin olmasi bakimindan oldukc¢a dikkat ¢ekmektedir (Ucciani ve ark.,

1995).

Yayuis alani; Sakiz agaci her cesit toprakta biiyliyebilmektedir. Termofil bir tiir
olarak bilinir ve asin kurak olmayan arazilerde, ormanlarda bol miktarda
bulunmaktadir. Sakiz agaci kis aylarinda -7 °C gibi diisiik sicakliklar1 bile tolere
edebilmekte ve bu sicaklik derecesinde yasayabilmektedir. Diinya {izerinde, Gilineybati
ve Gilineydogu Avrupa, Bat1 Asya, Kuzey Afrika, Avrupa ve Kuzey Afrika’ya yakin
bir¢ok ada ve adaciklara (Makronezya) yayildigi bildirilmistir (Prada ve Arizpe, 2008).
Akdeniz Bélgesi’nde, Portekiz, Ispanya (Baleares dahil), Fransa, italya, Hirvatistan,
Bosna Hersek, Sirbistan, Arnavutluk, Yunanistan (Girit dahil), Kibris, Tiirkiye, Suriye,
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Liibnan, Libya, Tunus, Cezayir ve Fas’ta bulunmaktadir. P. lentiscus 'un iilkemizde ve

Ege Denizi’ndeki Yunan adalarinda bulunmaktadir (Ak ve Parlakci, 2009).

Sistematigi; Ege ve Akdeniz Bolgesi’nin dogal bitki ortiisii olan P. lentiscus,
Terebinthales takiminin Anacardiaceae familyasindan Pistacia cinsine dahildir (Davis,
1967). Ayni1 familyanin diger Onemli tyeleri; atlantik sakizi (P. atlantica Dest.),
melengic (P. terebinthus) antepfistig1 (P. vera)’dir. Fakat P. lentiscus 6zellikle Akdeniz
ve Ortadogu bolgesinde Pistacia genusunda bulunan diger tiirlerden (P. atlantica Desf.,
P. palaestina, P. terbinthus ve P. khinjuk Stocks) herdem yesil olmasi ile kolaylikla
ayirt edilebilir.

Pistacia genusunda yer alan P. lentiscus, Zohary (1952) tarafindan morfolojik
ozellikleri (yaprak o6zellikleri ve fistik morfolojisi) kullanilarak yapilan siniflandirmaya
gore P. weinmannifolia ve P. saportae ile birlikte FEu-Lentiscus seksiyonunda
bulunmaktadir. Bu smiflandirmaya gore FEu-Lentiscus seksiyonuna ek olarak, P.
mexicana HBK ve P. texana Swingle Lenticella seksiyonunda, P. atlantica Dest.
Butmela seksiyonunda bulunurken, P. vera L., P. khinjuk Stocks, P. palaestine Boiss ve

P. chinensis Bge Eu-Terebinthus seksiyonunda bulunmaktadir.

Morfolojik Ozellikleri; Sakiz agaci, genellikle cali veya agagcik formunda
gelisen 1-3 m’ye hatta bazen 6 m kadar boylanabilen bir bitkidir (Anonymous, 2005).
Derin kok yapist nedeniyle kurakliga kars1 dayaniklidir. Sulanan kosullarda yetistirildigi
durumda gelismesi hizli olmaktadir. Ancak kok bogazinda su birikiminin olmamasi
gerekir. Bu sebeple meyilli araziler yetismesi i¢in daha ideal olmaktadir. Tuzlu suya
toleransi yiiksektir ve deniz kenarinda dahi gelismesi iyidir. Derin kok yapist ve sik
yaprak dokusu ile rlizgar ve su erozyonuna karsi kullanilabilecek ideal bir bitkidir
(Prada ve Arizpe, 2008). P lentiscus yangin gibi olumsuz kosullarda dahi kendini en
hizli  yenileyen bitkilerdendir. Bu 6zelligi ile oOliimsiiz aga¢ olarak da

nitelendirilmektedir.
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Yaprak yapisi; Yapraklar genellikle 2-4, nadiren de 5-7 ¢ift yaprak¢iktan olusur
ve hi¢bir zaman terminal yaprakeik tasimaz. Sakiz agacinda, bilesik yaprak ekseninde
bulunan kanatciklar ¢ok karakteristiktir. Yapraklar1 govdeye bagh dal iizerinde 2-12
adet dikdortgen, mizraks: veya oval bicimdedir. Yaprakeiklar yumurtamsi, mizrak,
eliptik, kiit veya dikenimsi uglu gibi formlar gosterir ve tiiysiizdiir. Yaprakeik uglari
genelde keskin bir noktayla sonlanir (Davis, 1967). Aym bitki, vejetasyonun farkli
donemlerinde farkli yaprak sekli gosterebilmektedir (Boztok ve Zeybek, 2004). Sakiz
agaci, bulundugu seksiyon i¢inde en kalin yaprakgilara (490 pm) sahip olan tiirdiir.
Pistacia tirlerinin tanimlayicilarina gore bu cinse giren tiirlerde (P. vera L. harig)

yaprak genisligi 5.38 cm ve yaprak uzunlugu ise 5.13 cm’dir (Anonymous, 1998).

Cigekler; Dioik bir tiir olan sakiz agacinda, periant icermeyen ¢igekler 1 yillik
stirglinlerin yaprak koltuklarinda bulunur. Sakiz agacinda ¢iceklenme bahar aylarinda
gerceklesmekte ve ¢ok sayida ¢igek iiretimi soz konusu olmaktadir. Cigekleri kiiciik,
kirmizims1 veya sarimsi olup salkim halinde kiimelenmistir. Erkek cicekler 1-2.5 cm
uzunlukta bilesik salkimlar, disi cigekler ise 1-3 cm uzunlukta seyrek dallanmis
salkimlar halindedir. Diger Pistacia tiirlerinin aksine, sakiz agacinda bulunan c¢icek
salkimi1 ana eksen iizerinde kisalma egiliminde oldugu i¢in sekonder salkim dallar
yaprak ekseni iizerinde hemen hemen bir noktadan cikarak, ¢icekler kiiclik bir demet

seklini alir (Davis 1967). Tozlanma anemofil olarak gerceklesmektedir.

Meyveler; 4-7 mm ¢apinda, yuvarlak-basik ve sivri uglu, baslangigta kirmizi,
olgunlagtiginda ise siyah renktedir. Drupa tipi olan meyveler, etli-sulu bir mezokarp ile
kemiksi bir endokarpa sahiptir. Meyveler Ekim sonundan Aralik ay1 ortasina kadar
olgunlagmaktadir (Boztok ve Zeybek, 2004). Browicz (1987), Sakiz Adasi’ndaki kiiltiir
formlarinin varyeteden ziyade, uzun yillar verime gore selekte edilmis bir cesit
oldugunu belirtmektedir. Baz1 aragtirmacilar, recine elde edilebilen bitki olarak sadece
Sakiz Adasi’ndaki “Chia” varyetesinden bahsetmektedir. Oysa Bailey (1963), varyete
veya form farkliliginin Otesinde Anacardiaceae familyasina dahil tiirlerin benzer
nitelikte re¢ine verdigini belirtmektedir. P. lentiscus bitkileri aga¢ formuna doniistiikten

sonra salgiladigi re¢ineden yararlanilabilmektedir.
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Tohum; Kromozom sayist 2n=24’tlir (Zohary, 1952). Tohumlar olgunlagma
doneminde yuvarlak ve diiz ylizeylidirler. Tohumlar ekim-kasim aylar1 arasinda
toplanabilir (Prada ve Arizpe, 2008). Sakiz agacinin, ¢ok sayida cicek ve meyve
tiretmesine kargin canli tohum igeren meyve sayist ¢ok azdir. Cigeklerin biiyiik kismi
meyve olusturamamakta ve olusan meyvelerin 6nemli bir kisminda ise tohum
bulunmamaktadir (Martinez-Palle ve Aronne, 2000). Kirmizimsi veya beyaz meyvelerin
toplanmasindan kaginilmalidir; ¢iinkii bu meyvelerde embriyo 6lii veya partenokarpiktir
(Jordano, 1988; 1989). Bu nedenle, siyah meyvelerin i¢erdigi tohum orani1 daha yiiksek
oldugu i¢in hasat sirasinda bunlarin tercih edilmesi gerekmektedir (Verdu ve Garcia-
Fayos, 2002) (Resim 3.5). Tohumlarin ¢imlenmesi epigeiktir. Buna karsin, tiim diger
Pistacia tiirlerinde ¢imlenme hipogeiktir. Ayrica tohum igeren meyvelerin iiretimi tek
bir popiilasyondaki bitkilerde bile degisiklik gostermektedir (Martinez-Palle ve Aronne,
2000; Verdu ve Garcia-Fayos, 2002). Kabugu soyulmus tohumlarin 20 °C’da %75-90
oraninda ¢imlendigi rapor edilmistir (Prada ve Arizpe, 2008). Mekanik yolla tohum

kabugu soymak ¢imlenme hizini artirmakta ve homojen ¢imlenmeyi saglamaktadir.

Resim 3.5. Sakiz agacina ait olgunlagmus (siyah renkli) ve olgunlagsmamis (kirmizi renkli) meyvelerin
gorintisi
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3.2. METOD
3.2.1. Sterilizasyon Teknikleri

Calismada kullanilan tohumlarin in vitro kosullardan kaynakli herhangi bir
kaynaktan olabilecek enfeksiyonunu engellemek ve kontaminasyondan korumak igin,
baslangi¢ materyallerinin yani sira; besi ortami, kullanilan alet ve kiiltiir kaplarinin

tamamen steril sartlar altinda hazirlanip kullanilmasi son derece 6nemlidir.

Baslangic Materyallerinin Yiizey Sterilizasyonu: Calismada kullanilan her bir
anaca en uygun sterilanti bulmak icin sterilizasyon deneyleri yapilmistir. Bu amacla
tohumlar 6nce musluk suyu ile yikanmig daha sonra kontrol (Sodyum Hipoklorit
olmadan), %35, %10, %15 ve %20 olacak sekilde NaOCI farkli konsantrasyonlarda
kullanilmis olup, antepfistig1 ve buttum (P.vera ve P. khinjuk) icin 15 dk atlantik sakizi
ve melengic (P. atlantica ve P. terebinthus) i¢in 10 dk calkalanip daha sonra sterilattin
etkisini gidermek icin 5 defa ve her defasinda 5 dk. steril saf su ile yikanma seklinde

uygulanmustir.

Filtrasyon ile Sterilizasyon: [AA, IBA, GA; gibi sicakta bozulan BBD’lerin
sterilizasyonu i¢in mikrofiltrasyon kullanilmaktadir. Bu amagla Steril Acrodisc (0.2 pm)

mikrofiltre kullanilmustir.

Filtre Kagitlarinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu: Steril kabinde yapilan
calismalar sirasinda kullanilacak olan pens ve bisturilerin steril kabin icerisinde
muhafazas1 ve tzerlerinde bitki pargalarinin kesilmesi amaciyla iki ayri ebatta
hazirlanan filtre kagitlar1 ve havlu peceteler iki kat ambalaj kagidina sarilarak etiivde

180°C’de 2 saat siireyle sterilizasyon islemine tabi tutulmustur.

Cam Malzemelerin Sterilizasyonu: Cam malzemeler (Erlenmayer, cam sise,
meziir, balon joje, pipet vb.) sadece sicak su kullanilarak firca yardimiyla temizlendi.
Daha sonra ti¢ defa saf sudan gegirilerek 180°C’de etiivde 2 saat bekletilmek suretiyle
steril edildi. Kullanilacak olan Magenta GA-7 kiiltiir kaplar1 ise, 121°C’de, 1 atm.

basing altinda, 25 dakika siire ile otoklavda sterilize edilmistir.

Pens ve Bisturilerin Hazirlanmas1 ve Sterilizasyonu: Pens ve bisturiler
%096’k etil alkol ile temizlendikten sonra 10’lu gruplar halinde aliiminyum folyolara

sarilarak, 180°C’lik bir kuru hava sterilizatoriinde 2 saat siire ile sterilize edilmistir.
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Transfer Odasinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu: Transfer odasinda; genel
olarak bir ultraviyole lambasi, materyal ekim islemlerinin gerceklestirilecegi steril bir
kabin bulunmaktadir. Transfer odasina girilmeden 1 giin once; steril kabin i¢i ve dis
yiizeyi %96’°lik alkol ile temizlenerek, odanin kapi, raf, taban vs. gibi yerler seyreltilmis
NaOClI ile temizlendikten sonra zaman ayarli ultraviyole lambasi agilarak gece 2-3 saat

caligmasi saglanarak odanin genel sterilizasyonu tamamlanmustir.
3.2.2. Besi Ortamlarinin ve Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Calismalarimizda besi ortami olarak; temel MS besi ortami modifiye edilerek
kullanilmustir. Aksi bilgi verilmedigi siirece, tim ¢alismalarda besi ortami 6.2 gl agar
ile desteklenmistir. Calismada, kullanilan besi ortamlarina ait stok c¢ozeltilerin
hazirlanmas1 ve bitki biiylime diizenleyicilerinin konsantrasyonlariyla ilgili bilgiler

asagida verilmistir.

MS (makro elementler) Ana Soliisyonu

NH4NO; 165 ¢

KNOs 19.0¢g

CaCl,.2H,0 44 ¢

MgS04.7H,O 37¢g

KH,PO4 1.7¢g

Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanir.

MS Mikro-1 Elementler Ana Soliisyonu

H;BO; 620 mg

MnS0O4.4H,0 2230 mg

ZnS04.7H,0 860 mg

KI 83 mg

Na;MoO42H, 25 mg

Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanir.
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MS Mikro-2 Elementler Ana Soliisyonu
CuS04.5H,0
CoClL. 6H,O

Steril saf su

Kompleks Kelator Ana Soliisyonu
FeSO4.7H20
Na,EDTA

Steril saf su

Vitamin Karisimi Ana Soliisyonu
Nikotinik Asit

Glisin

Piridoksin HCI

Steril saf su

B, Vitamini Ana Soliisyonu
Tiamin HCI

Steril saf su

Myo-inositol

myo-inositol

Steril saf su

BAP (6-Benzylaminopiirin) Ana Soliisyonu
BAP

IN NaOH

Steril saf su

IBA (Indol-3 butirik asit) Ana Soliisyonu
IBA
% 95 lik Etil Alkol

Steril saf su

28

Smg
Smg

200 ml’ye tamamlanir.

278 ¢
373 ¢

1000 mI’ye tamamlanir.

50 mg
200 mg
50 mg

100 mI’ye tamamlanur.

10 mg

100 ml’ye tamamlanir.

100 mg

1000 mI’ye tamamlanir.

100 mg
2-3 ml

100 ml’ye tamamlanir.

100 mg
3-5ml

100 ml’ye tamamlanir.
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Cizelge 3.1. Temel MS besi ortaminin igerigi

MS ana soliisyonu (Makro elementler) 100 ml

MS mikroelementler-1 10 ml

MS mikroelementler-2 1 ml
Komplex kelator 10 ml
Vitamin karigimi 1 ml
myo-inositol 10 ml

B, vitamini ana soliisyonu 1 ml

Agar 63¢g
Sakkaroz 30g

Steril saf su 1000 ml’ye tamamlanmustir.

Besi ortam1 bilesenlerinin ve biiylime diizenleyicilerinin se¢imi; tiirlerin kiiltiire
basarili bir sekilde alinmasi ve rejenerasyon sistemlerinin optimize edilmesi bakimindan

son derece onemli faktorlerdir.

Kullanilan tim maddeler mgl™ olarak ifade edildi. Bir litrelik standart MS besi
ortam1 hazirlamak ic¢in 1 litrelik otoklavlanabilir sise icerisine 500 ml steril saf su
birakildi. Daha sonra belirtilen miktarda sakkaroz eklendi. Bu islemi sirasiyla ¢izelge
3.1’de verilen ortam bilesenlerinin, belirtilen konsantrasyonlarda otoklavlanabilir sise
icine aktarilmasi izledi. Her maddenin ilave edilmesinden sonra ¢okmeyi onlemek
amaciyla, hazirlanan soliisyon birka¢ dakika calkalandi. Ortam i¢in gerekli olan bu
bilesenlerin eklenmesinden sonra, tiim bu karigim steril saf su ile 1 litreye tamamlandi.
Daha sonra amaca gore; 250 ml ya da 500 ml’lik otoklavlanabilir siselere aktarildu.
Yapilacak deneyin amacina uygun olarak, bitki biiylime diizenleyiciler eklendikten
sonra, pH 5.7-5.8’¢ ayarlandi1 (1 M NaOH ve HCI ile). Ortamin katilastirilmasi i¢in agar
eklendi. Hazirlanan besi ortaminin sterilizasyonu; 1 atmosfer basingta 121°C’de 15-25
dakika siire ile ya da besi ortaminin miktarina gore bu siire azaltilarak ya da arttirilarak
otoklavda bekletilmek suretiyle gergeklestirildi. Sterilizasyonu yapilan besi ortami,
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transfer odasinda steril kabin icerisinde Magenta GA-7 kiiltiir kabina 50 ml olarak
paylastirildi. Besi ortami soguyarak katilastiktan sonra yapilacak deneyler kapsaminda

kullanildi.

3.2.3. Bitki Biiyiime Diizenleyiciler I¢cin Stok Cézeltilerin Hazirlanmasi

Bitki biiylime diizenleyicilerine (BAP-IBA-NAA) ait stok c¢ozeltilerin
hazirlanmasi i¢in, ihtiya¢ duyulan miktarlar tartildi. Stok c¢ozeltiler genellikle mg/ml
konsantrasyonlarinda hazirlandi. Tartimdan sonra 50 ya da 100 ml steril balon jojelere
aktarildi. Her madde 5-10 ml kadar 1 M KOH (TDZ, NAA), ya da 1 M HCI (BAP, K,
TDZ) i¢inde kiigiik magnetik karistiricilarla birlikte ¢6zdiiriildii. Baz1 kimyasallar (IBA,
2-4 D) ise 5-10 ml’lik alkolde eritildi. Eritilen BBD steril saf suyla 50 ml ya da 100
ml’ye tamamlandi. Her maddeyi ekledikten sonra kiiclik magnetik karistirict yardimiyla
cozelti homojen bir sekilde karistirildi. Bazi bitki biiyiime diizenleyicileri (IAA ve IBA)
sicakta bozulacagi i¢in filtre ile sterilize edildikten sonra besi ortamina ilave edildi.
Biiyiime maddelerine ait stok ¢ozeltiler buzdolabinda 4°C’de saklandi ve rutin bir

sekilde, kullanim yogunluguna bagli olarak uygun periyotlarla taze olarak hazirlandi.
3.2.4. Biiyiime Odasinin Diizeni

Biiyiime odast 40 pmol m™s’ yogunluktaki 151k siddetine sahip olup, ortam
sicakligin1 2542 °C’de sabit tutan bir sicaklik kontrol sistemi (klima ve termostat)
bulunmaktadir. Materyale uygulanacak fotoperiyot; bir zaman ayarlayici ile 16 saat
aydinlik ve 8 saat karanlik olacak bigcimde ayarlanmistir. Isik iiretimi icin beyaz
fliioresan ampuller kullanilmistir. Bu sekilde hazirlanan ortamda, kiiltiirlerin gelismesi

icin gerekli optimum kosullar saglanmistir.
3.3. Anaclarin Uretilmesi ve Asiya Hazirlanmasi

3.3.1. Anag Yetistirilmesi Amaciyla Farkh Pistacia Tiirlerine Ait Tohumlar

Icin Yiizey Sterilizasyon Tekniklerinin Gelistirilmesi

Dort farkli Pistacia tiirlinlin olgun tohumlarindan anag¢ {iretimi amaciyla
calismada kullanilan her bir anaca ait tohumlar i¢in optimum kombinasyonu bulmak
amaciyla sterilizasyon deneyleri yapilmigtir. Bu deneyde tohumlar 6nce musluk suyu ile
yikanmis daha sonra; kontrol (Sodyum Hipoklorit icermeyen), %35, %10, %15 ve %20
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olacak sekilde NaOCI farkli konsantrasyonlarda kullanilmis olup, antepfistigi ve buttum
(P. vera ve P. khinjuk) icin 15 dk; atlantik sakizi ve melengi¢ (P. atlantica ve P.
terebinthus) i¢in 10 dk calkalanip daha sonra sterilattin etkisini gidermek i¢in 5 defa ve
her defasinda 5 dk. steril saf su ile yikandi. Tiim sterilizasyon islemleri ropikaj odasinda
yapilmustir. MS besi ortamma 30 gl sakkaroz ve 5.5 gl agar ilave edilerek BBD’siz
olarak hazirlanmistir. 25°C sicaklikta fliloresan lambalarla 16/8 saatlik bir fotoperiyot
uygulanan biiylime odasinda antepfistigi, buttum, atlantik sakizi ve melengi¢ tohumlari
c¢imlenmeye birakildi.Resim 3.6’da sterilizasyondan sonra besi ortamina alinmis

antepfistig1 ve buttum tohumlar1 goriilmektedir.
Tiim sterilizasyon ¢aligmalarinda yapilan gozlemler ve alinan 6lgiimler asagida
belirtilmistir:

Enfekte tohum (%); kiiltlirlerin gelismeleri dikkate alinarak 14 giinliik kiiltiir
sonunda, enfekte olan tohum sayisinin toplam tohumlara orani hesaplanarak yiizde

olarak ifade edilmistir.

Cimlenen tohum (%); Kkiiltiiriin 28. giinline kadar enfekte olmadan gelisen

tohum sayisinin, toplam tohumlara orani hesaplanarak yiizde olarak ifade edilmistir.

Asint steril tohum(%); kiiltiiriin 28. gilinline kadar herhangi bir geligme
gostermeyip kahverengileserek bozulan tohum sayisinin, toplam tohumlara orani

hesaplanarak ifade edilmistir.
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Resim 3.6. Yiizey sterilizasyonundan hemen sonra besi ortamina ekilmis Antepfistig1 (A) ve

Buttum tohumlari (B); besi ortamina ekildikten 2 hafta sonra gelisen antepfistig1 bitkileri (C)

3.3.2. Anac Yetistirilmesi icin Farkh Pistacia Tiirleri Tohumlarmm Besi

Ortamina ilave Edilen Oksin-Sitokinin Kombinasyonlarinin Etkisi

Bu calismada farkli Pistacia tirii tohumlar1 igin tespit edilen optimum
sterilizasyon kosullar1 kullanilarak, her tiirlin gelisme siiresine gore anag¢ Ozellikleri
tespit edilmistir. Arastirma kapsaminda anag¢ yetistirilmesi ¢alismalarinda, olgun
Pistacia tohumlarindan mikroasilamada anag¢ olarak kullanilmak {izere aksenik doku
kiiltiiri materyali elde etmek i¢in; standart MS besi ortami; BBD’siz, 0.5 mgl'l BAP +
0.1 mgl'IBA ve 0.5 mgl' IBA + 0.1 mgl" BAP olarak ii¢ kombinasyon halinde
hazirlanmistir. 25°C sicaklikta fliioresan lambalarla 16/8 saatlik bir fotoperiyot
uygulanan biiyiime odasinda antepfistigi, buttum, atlantik sakizi ve melengi¢ (P. vera
L., P. khinjuk Stocks, P. atlantica Desf. ve P. terebinthus L.) tohumlar1 oksin-sitokinin

kombinasyonlu besi ortamli kiiltiir kaplarinda ¢imlenmeye birakildi (Resim 3.6). Test
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edilen Pistacia tirleri arasinda ortalama silirgiin uzunlugu, goévde capt ve kok

uzunluklar1 bakimindan istatistiksel farkliliklar gézlenmistir.

Kiiltiire alinan anaglardan antepfistigi ve buttum tohumlar1 genellikle 2-3 hafta
icinde ¢imlenerek asilama kalinligina ulasirlarken, atlantik sakizi ve melengic ise 7-8
haftada ancak as1 kalinligima gelmistir (Resim 3.7). Anag¢ pensle siki bir sekilde
tutularak, hassas 0z kismina zarar vermeden anag¢ ekseninin orta kismindan (dar
meristemli yarma as1) iist kismi v seklinde olacak sekilde eksen boyunca 2-3 mm’lik bir

yarik acilir. Bu surette anacglar agiya hazir hale gelmistir.

Resim 3.7. A) BBD’siz besi ortaminda tohumlar kiiltiire alindiktan 2 hafta sonra gelismis buttum bitkileri

B) IBA agirlikl besi ortamda kiiltiire alindiktan 14 giin sonra gelismis antepfistig1 bitkileri

C) BAP agirlikli besi ortaminda kiiltiire alindiktan 8 hafta sonra a1 kalinligina gelmis melengig bitkileri

3.4. Mikroceliklerin Uretimi ve Hazirlanmasi

Sakiz agacinin  mikrogaogaltimi ile ilgili daha Onceden yapilan ve
mikrogogaltmanin tim asamalarini igeren ¢alisma (Yildirim, 2012) kapsaminda elde
edilen bilgiler 1s1ginda rutin mikrogogaltma iglemleri gergeklestirilmistir. Aksenik

¢imlendirilmis tohumlardan gogaltilan in vitro siirgiinler elde edildikten sonra 1 mg™*
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BA igeren MS besi ortaminda 4-5 haftalik alt kiiltiirler de siirgiinler yaklasik iki yil
muhafaza edildiler (Resim 3.8). Kaliteli siirgiinler (genellikle kiiltiiriin 3. haftasi) elde
edildikten sonra yil boyunca mikroasilamanin yapilmasi miimkiindiir. Mikrogeliklerin
bazal kisimlarini her iki yan1“v” seklinde kesilir. Hazirlanan ¢eligin hemen agilanmast
gerekir ya da 151k ve hava almayacak sekilde ¢ok kisa siireli bekletilebilir, ancak uzun
stireli bekletilirse mikrogeligin anaca yerlestirilmesi zor olabilecegi gibi as1 tutma

oranida diisiik olacaktir.

Resim 3.8. A)Kiiltiirlin ilk giiniinde MS besi ortaminda sakiz agaci tohumlari

B) Kiiltiirden 4 hafta sonraki ¢imlenmis tohumlari
C) 4 haftalik kiiltiir sonunda ¢ogaltilmis siirgiinler
D) Laboratuvarda 2 yildan beri 4 haftalik alt kiiltiirlerle yasatilan sakiz agaci siirgiinleri

3.5. Mikroasilama Calismalari

Mikroasilama calismalar1 kapsaminda asagida agiklamalar1 yapilan as1 tutma

orani (%), siirglin uzunlugu (mm) ve koklenme oranlari(%) belirlenmistir.
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As1 tutma orami: Asili bitkilerin besi ortamina aktarilmasindan 28 giin sonra
kaynasmis ve gelismenin meydana geldigi asili bitkilerin, toplam bitkilere orani (%)

olarak hesaplanmustir.

Siirgiin uzunlugu: Asili bitkilerin besi ortamina aktarilmasindan 28 giin sonra
as1 siirglinlerinde meydana gelen gelismenin mm olarak dijital kumpas yardimiyla

Olclilmesiyle hesaplanmustir.

Koklenme orani: Asili bitkilerin besi ortaminda kalan ana¢ kisimlarinda yeni

koklenme goriilen bitkilerin toplam bitkilere orani (%) olarak hesaplanmistir.

3.5.1. Pistacia Anaglar1 Uzerine Asilanan Sakiz Agacinin Bazi As1 Gelisme
Parametreleri Uzerine Besi Ortamma ilave Edilen Oksin-Sitokinin

Kombinasyonlarinin Etkisi

Bu deneyde, anag¢ sterilizasyon ve gelisimi i¢in optimize edilen kosullar
kullanilarak ¢imlendirilen. Pistacia anaglari tizerine 0.8-0.9 mm uzunlugundaki sakiz
agaci siirgiin uglar1 mikrogelik olarak kullanilarak yapilan mikroasilama sonucu elde
edilen asili fideler, iki farkli besi ortami (oksin-sitokinin kombinasyonlari) ve bir
kontrol grubu ile (MS) kiiltiire alinmistir. Mikroasilanmis fidecikler kiiltiire alindiktan 4
hafta (28 giin) sonra, as1 tutma orani(%), stirglin uzunlugu ve kok olusturma orani (%)

rapor edildi.

3.5.1.1. Antepfistiga (P.vera L.) Anaci Uzerine Asilanan Sakiz Agacinin Bazi
As1 Gelisme Parametreleri Uzerine Besi Ortamina Ilave Edilen Oksin-Sitokinin

Kombinasyonlarinin Etkisi

Bu calismada antepfistig1 ¢esidiyle asilanan sakiz agaci anacinin bitki biiylime
diizenleyicisi bulunmayan, 0.5 mgl™” BAP + 0.1 mgl™” IBA ve 0.5 mgl™ IBA + 0.1 mgl”
BAP ile destekli MS besi ortamina dikildikten sonra asi tutma oranit (%), kdklenme
orani (%) ve kallus olusumu (%) olarak tespit edilmistir. Resim 3.9°da BAP agirlikli

MS besi ortamina aktarilmis fideler goriilmektedir.
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Resim 3.9. 0.5 mgl" BAP + 0.1 mgl™' IBA igeren besi ortamina aktarilmis mikroasili
antepfistig1 fideleri

3.5.1.2. Buttum (P. khinjuk Stocks) Anaci Uzerine Asilanan Sakiz Agacinin Bazi
Asi Gelisme Parametreleri Uzerine Besi Ortamina ilave Edilen Oksin-Sitokinin

Kombinasyonlarimin Etkisi

Bu c¢alismada sakiz agaci ile asilanan buttum anacinin bitki biliylime
diizenleyicisi bulunmayan, 0.5 mgl™” BAP + 0.1 mgl™” IBA ve 0.5 mgl™' IBA + 0.1 mgl”
BAP ile destekli MS besi ortamina dikildikten sonra as1 tutma orani (%), kdklenme

orani (%) ve siirglin uzunlugu olarak tespit edilmistir.

3.5.1.3. Atlantik Sakiz1 (P. atlantica Desf.) Anac1 Uzerine Asilanan Sakiz
Agacimin Bazi As1 Gelisme Parametreleri Uzerine Besi Ortamina ilave Edilen

Oksin-Sitokinin Kombinasyonlarinin Etkisi

Bu calismada sakiz agaci ile asilanan atlantik sakizi anacinin bitki biiylime
diizenleyicisi bulunmayan, 0.5 mgl™” BAP + 0.1 mgl™” IBA ve 0.5 mgl™' IBA + 0.1 mgl”
BAP ile destekli MS besi ortamina dikildikten sonra as1 tutma orami (%), slirgiin

uzunlugu (mm) ve kdklenme orani (%) olarak tespit edilmistir.
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3.5.1.4. Melengic (P. terebinthus L.) Anaci1 Uzerine Asilanan Sakiz Agacinin
Bazi As1 Gelisme Parametreleri Uzerine Besi Ortamina Ilave Edilen Oksin-

Sitokinin Kombinasyonlarimin Etkisi

Bu c¢alismada sakiz agaci ile asilanan melengi¢ anacinin bitki biiylime
diizenleyicisi bulunmayan, 0.5 mgl™” BAP + 0.1 mgl™” IBA ve 0.5 mgl"' IBA + 0.1 mgl”
BAP ile destekli MS besi ortamina dikildikten sonra as1 tutma orani (%), siirgiin

uzunlugu (mm) ve kdklenme orani (%) olarak tespit edilmistir.

3.5.2. Pistacia Anaclar1 Uzerine Asilanan Sakiz Agacinin Bazi As1 Gelisme

Parametreleri Uzerine Farkh Mikrocelik Uzunluklarimin EtKisi

Bu deneyde, anag sterilizasyon ve gelisimi icin optimize edilen kosullar
kullanilarak ¢imlendirilen. Pistacia anaglar tizerine 0.5, 1.0 ve 1.5 cm uzunlugundaki
P. lentiscus L. siirgiin uglart mikrocelik olarak kullanilarak yapilan mikroagilama
sonucu elde edilen mikroasili fideler siirgiin gelisimi ve kok olusturma oranlar
acisindan en iyi ortam olarak belirlenen 0.5 mgl' IBA + 0.1 mgl”' BAP icerikli besi
ortaminda (MS) kiiltiire alinmistir. Bu deneyde melengi¢ (P. ferebinthus L.) anacinin
asilanabilir anag¢ haline gelmesindeki siire problemi yliziinden asilama i¢in uygun anag
olmadig1 goriildiigiin i¢in mikrogelik uzunlugu deneyinde anag olarak kullanilmamustir.
Mikroasilanmis fidecikler kiiltiire alindiktan 4 hafta (28 giin) sonra, as1 tutma orani(%),

stirgiin uzunlugu ve kok olusturma orani (%) tespit edilmistir.

3.5.2.1. Antepfistign (P. vera L.) Anac1 Uzerine Asilanan Sakiz Agacinin Bazi

As1 Gelisme Parametreleri Uzerine Farkhh Mikrogelik Uzunluklarmn Etkisi

Bu calismada mikrogelik olarak kullanilan 0.5 cm, 1.0 cm ve 1.5 cm
uzunlugundaki sakiz agaci ile asilanan antepfistig: anacmimn 0.5 mgl™” IBA + 0.1 mgl™
BAP destekli MS besi ortamima aktarildiktan sonra as1 tutma orani (%), siirgiin

uzunlugu (mm), kdklenme orani1 olarak tespit edilmistir (Resim 3.10).
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Resim3.10. A) Antepfistig1 anac1 lizerine 1.0 cm’lik sakiz agaci mikrogeligiyle asilanmis

mikroasili fideler; B) Asilamadan 4 hafta sonra gelismis bitkiler

3.5.2.2. Buttum (P. khinjuk Stocks) Anac1 Uzerine Asilanan Sakiz Agacinin

Baz1 As1 Gelisme Parametreleri Uzerine Farkh Mikrocelik Uzunluklarmin Etkisi

Bu calismada mikrogelik olarak kullanilan 0.5 cm, 1.0 cm ve 1.5 cm
uzunlugundaki sakiz agaci ile asilanan buttum anacimin 0.5 mgl” IBA + 0.1 mgl” BAP
destekli MS besi ortamina aktarildiktan sonra as1 tutma orani (%), siirgiin uzunlugu

(mm), koklenme orani olarak tespit edilmistir.

3.5.2.3. Atlantik Sakizi (P. atlantica Desf.) Anac1 Uzerine Asilanan Sakiz
Agacmn  Bazi As1  Gelisme Parametreleri Uzerine Farkh Mikrogelik

Uzunluklarimin Etkisi

Bu calismada mikrogelik olarak kullanilan 0.5 c¢cm, 1.0 cm ve 1.5 cm
uzunlugundaki sakiz agaci ile asilanan atlantik sakizi anacinin 0.5 mgl™ IBA '+0.1
mgl” BAP destekli MS besi ortamma aktarildiktan sonra asi tutma oram (%), siirgiin

uzunlugu (mm), kéklenme orani olarak tespit edilmistir.
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3.5.2.4. Melengic (P. terebinthus L.) Anaci Uzerine Asilanan Sakiz Agacinin

Baz1 As1 Gelisme Parametreleri Uzerine Farkh Mikrocelik Uzunluklarmn Etkisi

Bu calismada mikrocelik olarak kullanilan 0.5 cm, 1.0 cm ve 1.5 cm
uzunlugundaki sakiz agaci ile asilanan melengi¢ anacimin 0.5 mgl”' IBA + 0.1 mgl”
BAP destekli MS besi ortaminda kiiltiire alindiktan sonra as1 tutma orani (%), siirgiin

uzunlugu (mm), koklenme orani olarak tespit edilmistir.
3.6. In vitro Cogaltilan Mikroasih Bitkilerin Aklimitizasyonu

Sakiz agaci (P. lentiscus L.) ile asilanmis biitiin mikroasili fidelerin arazi
sartlarina alistirilmasinda ilk agama olan aklimatizasyon igin ticari torf (tam sterilize
edilmis) kullanilmistir. Bitkiler koklenme ortamindan ¢ikarilip musluk suyu altinda
yikanarak, su igerisinde bir siire bekletildikten sonra tam sterilize edilmis, ticari torf
iceren plastik saksilara dikilmislerdir. Dikim isleminden sonra can suyu verilen
bitkilerin iizerleri 50 ml’lik cam beherlerle kapatilarak Bolim 3.2.4.°de belirtilen
bliylime odasinda gelismeye birakilmistir. Sulama islemi diizenli olarak yapilmak ve
ekimi yapilan bitkilerin iizeri 7. giinden itibaren asamali olarak (7. giinde 1 dakika, 8.
giinde 2 dakika, 9. giinde 3 dakika, 10. giinde 4 dakika, 11. giinde 5 dakika) agilmak
suretiyle ortamin nemi kontrol altinda tutulmustur. Bu sekilde gelismeye birakilan
bitkilerin iizerileri 45 giin sonunda tamamen agilmustir. Uzerleri tamamen agilan bitkiler
1 ay daha biiyiime odasinda bekletildikten sonra torf ve toprak karigimi igeren saksilara
aktarilarak arazi kosullarina aktarilmaya hazirlanmis ve 2 - 3 hafta bakim islemleri

diizenli bir sekilde yapilarak gelismeleri saglanmustir.
3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Biitiin calismalar 3 tekerriirli olarak toplam en az 15 eksplant {izerinde
yapilmustir. Elde edilen verilerin analizi amaciyla SPSS 13.0 paket programi
kullanilmigtir. Test edilen islemler arasindaki farkliligin belirlenebilmesi igin veriler
ANOVA’ya tabi tutulmustur. Istatistiksel farklihgin 6nemli goriildiigii islemler
belirlendigi zaman, ortalamalar arasindaki farkliliklar (P <0.05) seviyesinde DUNCAN

testine tabi tutulmustur.
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4.1. Antepfistign (P. vera L.) Tohumlarmin Sterilizasyonu Uzerine Farkh

NaOCl Konsantrasyonlarinin Etkisi

Bu deneyde tohumlarin enfekte olmadan ¢imlenmesi ve dekontaminasyonuna
etkisini tespit etmek icin NaOClin %5, %10, %15, %20'lik konsantrasyonlar1 bir
kontrol grubu ile birlikte test edildi. Sert kabuklar1 ¢ikarilmis antepfistigi (P. vera L.)
tohumlar1 NaOCl'nin %S5, %10, %15, %20'lik ¢ozeltileri igine 15 dakika calkalandilar.
Yiizey sterilizasyonunda her seri steril distile su ile 5 kez (her biri yaklagik 5 dakika)
iyice calkalandilar. Steril saf suda yaklasik 1 saat bekletildikten sonra tohumlarin testasi
steril kurutma kagidi iizerinde bir pens ve bisturli yardimi ile kolayca cikarildi ve
radikulanin yonii besi ortamina gelecek sekilde besi ortaminda kiiltiire alindilar.
Cekirdeklerin ¢imlenmesi igin kullanilan MS besi ortami 30 gl sakkaroz ve 6.2 gl

agarla desteklendi.

Cizelge 4.1. Antepfistigi (P. vera L.) tohumlarinin sterilizasyonu iizerine farkli
NaOCl konsantrasyonlarinin etkisi*

Uygulama Cimlenen Enfekte Asiri Steril
Tohum (%) Tohum (%) Tohum (%)

Kontrol 14.0+4.95d 86.0+4.96 a 0.00£0.00 b

% 5 NaOCl 340+6.76 ¢ 66.0+6.76 b 0.00+0.00b

% 10 NaOCl 62.0+4.90 b 38.0£6.93 ¢ 0.00£0.00 b

% 15 NaOCl 84.0+523a 10.0+4.28d 6.0+3.39b

% 20 NaOCl 44.0+7.09 ¢ 0.00£0.00d 56.0+7.09 a

*Veriler kiiltiiriin 14. giintinde toplam 50 eksplantin ortalamasidir.

Cizelge 4.1'de goriildiigli gibi, uygulanan islemler arasinda onemli istatistiksel
farkliliklar vardir. 14 giinliik kiiltiir sonucu kontrol grubundakilerin %86°s1,%5'lik
islemde tohumlarin %66’s1, %]10'lik islemde tohumlarin%36’s1 enfekte olurken,
%15'likte tohumlarin %10’u ve %20'lik islemlerde tohumlarin hicbiri enfekte
olmamustir. Cizelge 4.1'de verilen sonuglar NaOCl konsantrasyonunun artmasiyla 14
giin kiiltiire alinan antepfistig1 (P.vera L.) tohumlarinin enfeksiyon oraninin azaldigini
gostermektedir. %20’lik NaOCI uygulandigt zaman herhangi bir enfeksiyon
gozlenmezken en yiiksek enfeksiyonun %86 ile kontrol grubunda oldugu tespit

edilmistir. Cizelgedeki veriler bir biitiin olarak degerlendirildigi zaman antepfistigi
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tohumlarinin sterilizasyonu i¢in %15’lik NaOCI’in 15 dakika siire ile uygulanmasinin

1yl sonug verecegi goriilmektedir.

4.2. Buttum (P. khinjuk Stocks) Tohumlarin Sterilizasyonu Uzerine Farkh

NaOCIl Konsantrasyonlarimin Etkisi

Bu deneyde buttum tohumlarin enfekte olmadan c¢imlenmesi ve
dekontaminasyonuna etkisini tespit etmek i¢in NaOCl'in %5, %10, %15, %20k
konsantrasyonlar1 bir kontrol grubu ile birlikte test edildi. Sert kabuklar1 ¢ikarimis
tohumlar NaOCl'nin %S5, %10, %15, %20'lik ¢ozeltileri i¢ine 15 dakika ¢alkalandilar.
Her 2-3 dakikada bir erlen icinde c¢alkalandilar. Yiizey sterilizasyonunda her seri steril
distile su ile 5 kez (herbiri yaklasik 5 dakika) iyice ¢alkalandilar. Steril saf suda yaklasik
1 saat bekletildikten sonra tohumlarin testasi steril kurutma kagidi {izerinde bir pens ve
bistiirii yardimu ile kolayca ¢ikarildi ve radikulanin yonii besi ortamina gelecek sekilde
kiiltiir kaplaria ekildiler. Tohumlarin ¢imlenmesi i¢in kullanilan MS besi ortami 30 gl

sakkaroz ve 6.2 gl agarla desteklendi.

Cizelge 4.2. Buttum (P. khinjuk Stocks) tohumlarinin sterilizasyonu tizerine farkl
NaOCl konsantrasyonlarinin etkisi*

Uygulama Cimlenen Enfekte Asin Steril
Tohum (%) Tohum (%) Tohum (%)

Kontrol 140+495¢ 86.0+495a 0.00+0.00 ¢
% 5 NaOCl 42.0+7.05b 58.0+7.05b 0.00+0.00 ¢
% 10 NaOCl 76.0+6.10 a 240+6.10c 0.00+0.00 ¢
% 15 NaOCl 62.0+693a 16.0+523 ¢ 22.0£591b
% 20 NaOCl 34.0+6.76 b 8.0 +3.87¢c 58.0+7.05a

*Veriler kiiltiiriin 14. giiniinde toplam 50 eksplantin ortalamasidur.

Cizelge 4.2°de gorildiigii gibi kontrol grubundaki biitiin tohumlarin %86’s1
enfekte oldular. 14 giinliik inkiibasyon sonucu %S5'lik islemde tohumlarin %58’1,
%]10'lik i1slemde %24 ‘i enfekte olurken, %15'likte tohumlarin %16’s1 ve %?20'lik
islemde %38’1 enfekte oldu. Cizelge 4.2'deki istatistiksel analiz sonuglarina gore islemler
arasinda onemli farkliliklar bulunmaktadir. Cizelge 4.2'de verilen sonuclar agikca
gosteriyor ki NaOCl konsantrasyonunun artmasiyla 14 giin kiiltiire alinan buttum
tohumlarinin enfeksiyon orani1 azalmistir. Yine ¢izelgeden anlasilacag: iizere %15 ve

%20'lik NaOCl, tohumlarin enfekte olma orani1 ¢ok diisiik oldugu icin kontrol, %5 ve
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%10'luk NaOCl konsantrasyonlarindan daha az enfeksiyon orani vermistir. En yiiksek
cimlenme oran1 ve disik enfeksiyon orant bakimindan uygulamalarin genel
degerlendirilmesi durumunda %10’luk NaOCI sterilant1 ile buttum tohumlarinin

cimlenmesinde kullanilabilecegi tespit edilmistir.

4.3. Atlantik Sakiz1 (P. atlantica Desf.) Tohumlarinin Sterilizasyonu Uzerine

Farkh NaOCl Konsantrasyonlarimin Etkisi

Bu deneyde tohumlarin enfekte olmadan ¢imlenmesi ve dekontaminasyonuna
etkisini tespit etmek icin NaOClin %5, %10, %15, %20'lik konsantrasyonlar1 bir
kontrol grubu ile birlikte test edildi. Sert kabuklari ¢ikarilmig tohumlar 10 dakika
NaOCl'nin %S5, %10, %15, %20'lik c¢ozeltileri i¢cine 10 dakika calkalandilar. Her 2-3
dakikada bir erlenler calkalandi. Yiizey sterilizasyonunda her seri steril distile su ile 5
kez (her biri yaklagik 5 dakika) iyice calkalandilar. Steril saf suda yaklasik 1 saat
bekletildikten sonra tohumlarin testasi steril kurutma kagidi tizerinde bir pens ve bistiirii
yardimi ile kolayca ¢ikarildi ve radikulanin yonii alt tarafa gelecek sekilde MS besi
ortaminda kiiltiire alindilar. Cekirdeklerin ¢imlenmesi i¢in kullanilan MS besi ortami 30

gl sakkaroz ve 6.2 gl agarla desteklendi.

Cizelge 4.3. Atlantik sakiz1 (P. atlantica Desf.) tohumlarinin sterilizasyonu iizerine farkli
NaOCl konsantrasyonlarinin etkisi*

Uygulama Cimlenen Enfekte Asiri Steril
Tohum (%) Tohum (%) Tohum (%)

Kontrol 16.0+5.23d 84.0+523a 0.00+0.00 ¢
% 5 NaOCl 42.0 +£7.05 be 58.0 £7.05b 0.00£0.00 ¢
% 10 NaOCl1 62.0+6.93 a 380+6.93 ¢ 0.00+£0.00 ¢
% 15 NaOCl 48.0£7.13 ab 120+ 4.64d 40.0+6.99b
% 20 NaOCl 28.0+6.41 cd 6.0+3.39¢c 66.0£6.76 a

*Veriler kiiltiiriin 14. giiniinde toplam 50 eksplantin ortalamasidir.

Cizelge 4.3’de goriildiigli gibi kontrol grubundaki tohumlarin %84 niin enfekte
oldugu gozlendi. 14 giinliik kiiltiir sonucu %5'lik islemde tohumlarin %58°1, %10'lik
islemde %38’1 enfekte olurken, %15'likte tohumlarin %12’si ve %20'lik islemde %6’s1
enfekte olmustur. Atlantik sakizi tohumlarinin steril olarak ¢imlenebilmesi igin,
uygulanan iglemlerden alinan sonuglara uygulanan istatistiksel analiz sonucuna gore

islemler arasinda onemli farkliliklar vardir Cizelge 4.3'de verilen sonuglar NaOCl
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konsantrasyonunun artmasiyla 14 giin kiiltiire alinan Atlantik sakizi (P. atlantica L.)
tohumlarinin enfeksiyon oraninin azaldigimi gostermektedir. %62°lik ¢imlenme orant,
%38’lik enfeksiyon orani ve asir1 steril tohumun hi¢ goriilmemesi nedeniyle %10
NaOCI konsantrasyonunun atlantik sakizlar1 tohumlarini sterilizasyonu ig¢in uygun

oldugu tespit edilmistir.

4.4. Melengi¢c (P. terebinthus L.) Tohumlarimin Sterilizasyonu Uzerine Farkh

NaOCIl Konsantrasyonlarinin Etkisi

Melengi¢ tohumlarin enfekte olmadan ¢imlenmesi ve dekontaminasyonuna
etkisini tespit etmek icin NaOCIl'nin %5, %10, %15, %20'lik konsantrasyonlar1 bir
kontrol grubu ile birlikte test edildi. Sert kabuklar1 ¢ikarilmisg tohumlar NaOCl'nin %5,
%10, %15, %20'lik ¢ozeltileri i¢ine 10 dakika calkalandilar. Her 2-3 dakikada bir
erlenler calkalandi. Yiizey sterilizasyonunda her seri steril distile su ile 5 kez (her biri
yaklasik 5 dakika) iyice calkalandilar. Steril saf suda yaklasik 1 saat bekletildikten sonra
tohumlarin testasi steril kurutma kagidi {izerinde bir pens ve bisturi yardimi ile kolayca
cikarildi ve radikulanin yonii besi ortamina gelecek sekilde MS besi ortaminda kiiltiire
alindilar. Tohumlarin ¢imlenmesi i¢in kullanilan MS besi ortami 30 gl sakkaroz ve 6.2

gl agarla desteklendi.

Cizelge 4.4. Melengic (P. terebinthus L.) tohumlarinin sterilizasyonu iizerine
farklit NaOC]l konsantrasyonlarmin etkisi*

Uygulama Cimlenen Enfekte Asir Steril
Tohum (%) Tohum (%) Tohum (%)

Kontrol 8.0+3.87c 92.0+3.87 a 0.00+0.00d
% 5 NaOCl 32.0+6.66b 68.0+6.66 b 0.00+0.00d
% 10 NaOCl 52.0+7.13a 18.0+548¢ 30.0£6.54 ¢
% 15 NaOCl 38.0+6.93 ab 16.0+5.23 ¢ 46.0+7.12b
% 20 NaOCl 22.0+591bc 14.0+£495¢ 64.0+£6.85a

*Veriler kiiltiiriin 14. giiniinde toplam 50 eksplantin ortalamasidr.

Deneyden elde edilen verilere uygulanan istatistiksel analiz sonuglarina gore
islemler arasinda onemli farkliliklar bulundugu tespit edilmistir. Cimlenme orani
bakiminda en iyi sonug¢ %10 NaOCI uygulamalarinda elde edilirken, en diisiik
cimlenme orani, enfeksiyon riskinin yiiksek olmasindan dolayr kontrol grubunda
goriilmustiir. Cizelge 4.4’de goriildiigii gibi kontrol grubundaki tohumlarin %92’si

44



Nazan CALAR

enfekte oldular. 14 giinliikk kiiltiir sonucu %5'lik islemde tohumlarin %68’1, %10'lik
islemde %18’1 enfekte olurken, %15'likte tohumlarin %16’s1 ve %20'lik islemde %14’
enfekte olmustur. NaOCI konsantrasyonunun artmasiyla 14 giin kiiltlire alinan melengic
(P. terebinthus L.) tohumlarinin enfeksiyon oraninin azaldig: tespit edilmistir. Cizelge
4.4°deki veriler ve daha donce bildirilen veriler 15181nda, melengic (P. terebinthus L.)
tohumlarinin dekontaminasyonu igin %10'lik NaOCl’'nin uygun olabilecegi tespit

edilmistir.

4.5. Antepfistign (P.vera L.) Tohumlarindan In Vitro Ana¢ Uretimi Uzerine
Farkh BBD’lerin EtKisi

Bu deneyde mikroasilama da anag¢ olarak kullanilacak tohumlarin geligimleri
icin 2 farkli oksin-sitokinin kombinasyonu ve bir kontrol grubu ile birlikte test edildi.
Sert kabuklar1 ¢ikarilmis tohumlar Cizelge 4.1 belirlenen en uygun sterilant ile yiizey

sterilizasyonlar1 gerceklestirildikten sonra MS besi ortamlarinda kiiltiire alindilar.

Cizelge 4.5. Antepfistig1 tohumlarinin ¢imlenme orani, siirgiin uzunlugu, kék uzunlugu ve as1
noktasi ¢apinin gelisimi lizerine farkli BBD’lerin etkisi*

BBD Cimlenme Siirgiin Kok Uzunlugu As1 Noktasi
Kombinasyonu Oram (%) Uzunlugu (mm) (mm) Cap1 (%)
Kontrol 32.0+£6.66b 18.76 £0.93 a 1440+1.96b 2.33+£0.06a
BAP 64.0+6.85a 22.14+1.72a 3443+5.00b 2.38+0.07a
IBA 20.0+5.71b 11.02+0.50 b 28.82+3.55ab  1.67+0.13b

*Veriler kiiltiiriin 14. giiniinde rapor edildi ve her islem i¢in ortalama 50 tohum kullanildh.

Deney sonucunda elde edilen verilere uygulanan istatistiksel analiz sonuglarina
gore cimlenme orani siirgiin uzunlugu ve kok olusturma degerleri bakimindan
uygulamalar arasindaki fark onemli ¢ikarken; asi noktasi ¢apr bakimindan gruplar
arasinda bir farklilik olmadig: tespit edilmistir. Cimlenme orani1 bakimindan %64.0 ile 1
mgl” BAP en iyi sonucu verirken IBA ¢imlenme ortamindaki ¢imlenme orani %20.0
olarak en diislik oranda ortaya ¢ikmistir. Siirglin uzunlugu bakimindan en iyi sonucu 1
mgl” BAP uygulamasi 22.14 mm olarak verirken hormonsuz ve IBA uygulamalar1 ayni

grup icerisinde yer almis ve BAP uygulamalarindan geride kalmistir. Kok uzunlugu
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bakimindan BAP ve IBA uygulamalar1 en iyi sonucu vermis ve sirasiyla 34.43 mm ve
28.82 mm kok gelisiminin oldugu gozlenmistir. As1 noktasi ¢ap1 bakimindan en iyi
sonucu 2.38 mm ile BAP uygulamasi verirken diger uygulamalar yakin sonuglari

verdiginden dolayi istatistiksel bir farklilik tespit edilmemistir.

4.6. Buttum (P. khinjuk Stocks) Tohumlarindan In Vitro Ana¢ Uretimi
Uzerine Farkli BBD’lerin Etkisi

Bu deneyde mikroasilama da anag¢ olarak kullanilacak tohumlarin gelisimleri
icin 2 farkli oksin-sitokinin kombinasyonu ve bir kontrol grubu ile birlikte test edildi.
Sert kabuklari ¢ikarilmis tohumlar Cizelge 4.2°de belirlenen en uygun sterilant ile yiizey

sterilizasyonlar1 gergeklestirildikten sonra MS besi ortaminda kiiltiire alindilar.

Cizelge 4.6. Buttum tohumlarinin ¢imlenme orant, siirgiin uzunlugu, kok uzunlugu,ve asi
noktasi ¢apinin gelisimi {izerine farklt BBD’lerin etkisi*

BBD Kombinasyonu Cimlenme Oram  Siirgiin Uzunlugu Kok Uzunlugu As1 Noktasi

(%) (mm) (mm) Capi (%)
Kontrol 43.33+9.20b 16.96 229 b 42.14+428a 144+0.18a
BAP 87.14+4.03 a 18.75+0.76 b 2526+124b 138+0.03a
IBA 53.33+9.26b 25.17+2.06 a 44.53+5.70a 135+0.09a

*Veriler kiiltiiriin 14. giiniinde rapor edildi ve her islem icin ortalama 50 tohum kullanild.

Deney sonucunda elde edilen verilere uygulanan istatistiki analiz sonuglarina
gére cimlenme orani siirgiin uzunlugu ve kok olusturma degerleri bakimindan
uygulamalar arasindaki fark Onemli ¢ikarken; asi noktasi ¢apt bakimindan gruplar
arasinda bir farklilik olmadig: tespit edilmistir. Cimlenme orani bakimindan %87.14 ile
1 mgl™" BAP en iyi sonucu verirken hormonsuz ¢imlenme ortamindaki ¢imlenme orant
%43.33 olarak en diisiik oranda ortaya ¢ikmistir. Siirgiin uzunlugu bakimindan en iyi
sonucu 1 mgl”' IBA uygulamasi 25.17 mm olarak verirken hormonsuz ve BAP
uygulamalar1 ayni grup igerisinde yer almis ve IBA uygulamalarindan geride kalmustir.
Kok uzunlugu bakimindan IBA ve hormonsuz uygulamalar1 en yiliksek sonucu vermis
ve sirastyla 44.53 mm ve 42.14 mm kok gelisiminin oldugu gdzlenmistir. As1 noktasi
capt bakimindan en iyi sonucu 1.44 mm ile hormonsuz uygulamasi verirken diger
uygulamalar yakin sonucglart verdiginden dolay1 istatistiksel bir farklilik tespit

edilmemistir.
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4.7. Atlantik Sakizi (P. atlantica Desf.) Tohumlarindan In Vitro Anag
Uretimi Uzerine Farkli BBD’lerin Etkisi

Bu deneyde mikroasilama da anag¢ olarak kullanilacak tohumlarin gelisimleri
icin 2 farkli oksin-sitokinin kombinasyonu ve bir kontrol grubu ile birlikte test edildi.
Sert kabuklar1 (endokarpi) cikarilmis tohumlar Cizelge 4.3°de belirlenen en uygun
sterilant ile yiizey sterilizasyonlar1 gergeklestirildikten sonra MS besi ortaminda kiiltiire

alindilar.

Cizelge 4.7. Atlantik sakizi tohumlarinin ¢gimlenme orani, siirgiin uzunlugu, kék uzunlugu,ve as1 noktast
¢apmin gelisimi tizerine farkli BBD’lerin etkisi*

BBD Cimlenme Siirgiin Kok Uzunlugu As1 Noktasi
Kombinasyonu Orani (%) Uzunlugu (mm) (mm) Cap1 (%)
Kontrol 50.00+£9.28 a 725+0.65b 22.85+2.22a 1.43+0.05b
BAP 63.41+7.61a 10.07 £+0.83 a 9.66£1.22b 1.77 £ 0. 08a
IBA 2421+441b 11.05+0.81 a 28.58 +£3.61ab 1.87+0.11a

*Veriler kiiltiiriin 8.haftasinda rapor edildi ve her islem igin ortalama 50 tohum kullanild:.

Deney sonucunda elde edilen verilere uygulanan istatistiki analiz sonuglarina
gore c¢imlenme orani siirgiin uzunlugu ve kok olusturma degerleri bakimindan
uygulamalar arasindaki fark onemli ¢ikarken; asi noktasi ¢api1 bakimindan gruplar
arasinda bir farklilik olmadig tespit edilmistir. Cimlenme orani bakimindan %63.41 ile
1 mgl" BAP destekli besi ortami en iyi sonucu verirken, IBA destekli ortamindaki
¢imlenme orant %?24.21 olarak en diisiik oranda gozlenmistir. Sirglin uzunlugu
bakimindan en iyi sonucu 1 mgl' IBA uygulamasi 11.05 mm olarak verirken
hormonsuz ve BAP uygulamalart ayni grup igerisinde yer almis ve IBA
uygulamalarindan geride kalmistir. Kok uzunlugu bakimindan hormonsuz ve IBA
uygulamalari en iyi sonucu vermis ve sirastyla 22.85 mm ve 28.58 mm kok gelisiminin
oldugu gozlenmistir. As1 noktasi ¢apr bakimindan en iyi sonucu 1.44 mm ile IBA
uygulamasi verirken diger uygulamalar birbirine yakin sonuclari vermesinden dolay1
istatistiksel bir farklilik tespit edilmemistir. Atlantik anacinin siirgin uzunlugu

antepfistig1r ve buttum anacina gore gelismesi ¢ok daha yavas gerceklesmis olup bitki
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yapist olarak zayif ve ciliz bir ana¢ olmasina ragmen as1 tutma orani bakimindan

herhangi bir sorun yasanmamustir.

4.8. Melengi¢ (P. terebinthus L.) Tohumlarindan In Vitro Ana¢ Uretimi
Uzerine Farkhh BBD’lerin Etkisi

Bu deneyde mikroasilama da anag olarak kullanilacak fidelerin gelisimleri i¢in 2
farkli oksin-sitokinin kombinasyonu ve bir kontrol grubu ile birlikte test edildi. Sert
kabuklar1 ¢ikarilmis tohumlar Cizelge 4.4.’de belirlenen en uygun sterilant ile ylizey

sterilizasyonlar1 gerceklestirildikten sonra MS besi ortaminda kiiltiire alindilar.

izelge 4.8. Melengic¢ tohumlarinin ¢imlenme orani, stirgiin uzunlugu, kok uzunlugu ve asi1 noktasi ¢api
g g 2 g gu p
gelismesi lizerine farkli BBD’lerin etkisi*

D Kambasyons el ot ROk Gl Nk
Kontrol 3556721 a 528+047c¢ 1298 +1.20b 1.08 £0.06 b
BAP 31.11 £6.97 ab 1490+2.71Db 16.83 +£1.68 a 1.60+0.13 a
IBA 5333+752a 2096 £2.20 a 13.07+£0.75Db 1.09+0.07b

*Veriler kiiltiiriin 8.haftasinda rapor edildi ve her iglem icin ortalama 50 tohum kullanildu.

Deney sonucunda elde edilen verilere uygulanan istatistiki analiz sonuglarina
gore ¢imlenme orani slirglin uzunlugu ve kok olusturma degerleri bakimindan
uygulamalar arasindaki fark onemli c¢ikarken; as1 noktasi ¢apt bakimindan gruplar
arasinda bir farklilik olmadig tespit edilmistir. Cimlenme orani bakimindan %53.33 ile
1 mgl" IBA en iyi sonucu verirken BAP ¢imlenme ortamindaki ¢imlenme orani %35.56
olarak en diisiik oranda ortaya ¢ikmustir. Siirglin uzunlugu bakimindan en iyi sonucu 1
mgl” IBA uygulamasi 20.96 mm olarak verirken hormonsuz ve BAP uygulamalari ayni
grup icerisinde yer almis ve IBA uygulamalarindan geride kalmistir. Kok uzunlugu
bakimindan BAP ve IBA uygulamalari en iyi sonucu vermis ve sirastyla 16.83 mm ve
13.07 mm kok gelisiminin oldugu gozlenmistir. As1 noktasi ¢api bakimindan en iyi
sonucu 1.60 mm ile BAP uygulamasi verirken diger uygulamalar yakin sonuglari

vermesinden dolay1 istatistiksel olarak bir farklilik tespit edilmemistir.
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4.9. Antepfistig1 Anaci Uzerine Asilanan Sakiz Agacinin Baz1 As1 Gelisme
Parametreleri Uzerine Besi Ortamma flave Edilen Oksin-Sitokinin

Kombinasyonlarinin Etkisi

Bu deneyde, anaglar icin optimize edilen sterilizasyon ve anag¢ yetistirme
kosullar1 kullanilarak ¢imlendirilen antepfistii anaglar1 iizerine ve 8-9 mm
uzunlugundaki sakiz agaci siirgiin uclart mikrogelik olarak kullanilarak yapilan
mikroagilama sonucu elde edilen asili fideler, iki farkli besi ortami (oksin-sitokinin
kombinasyonlar1) ve bir kontrol grubu (MS) kiiltiire alinmistir. Elde edilen bulgulara ait

istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.9’de verilmistir.

Cizelge 4.9. Antepfistig1 anac1 lizerine mikroasili sakiz agacinin gelismesine BBD kombinasyonlarmin

etkisi*
. As1 Tutma Oran1  Siirgiin Uzunlugu Kok Olusturma
BBD K
ombinasyonu (%) (cm) Oram (%)
Kontrol 100.00 £ 0.00 a 1.66+£0.19b 62.50+18.29a

0.5 mgl"' BAP + 0.1 mgl' IBA  100.00 +0.00 a 1.06+0.17b 37.50+18.29 b

0.5 mgl”" IBA+ 0.1 mgl’ BAP  100.00 +0.00 a 1.10+0.16 a 44.44 +17.56 b

*Veriler kiiltiiriin 28. giintinde ve her seride 10 mikroasinin ortalamasini icermektedir.

As1 tutma orani bakimindan besi ortamlar1 arasinda istatistiksel olarak herhangi
bir fark bulunmamakla birlikte asi tutma oranlart %100 oraninda gergeklesmistir.
Yildirim ve ark. 2010, Ferragnes ve Ferraduel badem cesitlerinin in vitro ¢imlendirilen
tohum anaglar lizerine mikroasilanmasi sonucu elde edilen as1 tutma oraninin en diisiik
%90 olarak elde etmistir. Ghorbel ve ark. 1998, Achak badem ¢esidinin
mikroasilanmasiyla ilgili calismada maksimum as1 tutma oraninin %80 oldugunu
bildirmistir. Yildirnm ve ark. 2013, Teksas, Ferrastar ve Nonpareil badem cesitlerinin
mikroasilanmasiyla ilgili yaptiklar1 calismada tohumdan elde edilen ¢ogiir anaglar farkl
tiplerde kullanilarak hipokotil ve epikotil seviyelerinden yapilan mikroasilamayla
birlikte as1 tutma oranlarinin %83-%100 arasinda degistigi bildirilmistir. Ayrica
mikroagida kullanilan siirglinlerin bogum sayisinin as1 tutma orani iizerine etkisini de
inceleyen arastiricilar en iyi as1 tutma oranini yalniz siirgiin ucu ve siirgiin ucu + bir
bogum materyalinden elde edildigi bildirilmistir. Juarez ve ark. 1992, tarafindan
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bademde siirgiin ucu asilama yontemiyle yapilan mikroasilama calismasinda ag1 tutma
oraninin %40-50 oldugu bildirilmistir. Isikalan ve ark. 2011, in vitro ¢imlendirilmis
tohum anaclar1 ilizerine Nonpareil c¢esidinin mikroasilanmasiyla ilgili yaptiklar
calismada as1 tutma oraninin %91-100 arasinda degistigi bildirilmistir. Channuantapipa
ve ark. 2000, Nonpareil 15-1 ve Ne Plus Ultra badem g¢esitleri titan x nemaguard hibrit
anaclar1 lizerine mikroasilanmasiyla ilgili yaptiklar1 ¢caligmada as1 tutma oraninin%50-
65 arasinda oldugunu bildirmistir. Celik 2006, Ferragnes badem c¢esidinin GF-677, Ak-1
ve Ak-2 klonal anaclarinin mikroasilanmasiyla ilgili yapilan g¢aligmada asi tutma
oranlarinin sirasiyla %25, %25.1 ve %34.4 oldugu bildirilmigtir. Farkli arastiricilar
tarafindan farkli badem g¢esitleri ve anaglarmin kullanilarak yapilan mikroasilama
calismalarinda elde edilen as1 tutma oranlart %25 ile %100 arasinda degisiklik
gostermektedir. Abousalim ve Mantell (1992), milkap destekli sivi ortamda; antepfistigi
mikroasilarinda aksillar dallanma ile c¢eliklerin gelisimi, koklerin dallanmasi ve
gelisiminin 1yl oldugunu bildirmektedir. Bununla birlikte bu ortamin ¢elik ve kok
gelisimini artirdig1 rapor edilmistir. Eger iki defadan daha az alt kiiltiir yapilan c¢elikler,
cogaltma ortamlarinda kullanilirsa, celiklerdeki aksillar siirglin gelisiminin zayif ve
yavas oldugu goriiliir. Benzer sekildeki kaynaklarda da belirtildigi gibi, diger bazi
odunsu tiirlerde alt kiiltlir sayisinin rejuvenasyonu artirdigi rapor edilmistir (Hammatt

1994; Jones 1994).

Calismamizda elde edilen as1 tutma oranlari bir¢ok arastiricinin elde ettigi
sonuclara nispeten daha yiiksek ¢ikmistir. Asili anaglarda meydana gelen koklenme
durumlar1 bakimindan hormonsuz ortamdan %62’lik bir oran goriiliirken, IBA agirlikli
ortamda ise %44 ‘lik bir koklenme saglanmistir. Bu iki ortama gére BAP agirlikli
ortamda koklenme nispeten daha yiiksek oranda meydana gelmistir. En iyi siirgiin
gelisiminin de BBD’siz ortamda gergeklestigi goriilmiistiir. Dar meristemli yarma asi ile
yapilan mikroagilarda, kaynasmanin olup olmadig kiiltiiriin 3. giliniinde belli
olmaktadir. Kiiltiiriin 2. haftasinda mikrogeligin anaca baglandig1 yerlerde, az miktarda
kallus olusurken, 4 hafta sonra, kallus miktar1 artar ve silirglin uzamasi iyice
belirginlesir. Benzer sekilde, mikroasilamada ilk 2-3 hafta i¢inde ¢elik ve anag arasinda
kallus olusumu ve devam eden gelisme, Jeffree ve Yeoman (1983) tarafindan rapor
edilmistir. As1 kalemi olarak kullanilan mikrogelikler, kiiltiiriin 4 haftasinda en az iki
cift yaprak olusturur ve 6 hafta sonra ise, 3 veya 4 tomurcuklu siirgiinler gelisir.
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4.10. Buttum Anaci Uzerine Asillanan Sakiz Agacinin Baz1 Ag1
Parametrelerinin Gelisimi Uzerine Besi Ortamina ilave Edilen Oksin-Sitokinin

Kombinasyonlarinin Etkisi

Bu deneyde, mikrogogaltim yoluyla laboratuvar sartlarinda ¢imlendirilen buttum
¢esidine ait 2 cm uzunlugundaki anaglar ve mikrogelik olarak kullanilan 8-9 mm
uzunlugundaki sakiz agaci siirgiin uclar1 kullanilarak yapilan mikroagilama sonucu elde
edilen asili materyaller, farkli oksin-sitokinin kombinasyonlarmma sahip MS besi
ortaminda kiiltiire alinmistir. Elde edilen bulgulara ait istatistiksel analiz sonuglari

Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Buttum anaci lizerine mikroasili sakiz agacinin gelismesine BBD kombinasyonlarinin

etkisi*
. As1 Tutma Orani Siirgiin Kok Olusturma
BBD Kombinasyonu (%) Uzunlugu (cm) Oram (%)
Kontrol 100.00 £ 0.00 a 1.07+0.11Db 100.00 £ 0.00 a

0.5 mgl" BAP + 0.1 mgl" IBA  100.00 +0.00 a 1.11+£0.12b  33.33+16.60b

0.5 mgl™" IBA+ 0.1 mgl" BAP 100.00 + 0.00 a 1.51+0.08a  55.56+17.56b

*Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde ve her seride ortalama 10 mikroasinin ortalamasini icermektedir.

As1 tutma orant bakimindan besi ortamlar1 arasinda herhangi bir fark
bulunmayip as1 tutma oranlar1 %100 oraninda gerceklesmistir. Asili anaglarda meydana
gelen koklenme durumlart bakimindan hormonsuz ortamdan %100’liik bir bagar1 orani
yakalanmigtir. IBA agirlikli ortamda ise, %55°lik bir koklenme orani saglanmistir. Bu
iki ortama gére BAP agirlikli ortamda kdklenme nispeten daha az oranda meydana
gelmistir. En iyi siirgiin gelisimi de IBA agirlikli ortamda gergeklestigi goriilmiistiir.
Dar meristemli yarma as1 ile yapilan mikroasilarda, kaynagmanin olup olmadigi
kiiltiirtin 3. giiniinde belli olmaktadir. Kiiltiirin 2. haftasinda mikrogeligin anaca
baglandig1 yerlerde, az miktarda kallus olusurken, 4 hafta sonra, kallus miktar1 artar ve

siirgiin uzamasi iyice belirginlesir.
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4.11. Atlantik sakizi (P. atlantica Desf.) Anaci Uzerine Asilanan Sakiz
Agacinin Bazi As1 Parametrelerinin Gelisimi Uzerine Besi Ortamina ilave Edilen

Oksin-Sitokinin Kombinasyonlarinin Etkisi

Bu deneyde, mikrocogaltim yoluyla laboratuvar sartlarinda c¢imlendirilen
atlantik sakizi ¢esidine ait 2 cm uzunlugundaki anaglar ve mikrogelik olarak 8-9 mm
uzunlugundaki sakiz agaci siirgiin uclar1 kullanilarak yapilan mikroagilama sonucu elde
edilen asil1 fideler, farkli oksin-sitokinin kombinasyonlarina sahip MS besi ortaminda
kiiltiire alimmustir. Elde edilen bulgulara ait istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.11°de

verilmistir.

Cizelge 4.11. Atlantik sakizi anac1 tizerine mikroasil sakiz agacinin gelismesine BBD
kombinasyonlarinin etkisi*
As1 Tutma Oram  Siirgiin Uzunlugu  Ko6k Olusturma

BBD Kombinasyonu %) (cm) Orani (%)
Kontrol 100.00 + 0.00 a 0.80+0.06 b 100.00 £ 0.00 a
0.5 mgl" BAP + 0.1 mgl" IBA  100.00 = 0.00 a 0.55+0.02 ¢ 33.3+16.60b
0.5 mgl” IBA + 0.1 mgl”" BAP  100.00 +0.00 a 1.08 +0.09 a 100.00 + 0.00 a

*Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde ve her seride 10 mikroasinin ortalamasini icermektedir.

Cizelge 4.11’de goriildiigii gibi as1 tutma orani bakimindan besi ortamlari
arasinda herhangi bir fark bulunmayip as1 tutma oranlart %100 oraninda
gerceklesmistir. Asili anaglarda en 1iyi siirgiin gelisimi IBA agirlikli ortamda
gerceklestigi  goOriilmiistiir. Dar meristemli yarma as1 ile yapilan mikroasilarda,
kaynasmanin olup olmadig: kiiltiiriin 5 giinlinde belli olmaktadir. Kiiltiiriin 2. haftasinda
mikro ¢eligin anaca baglandig1 yerlerde, az miktarda kallus olusurken, 4 hafta sonra,
kallus miktar1 artar ve siirgiin uzamasi iyice belirginlesir. Kok olusturma oranlari
durumlar1 bakimindan hormonsuz ve IBA agirlikli ortamda %100’liik bir basar1 orani
yakalanmistir. BAP agirlikli ortamda ise nispeten daha diisiik oranda ger¢eklesmis olup

%33’1ik bir koklenme orani saglanmigtir
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4.12. Melengi¢c Anaci Uzerine Asilanan Sakiz Agacinin Baz1  Asi
Parametrelerinin Gelisimi Uzerine Besi Ortamina ilave Edilen Oksin-Sitokinin

Kombinasyonlarinin Etkisi

Bu deneyde, mikrocogaltim yoluyla laboratuvar sartlarinda c¢imlendirilen
melengi¢ cesidine ait 2 cm uzunlugundaki anaglar ve mikrogelik olarak kullanilan 8-9
mm uzunlugundaki sakiz agaci siirgiin uglar1 kullanilarak yapilan mikroasilama sonucu
elde edilen asili materyaller, farkli oksin-sitokinin kombinasyonlarina sahip MS besi
ortaminda kiiltiire alinmistir. Elde edilen bulgulara ait istatistiksel analiz sonuglari

Cizelge 4.12°de verilmistir.

Cizelge 4.12. Melengi¢ anaci iizerine mikroasili sakiz agacinin gelismesine BBD
kombinasyonlarinin etkisi*
As1 Tutma Siirgiin Uzunlugu Kok Olusturma

BBD Kombinasyonu Oran1 (%) (cm) Oran1 (%)
Kontrol 100.00 + 0.00 a 0.98+0.05 a 55.56+16.55a
0.5 mgl” BAP +0.1 mgI' IBA  100.00+0.00 a 0.94+0.04 a 33.33+15.50a
0.5 mgl’ IBA + 0.1 mgI' BAP  100.00 +0.00 a 0.87+0.04 a 33.33+1550a

*Veriler kiiltiiriin 28. giintinde ve her seride 10 mikroasinin ortalamasini icermektedir.

Cizelge 12°de goriildiigii gibi as1 tutma orani bakimindan besi ortamlari
arasinda herhangi bir fark bulunmayip %100 oraninda gergeklesmistir. Asili anaglarda
siirglin gelisimi BAP agirlikli ortamla ¢ok yakin sonuglar vermesiyle birlikte en iyi
gelisim hormonsuz ortamda gerceklestigi goriilmiistiir. Dar meristemli yarma as1 ile
yapilan mikroasilarda, kaynagsmanin olup olmadigi Kkiiltiiriin 8. gilinlinde belli
olmaktadir. Kiiltiiriin 2. haftasinda mikrogeligin anaca baglandig1 yerlerde, az miktarda
kallus olusurken, 4 hafta sonra, kallus miktar1 artar ve slirglin uzamasi iyice
belirginlesir. Kok olusturma oranlar1 durumlar1 bakimindan hormonsuz %55°1ik oranla
en iy sonucu veren ortam olmasinin yaninda IBA ve BAP agirlikli ortamlar ayni sonucu

vererek %33 liik kok olusturma oran1t meydana gelmistir.
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4.13. Antepfistign (P.vera L.) Anaci1 Uzerine Asilanan Sakiz Agacinin Bazi

As1 Gelisme Parametreleri Uzerine Farkh Mikrocelik Uzunlugunun Etkisi

Bu deneyde, sterilizasyon ve ana¢ gelisimleri i¢in optimize edilen kosullar
kullanilarak ¢imlendirilen antepfistig1 anaci iizerine mikrogelik olarak 0.5, 1.0 ve 1.5 cm
uzunlugundaki sakiz agaci siirgiin uglart kullanilarak yapilan mikroasilama sonucu elde
edilen asili fideler, 0.5 mgl™ IBA + 0.1 mgl™ BAP icerikli besi ortaminda (MS) kiiltiire
alimmistir. Elde edilen bulgulara ait istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.13°te

verilmistir.

Cizelge 4.13. Antepfistig1 anaci lizerine mikroasili sakiz agacinin gelismesine mikrogelik
uzunlugunun etkisi*

Mikrocelik As1 Tutma Oram  Siirgiin Uzunlugu Kok Olusturma

Uzunlugu (cm) (%) (mm) Oram (%)
0.5 100.00 +£0.00 a 1.06 £0.07 b 53.33+13.33a
1.0 100.00 £ 0.00 a 1.29+0.03b 66.67+12.59 a
1.5 100.00 £ 0.00 a 1.96+0.12 a 33.33+12.59a

Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde ve her seride 10 mikroasinin ortalamasini icermektedir.

Yapilan ¢alisma kapsaminda elde edilen verilere uygulanan istatistiksel analiz
sonuglaria gore uygulamalar arasinda as1 tutuma ve kok olusturma oranlar1 bakiminda
ortaya cikan farkliliklar 6nemli bulunmustur. As1 tutma oranlar1 bakimindan gruplar
arasinda %100’lik bir oran elde edilirken farkliliklar ortaya cikmamistir. Siirgiin
uzunlugu bakimindan en iyi sonucu 1.5 cm’lik uygulama 1.96 cm’lik bir gelisme
gostermis olup; diger uygulamalar daha diisiik ve farkli bir grup i¢inde yer almislardir.
Kok olusturma oranlar1 bakimindan en iyi sonucu %66.67 ile 1.0 cm’lik uygulama
verirken; en diisiik sonucu %33.33 ile 1.5 cm’lik uygulama vermis olmakla birlikte

biitiin uygulamalar ayn1 grup igerisinde yer almistir.

4.14. Buttum (P. khinjhuk Stocks) Anac1 Uzerine Asilanan Sakiz Agacinmin

Baz1 As1 Gelisme Parametreleri Uzerine Farkl Mikrogelik Uzunlugunun Etkisi

Bu deneyde, sterilizasyon ve ana¢ gelisimleri i¢in optimize edilen kosullar

kullanilarak ¢imlendirilen buttum. anaci iizerine mikrogelik olarak 0.5, 1.0 ve 1.5 cm
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uzunlugundaki sakiz agaci siirgiin uglar1 kullanilarak yapilan mikroasilama sonucu elde
edilen asili fideler, 0.5 mgl'1 IBA + 0.1 mgl'1 BAP igerikli besi ortaminda (MS) kiiltiire
almmustir (Resim 4.11). Elde edilen bulgulara ait istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge

4.14’de verilmistir.

Resim 4.11. Buttum anacinin 1.0 cm’lik mikrogelikle agilandiktan
4 hafta sonraki gelisimi

Cizelge 4.14. Buttum anac1 lizerine mikroasili sakiz agacinin gelismesine mikrogelik
uzunlugunun etkisi*

As1 Tutma Oram Siirgiin Uzunlugu Kok Olusturma

Mikrocelik
Uzunlugu (cm) (%) (mm) Oram (%)
0.5 100.00 +0.00 a 0.80+0.04 ¢ 20.00+10.69 b
1.0 100.00 £ 0.00 a 1.28+£0.05b 66.67+12.59 a
1.5 100.00 +0.00 a 1.74£0.04 a 66.67+12.59 a

*Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde ve her seride 10 mikroasinin ortalamasint i¢cermektedir.

Yapilan calisma kapsaminda elde edilen verilere uygulanan istatistiksel analiz
sonuglarina gore uygulamalar arasinda as1 tutma ve kok olusturma oranlar1 bakiminda
ortaya ¢ikan farkliliklar 6nemli bulunmustur. As1 tutma oranlari bakimindan gruplar
arasinda %100’lik bir oran elde edilirken farkliliklar ortaya cikmamistir. Siirgiin
uzunlugu bakimindan en iyi sonucu 1.5 cm’lik uygulama 1.74 cm’lik bir gelisme
gostermis olup; diger uygulamalar daha diisiik ve farkli bir grup iginde yer almiglardir.
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Kok olusturma oranlar1 bakimindan en iyi sonucu %66.67 ile 1.0 cm ve 1.5 cm’lik
uygulama aynmi degerleri verirken; en diisiikk sonucu %20.0 ile 0.5 cm’lik uygulama

vermis olmakla birlikte uygulama farkli bir grup igerisinde yer almistir.

4.15. Atlantik Sakiza (P. atlantica Desf.) Anaci Uzerine Asilanan Sakiz
Agacinin Bazi As1 Gelisme Parametreleri Uzerine Farkh Mikrocelik Uzunlugunun

Etkisi

Bu deneyde, sterilizasyon ve ana¢ gelisimleri i¢in optimize edilen kosullar
kullanilarak ¢imlendirilen atlantik sakizi. anaci lizerine mikrogelik olarak 0.5, 1.0 ve 1.5
cm uzunlugundaki sakiz agaci siirgiin uglar1 kullanilarak yapilan mikroasilama sonucu
elde edilen asili fideler, 0.5 mgl™" IBA + 0.1 mgl" BAP igerikli besi ortaminda (MS)
kiiltiire alimmustir. Elde edilen bulgulara ait istatistiksel analiz sonuglar1 Cizelge 4.15°de

verilmistir.

Cizelge 4.15. Atlantik sakiz1 anact {izerine mikroasili sakiz agacinin gelisimine mikrogelik
uzunlugunun etkisi*

Kalem uzungu (cm) As1 Tutma Oram  Siirgiin Uzunlugu Kok Olusturma

(%) (mm) Oram (%)
05 100.00 £ 0.00 a 0.77+0.03 ¢ 53.33+13.33a
1 100.00 £ 0.00 a 1.32+0.02b 53.33+13.33a
1.5 100.00 £ 0.00 a 1.60£0.03 a 66.67+12.59a

*Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde ve her seride 10 mikroasinin ortalamasi icermektedir.

Yapilan caligma kapsaminda elde edilen verilere uygulanan istatistiksel analiz
sonuclarina gore uygulamalar arasinda as1 tutuma ve kok olusturma oranlar1 bakiminda
ortaya c¢ikan farkliliklar 6nemli bulunmustur. As1 tutma oranlar1 bakimindan gruplar
arasinda %100’lik bir oran elde edilirken istatistiksel farkliliklar gdzlenmemistir.
Siirgiin uzunlugu bakimindan en iyi sonucu 1.5 cm’lik uygulama 1.60 cm’lik bir
gelisme gostermis olup; diger uygulamalar daha diisiik ve farkli bir grup i¢inde yer
almislardir. K6k olusturma oranlari bakimindan en iyi sonucu %66.67 ile 1.5 cm’lik
uygulama verirken; en diisiik sonucu %53.33 ile 0.5 cm ve 1.0 cm’lik uygulama ayni

degerleri vermis olmakla birlikte uygulama ayni1 grup igerisinde yer almistir.
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4.16. In vitro Cogaltilan Mikroasih Bitkilerin Aklimatizasyonu

Sakiz agaci ile asilanmig biitiin mikroasili fidelerin aklimatizasyonu 16 saat
aydimlik 8 saat karanlik fotoperiyotlu 151k yogunlugu 30 pmol m™? s olan bir biyiime
odasinda yapildi. Asili fideler musluk suyunda 1 saat boyunca yikandiktan sonra, ticari

olarak satilan torf i¢cinde adaptasyonu yapildi (Resim 4.12).

Resim 4.12. Buttum iizerine asili sakiz agaci bitkisinin saksiya alindiktan

4 hafta sonraki goriiniimii
Calismada tohum kokenli anaglar {lizerine sakiz asili bitkiler ile, 45 giinliik

aklimatizasyon siiresi sonunda, 1:1:1 oranlarindaki tam steril torf : kum : toprak

karisimina % 80 oraninda basari ile transfer edilmistir (Resim 4.13).
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Resim 4.13. 8 haftalik aklimatizasyondan sonra in vivo kosullara aktarilmaya

hazir sakiz agaci asili buttum fideleri
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5. SONUC VE ONERILER

Sakiz agacinin vejatatif olarak ¢ogaltilmasiyla ilgili bu gline kadar ¢ok az sayida
rapor sunulmustur. Vejatatif yontemlerin yetersizligi (tohum ¢imlenme oranin diisiik
olmasi, celik koklenme oraninin diisiik oranda veya hi¢ olmamasi) sakiz agaglarinin
klonal ¢ogaltimi icin geleneksel c¢ogaltim yoOntemlerine alternatif tekniklerin
gelistirilmesini  gerektirir.  Bu nedenle bu c¢alisma kapsaminda rutin olarak

kullanilabilecek bir mikroasilama protokolii gelistirilmistir.

Mikroagilama c¢aligmalar1 kapsaminda 4 farkli Pistacia (P. vera L., P.
terebinthus L., P. khinjuk Stocks, P.atlantica Desf.) tiiriniin in vitro mikroasilamada
anag¢ olarak kullanilma durumlarin1 belirlemek icin, yapilan uygulamalar kapsaminda
antepfistigl icin en uygun sterilantin %15’lik NaOCI olmasimin yani sira; buttum,
atlantik sakizi, ve melengi¢ tohumlari i¢in ise %10’luk NaOCI uygulamasinin en uygun

oldugu tespit edilmistir.

Anag yetistirme bakimindan yapilan uygulamalar sonucunda antepfistigi
tohumlar1 i¢in as1 noktasi ¢ap1 bakimindan c¢alisan besi ortamlar1 arasinda herhangi
onemli bir farklilik bulunmazken ¢imlenme orani ve siirgiin uzunlugu bakimindan en
uygun ortamm 1 mgl”' BAP ile desteklenmis besi ortami oldugu tespit edilmistir.
Buttum tohumlarinm gelisimi i¢in en iyi ¢imlenme ortammm 1 mgl' BAP verirken
siirgiin uzunlugu bakimindan da en iyi sonu¢ 1 mgl™” IBA destekli besi ortamindan elde
edilmistir. As1 noktast ¢apt bakimindan ise besi ortamlar arasinda 6énemli farkliliklar
kaydedilmemistir. Buttum ve antepfistigt anaglar1 Atlantik ve melengi¢c tohumlarina
gore cok daha kuvvetli bir gelisme gostermiglerdir. Antepfistigi ve buttum anaclari 10 -
14 giin i¢inde asilanabilir ana¢ kalinligina geldikleri gozlenmistir. Atlantik sakiz
tohumlarinin gelisimi iizerine en iyi ¢imlenme ortammi 1 mgl”' BAP verirken, siirgiin
uzunlugu bakimindan ise 1 mgl' IBA en iyi sonu¢ vermistir. Asi noktasi ¢api
bakimindan en iyi sonucu IBA uygulamasinda gézlenmistir. Melengic tohumlari i¢in ise
en iyi ¢imlenme ve siirgiin gelisiminin 1 mgl™" IBA igerikli ortam, as1 noktasi gapi
bakimindan ise 1 mgl" BAP destekli ortam oldugu tespit edilmistir. Atlantik sakizi ve

melengi¢ tohumlarinin anag olarak kullanilacak forma ulagsmalar1 8 hafta stirmiistiir.

4 farkli Pistacia anaci iizerine yapilan mikroasilama sonucu tiirler arasinda as1

tutma oranlar1 bakimindan herhangi bir farklilhik goriilmemistir ve biitiin islemlerde
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%100’liik bir basar1 elde edilmistir. Siirgiin gelisimi ve kok olusturma oran1 bakimindan
en 1yi anacin buttum ile arasinda c¢ok biiyiikk farkliliklar olmamasiyla birlikte
antepfistigindan elde edilmistir. Atlantik sakizi ve melengi¢c anaglarininda siirgiin
gelisimi ve kok olusturma oranlart bakimindan 6nemli farkliliklar olmasiyla birlikte

antepfistig1 ve buttuma nazaran gelisimleri daha yavas ve zayif olmustur.

4 farkli Pistacia tiiri lizerine farkli mikrogelik uzunluklarinin (0.5, 1.0 ve 1.5
cm) mikroasi bagarisi iizerine farkli asilama basarilar elde edilmistir. Bu uygulamalar
sonucunda sakiz agaci siirgiin uglari ile asilanmig antepfistigi, buttum ve atlantik sakizi
icin benzer sonuglar verirken en iyi siirglin uzunlugu gelisimi 1.5 cm’lik siirgiinler
kullanildiginda elde edilmistir. Kok olusturma orani bakimindan antepfistigi anaci
tizerine 1.0 cm’lik sakiz mikrogeliklerin asilandigi fideler daha iyi gelisme gosterirken
buttum anacinda 1.0 ve 1.5 cm’lik siirglin uglar arasinda bir fark gézlenmemistir.
Atlantik sakiz1 i¢in ise, en uygun kok olusturma orani bakimindan 1.5 cm’lik siirgiinler

kullanildiginda elde edilmistir.

Rapor edilen bu ¢alisma ile sakiz agaci igin ilk defa in vitro mikroasilama
protokolii gelistirilmistir. Bu metotla ¢ogaltmanin avantaji; ¢ali formundaki sakiz
agaclarinin aga¢ formuna doniistiiriilmesi i¢in gerekli olan zaman kaybina ugramadan
steril sakiz regenerantlarini dogrudan aga¢ formundaki anaglara asilanmasi yoluyla

daha erken sakiz iiretimi yapilabilecek agaclarin iiretimine olanak saglanacaktir.
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