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oz

Bu ¢aligsmada oncelikle, 25-30 yillik olgun disi ve erkek antepfistig1 (Pistacia
vera L.) agaclarimin apikal tomurcuklarindan bir in vitro klonal mikrogogaltim
metodu gelistirilmis, sonrasinda ise klonal c¢ogaltilan erkek bireyler ile in vitro
cimlendirilen tohumlardan elde edilen kok uglarindan, erkek ve disi cinse ait
karyolojik bulgulara ulasilmistir.

Aksenik kiiltiirler, ekplantlarin %15’lik NaOCI i¢inde (40 dk.) calkalanmasi
sonrasinda 1.0 mgl'1 BA ilave edilmis MS besi ortaminda baslatilmis, siirgiin
proliferasyonu i¢in yine 1.0 mgl™ BA’ nin optimum sonug verdigi tespit edilmistir. /n
vitro ¢ogaltilan erkek bireye ait siirgiinlerin, yogun hormon cozeltilerine daldirma ile
koklendirilme caligsmalarinda, siirgiinler icin optimum koklenme parametre ve
siiresinin 1 grl'1 IBA - 20 sn. oldugu belirlenmistir.

Ikinci asamada, in vitro iiretilen tiim koklere uygulanmak iizere basarili bir
karyotip analiz teknigi gelistirilmistir. Kromozomlarin morfolojik analizlerinde tiire
ait diploit kromozom sayisinin 2n=30 oldugu, ploidi seviyesine rastlanmadigi,
kromozomlarin metasentrik, submetasentrik, subtelosentrik ve telosentrik sentromer
yapisinda olduklart belirlenmis, kromozomlarin kollarina bagl herhangi bir satellite
rastlanmamigtir. Komplementteki en bilyiik kromozom ciftinin metasentrik
sentromerli oldugu, bu kromozom ciftinin, erkek cogiirleri verecek olan tohumlarina
ve olgun erkek antepfistigina ait metafaz plaklarda heteromorf, antepfistiginin disi
cogiirlerini verecek olan tohumlarina ait metafaz plaklarda ise homomorf yapi
gosterdigi ve bu kromozomlarin tiire ait cinsiyet kromozomlar1 olduklar
belirlenmistir. Calismada, Pistacia vera L. igin genel karyotip formiilii,
K@2n:28+XX/Xy): 8sm+3m+2st+1t+XX/Xy olarak hesaplanmis ve sonuglar

antepfistiginda cinsiyet belirleme mekanizmalar1 agisindan tartisilmistir.



ABSTRACT

First, in this study methods are described for the microprogation of mature
apical shoot tips of male and female Pistacia vera L., then only the root tips of male
micropropagated shoots and in vitro germinated seeds were used for karyological
studies and the karyotyping of male and female Pistacia vera L.

Before the axenic cultures were initiated on a MS medium supplemented
with 1.0 mgl™ BA, the explants were disinfested in 15% NaOCI (40 min.). BA again
at 1.0 mgl_l as this gave the best results for shoot multiplication studies. It was
determined that the optimum dipping concentration and time are: 1 grl’1 and 20 s. for
rooting studies conducted by dipping the basal-cut-ends of in vitro micropropagated
shoots into a dense IBA solution.

Second, a successful karyotype analysis was developed for the whole root
tips propagated in vitro. The conclusions obtained from the morphological analyses
of the chromosome studies determined the chromosome complement as 2n = 30 with
metacentric, submetacentric, subtelocentric and telocentric pairs. Neither polyploidy
nor satellite were detected on any of these chromosome plaques.

It was found that the biggest chromosome pairs on the complement have
metacentric centromer, and these chromosome pairs were heteromorph in the male
metaphase plaque; whereas they were homomorph in the female plaques. It was also
determined that they are the sex chromosomes for Pistacia vera L. The karyotype
formula for this can be stated as: K(2n:28+XX/Xy): 8sm+3m+2st+1t+XX/Xy.
These results are then discussed for the sexual determination strategies of Pistacia

vera L.
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1.GIRiS

Antepfistigr (Pistacia vera L.), Anacardiaceae familyasinin bir {iyesi olarak
sistematikte yerini almaktadir. Pistacia cinsi icerisinde yer alan 11 tiirden, ekonomik
olarak yetistiriciligi yapilan ve meyvesi yenebilen tek tiiriidiir'. Dioik ve odunsu bir
bitki olup erkek ve disi ¢icekler farkli agaclarda yer alir. Antepfistiginin diinyada
yaklasik 15 iilkede tarimi yapilmaktadir. Bununla birlikte Iran, Tiirkiye, ABD,
Suriye, Cin, Yunanistan, Afganistan ve Italya’da ekonomik olarak iiretilmektedir.
Pistacia tiirleri diinyada kuzey ve giiney yarimkiirelerinin 30—45° paralelleri arasinda
mikro klima olarak ifade edilebilen alanlarda yetistirilmektedirz. Tiirkiye, antepfistig
gen merkezi icerisinde yer almasi, yabani aga¢ miktar1 yoniinden zengin bir
potansiyele sahip olusu nedeniyle 6zel bir konumdadir. Ulkemizde yaklasik olarak
56 ilimizde antepfistig1 yetistiriciligi yapilmaktadir. Gaziantep, Sanliurfa,
Adiyaman, Siirt, Kahramanmaras, Mardin ve Diyarbakir illerinde yetistirilen
antepfistigi ile iilke capindaki iiretimin %94 ii Giineydogu Anadolu bolgesinden
karsllanmaktadur3 .

Antepfistig1 periyodisite (agacin bir y1l iiriin vermesi bir y1l daha az vermesi
ya da hi¢ vermemesi) egilimi olan bir tiirdiir ve ¢ogaltilmasi zor olan bitkiler
grubunda yer alir. Giiniimiizde antepfistig1 anaglari, celiklerin koklenme zorluklar
nedeniyle tohumlar1 aracilifiyla iiretilmekte iken, antepfistigi’nin c¢ogaltimi ise
genellikle P.vera c¢ogiirleri iizerine seckin kalemlerin asilanmasiyla yapilir.
Geleneksel iiretimde ortaya cikan problemler (heterozigot yapida olmasi, dioik
yapiya sahip olmasi, ¢apraz tozlagma nedeniyle yabani popiilasyonlarla etkileserek
acilim gostermesi, ¢eliklerin koklendirilmesinde karsilagilan zorluklar, ticari

cesitlerin genglik kisirligr (jiivenilite) siiresinin uzunlugu nedeniyle, anag¢larin iizerine



celiklerin asilanmas1 islemlerinin pahali olmasi, ancak yilin belirli bir doneminde
yapilabilir olmasi, anag-kalem uyusmazliklarinin sik sik ara-asi gerektirmesi),
antepfistiginin iiretiminin 1iyilestirilmesinde bitki doku kiiltiirii yOntemlerinin
kullanimini zorunlu hale getirmistir.

Antepfistigr dig dollenme gosteren bir tiir oldugu icin tohumdan gelisen her
fert genetik olarak degiskendir. Tohumdan gelisen her fertte goriilebilen bu genetik
degiskenlikler, anag-celik uyumunu da etkileyen, tiire 6zgii gézlenebilen 6zelliklerin
gittikce daha gii¢c ortaya ¢ikmasi ve nesiller arasinda belirgin morfolojik farklarin
olusmasi acgik bir bicimde goriilmektedir. Bundan dolayr erkek ve disi agaglar
mutlaka {istiin nitelikli  kiiltiir cesitleri ile asilanmalidir. Ancak, asi
uyusmazliklarindan dolayr sik sik ara asinin gerekli olmasi, ¢ogaltimin uzun yillar
sirmesine ve {Uretimde maliyet artislarina neden olmaktadir.  Anag¢ ve asi
kalemlerinin 1slah1 icin arastirma programlarinin yetersizligi, antepfistiginin
cogaltimini sinirlayan dnemli etkenlerden biridir.

Antepfistiginin odunsu yapist ve vejetatif olarak iiretilmesinde ortaya ¢ikan
tim bu problemler, antepfistiginin tiretiminin iyilestirilmesinde bitki doku kiiltiirii
yontemlerinin kullanimini1 zorunlu hale getirmistir.

Doku kiiltiirii teknikleri, bitki materyalinin elde edilmesinde birgok
avantajlara sahiptir. Doku kiiltiirii, bitkiden izole edilen doku (eksplant) parcasim
yapay besi ortaminda siiresiz yasatma teknigidir. Aseptik sartlarda, yapay bir besin
ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre (meristematik hiicreler, siispansiyon veya kallus
hiicreleri), doku (cesitli bitki kisimlari=eksplant) veya organ (apikal meristem, kok
vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya bitkisel iiriinlerin (metabolitler

gibi) iiretilmesini saglar5 . Yaygm kullanilan doku kiiltiirii tekniklerinden biri olan



mikro¢ogaltim; organogenezis, somatik embriyogenezis ve mikroasilama olmak
izere lic gruba ayrilir. Geleneksel bahcecilikte ¢ogu bitki tiirleri ¢elikle cogaltilir
fakat mikrocogaltimda dogal iiretim dongiisii icin gerekli olan zamandan ¢ok daha
kisa bir siirede ana bitkinin 6zelliklerini tasiyan daha fazla sayida bitki elde edilebilir.
Sahip oldugu ekonomik degeri nedeniyle, altin agaci1 veya yesil altin aga¢ olarak
bilinen antepfistiginin, uzun zamanlardan beri doku Kkiiltiiri ile cogaltildig
bilinmektedir. 1982 yilindan itibaren antepfistiginda doku kiiltirii ile 1ilgili
calismalar baslamis, P.vera, P.atlantica, P.integerrima ve P.terebinthus tiirleri
izerinde arastirmalar halen devam etmektedir®”®?.

Antepfistigi ve bunun gibi ekonomik ve ekolojik Onemi olan bitkilerin
genetik yonden diizenlenmesi, esey durumunun fark edilmesi, bitki 1slahi agisindan
onemli bir rol oynamaktadlrlo. Bitki doku kiiltiirii teknikleri, bitki 1slaht ve genetik
caligmalar basta olmak iizere, fizyolojik, biyokimyasal ve biyolojik c¢alismalar
bakimindan onemlidir. Giinlimiizde giderek gelistirilen doku kiiltiirii yontemleri,
kaynaklarin optimum kullanimi ve gelecek arastirmalara yon verecek niteliklere
sahip olmasi agisindan, her zaman giincelligini korumaktadir.

Bitki 1slahinda temel prensip, ekonomik Oneme sahip olan genotipi tespit
edebilmektir. Bu bakimdan, kromozomal veriler kullanish karakterlerdir. Ancak
kromozom ile ilgili biitiin karakterlerin ortaya c¢ikarilabilmesi icin karyotip
analizlerin yapilmasi gerekir. Karyotip analizleri sonucu genomun sitolojik fenotipi
cikarilir ve homolog kromozomlar bir diizlem {iizerinde gosterilir. Analizlerin,
giivenirliligi en fazla olan kok uclarinda goézlemlenen kromozom say1 ve
morfolojileri ile yapilmasi dikkat ¢ekicidir.

Ancak, simdiye kadar antepfistigimin dioik yapisina ait cinsiyet



kromozomlarina iligkin hi¢bir caligma rapor edilmemistir. Antepfistiginda, esey
kromozomlarmin aydinlatilmasi, sadece tiir iizerinde yapilacak olan bitki 1slah1 ve
genetik calismalara 151k tutmakla kalmayacak, aym1 zamanda cogaltilmasi zor bir
bitki olan antepfistiginin in vitro klonal c¢ogaltilmasi calismalarima da katki
saglayacaktir.

Bu nedenle, bitki doku kiiltiir teknikleri sayesinde {iistiin nitelikleri bilinen
dondr bitkiler ile ayn1 6zelliklere sahip fertlerin klonlanmasi ve daha sonra klonlanan
bu bitkilerin kok uclarindan kromozom analizlerinin yapilmasi, antepfistiginin
geleneksel olarak cogaltilmasinda karsilasilan bir¢ok soruna ¢oziim teskil edecek
olmas1 bakimindan 6nemlidir.

Sonug olarak, tez kapsaminda ilk kez, antepfistiinin (Pistacia vera L.), doku
kiiltirii ile c¢ogaltllmis olgun erkek agacglarma ve tohumlarna ait cinsiyet

kromozomlarina iligkin verilere deginilmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. DOKU KULTURU CALISMALARI

2.1.1. Mikrocogaltma Calismalar:

Istenilen nitelikte iiriin veren antepfistig1 agaclarindan alinan eksplantlardan
klonlanarak yeni antepfistigi bahgelerinin kurulmasi i¢in doku kiiltiirii arastirmalart
1980’lerin ilk yillarinda baslatilmustir’.

Antepfistiginda (P.vera L.) simdiye kadar yapilan rejenerasyon
caligmalarinin ~ ¢ogu, tohumlardan ya da gen¢ dokulardan basglatilan
calismalardi? 3456789101112

Farkli antepfistig1 cesitlerine ait ('Ohadi' ve 'Kalleghochi') tohumlarin in vitro
cogaltimi konusunda yapilan caligmalarda, tohumdan yetistirilen yaklasik 2
yasindaki fidanlarden alinan, apikal ve nodal tomurcuklar, eksplant olarak
kullanilmistir. Murashige ve Skoog (MS) besi ortaminda siirgiinlerin ¢ogaltiminin,
BA, Kin, NAA ve GAj hormonlarinin varliginda test edildigi ancak, en iyi sonucun 4
mgl’1 BA’nin verdigini rapor etmistir. Elde edilen siirgiinler ise 2.5 mgl’1 IBA ile
destekli MS besi ortamindan ﬁretilmistir2'3‘4.

Tohumdan yetistirilen antepfistig1 fidanlarina ait lateral tomurcuklar 0.1 mgl™
" BA ve IBA ile destekli MS besi ortaminda cogaltilarak, 1.5-2.5 mglf1 IBA destekli
13 MS besi ortaminda ise koklendirilmistir’.

Farkli antepfistig1 tiirlerine ait (P.atlantica x P.integerrima) bir hibrit olan
UCB-1 ve disi bir ¢esit olan Kerman tohumlardan elde edilen 1-3 yasindaki
fidanlarin in vitro ¢ogaltimi1 konusunda yapilan ¢alismalarda, en iyi sonucun 0.1 mgl™
""TDZ destekli bir modifiye MS besi ortamindan (1 mgl™' BA + 0.02 mgl™' IBA) elde

edildigi bildirilmistir®.



Antepfistig1 gesitleri olan Kerman ve Stewart’a ait gen¢ (juvenil) materyaller
tizerinde yapilan ¢aligmada, siirgiin cogaltim oranini 1 mgl’1 BA ilave edilen MS besi
ortamindan, koklenme oranim ise 0.2 mglf1 IBA destekli MS besi ortamindan elde
edildigi bildirilmistir’.

Antepfistigt gen¢c dokular1 iizerinde yapilan somatik embriyogenezis
calismalarinda, 2 mgl™' BA eklenmis MS besi ortaminda kiiltiire alman zigotik
embriyolardan, somatik embriyolar elde edildigii rapor edilmistit®®.  Geng
antepfistig1 fidanlarindan alinan apikal ve lateral uclardan elde edilen somatik
embriyolarin BA ve ABA iceren MS besi ortaminda olgunlastirildigi rapor
edilmistir'.

Pistacia vera L.’ nin Kirmiz1 ¢esitlerine ait tohumlarindan in vitro iiretilen
nodal eksplantlar kullanilarak, siirgiinlerin biiylimesi ve farklilagsmasi iizerine
BAP’1in, Kinetinin, GAj’in ve giimiis nitratin farkli konsantrasyonlar1 ve
kombinasyonlar test edilmis, en iyi rejenerasyon kapasitesi gosteren ortamin 2 mgl'1
BA, 0.5 mgl’1 GA3z ve 24 mgl'1 AgNO; kombinasyonu ile desteklenen MS besi
ortami oldugu bildirilmistir'2.

Meyve veren olgun agaglardan alinan siirgiinlerden baglatilan organogenezis
calismalar ise; az sayida arastirici tarafindan rapor edilmigtir' >0,

Yetigkin materyalde (4 yas) kiiltiir baslatilmasi i¢cin genellikle; budama,
asilama, BA ve GAj piuskiirtme yoOntemlerinin, olgun agaclardaki siirgiinlerin
yeniden biiyiimelerini tesvik ettigini ve bu siirgiinlerin kiiltiir baglatma i¢in uygun
materyaller olduklar1 rapor edilmistir'*".

Olgun fistik agaclarinin eksplantlarindan gergek aksiller siirgiin olusumu

izerine yapilan arastirmada, in vitro c¢ogaltilmis siirgiinlerden alinan siirgiin



uclarindan 1 mgl’1 BA ve Gamborg vitamini igeren kati MS ortaminda kiiltiire
almarak, ¢ok sayida siirgiin elde edilmistir. Mikro siirgiinlerin kdklendirilmesi ise, 2
mglf1 IBA ile destekli MS besi ortaminda gergeklestirilmistirn.

25 yillik olgun erkek antepfistigl (Pistacia vera L. cv. ‘Atl’) agaclarindan
alan apikal tomurcuklar kullanarak kiiltiir baslatilmas1 icin BA’1in mutlaka gerekli
oldugu ve siirgiin proliferasyonu i¢in 0.5-2.0 mgl™" araliginda BA iceren MS besi
ortaminin sonu¢ verdigi bildirilmistir.  In vitro rejenere edilen siirgiinlerin
koklendirilme calismalarinda ise, 1.0 mgl_l BA iceren MS besi ortaminda 4 cm
uzunlugundaki siirgiinlerin 2.0 mgl’1 IBA iceren MS besi ortaminda Kkiiltiire
almmasiyla saglanmlstlr16'17

Uretimi yapilan tiirlerden ziyade, yabani olan diger fistik tiirlerinin geng
dokularindan itibaren bitki rejenerasyonu konusunda da c¢esitli c¢alismalar
bulunmaktady 1819202122

Bazi antepfistig1 anaclan (P.khinjuk Stocks) ile bazi antepfistigi cesitlerinin
(Ohadi ve Kalleghochi) in vitro mikrogogaltilmas1 calismalarinda, kullanilan siirgiin
uclarinin, genellikle 1.5-2 cm boyuna ulagmis, 2—4 yasina kadar yetistirilmis siirgiin
uclart oldugunu, rapor etmislerdir. Aymi arastiricilar, geng agaclardan aldiklar
siirgiin uglariin ¢ogaltimim 2—4 mglf1 Kin, 0.25-1 mglf1 NAA ve PhG iceren MS
besi ortaminda  gergeklestirdiklerini,  kiiltiire  alinan  siirgiin = uglariin
koklendirilmesini ise modifiye edilmis 2.5 mgl’1 IBA destekli MS besi ortaminda
gergeklestirdiklerini  rapor etmislerdir’. Yapilan baska bir calismada ise,
P.atlantica’da BA i¢in optimal degerin 1 mgl’1 oldugu, alt kiiltiir i¢cin optimum

sartlarda siirglin iiretiminin, iki haftada bir BA+GA3;+IBA ile desteklenmis besi



ortamina taze uglarin orjinal nodlariyla birlikte transfer edilmesiyle basarilabilecegi
bildirilmistir'®.

Antepfistig1 anaclarindan (P.mutica Fisch., & C.A. Mey., P.khinjuk Stocks.,
P.atlantica Desf. ve P.palaestina Boiss.) alinan apikal ve nodal siirgiin uglariin
kiiltiire alinmas1 ve bu eksplantlardan in vitro kiiltiir baslatilmasi sirasinda bircok
sorunla karsilagildigt ve bunlardan en Onemlisinin kahverengilesme oldugu
bildirilmistir. ~ Yapilan calismada, 28 giinliik inkiibasyon sonunda test ettikleri
sitokinin tiplerinin (BA, Kin), kiiltiire alinan eksplantlarin organogenez potansiyelleri
izerine belirgin bir etki yaptiklari, kiiltiirlerin baslatilmasindan sonra 5 giinliik bir
siire icerisinde siirgiin uzamast ve proliferasyonun goriilebilir duruma geldigi ve
inokiilasyondan 1-2 hafta sonra 1.5 cm uzunluguna ulasan siirgiinlerde siirgiin ucu
nekrozunun yaygin olarak tespit edilmistir'.

100 mglf1 hidrolize-kazein, 100 mglf1 l-askorbik asit ve BA (0.5-4 mg/l) ile
desteklenen sivi MS besi ortaminda kiiltiire alinan Pistacia atlantica’nin
tohumlarindan embriyogenik doku rejenere edildigi rapor edilmistir. Olgunlagsmamais
somatik embriyo gruplarinin olgunlastirilmas: icin agarla katilagtirilmig MS besi
ortamina aktarilldigt ve olgunlastirllan somatik embriyolarin besi ortaminda
cimlendirilmesiyle fidanlarin elde edildigi rapor edilmistir®.

Antepfistiginin bir anaci olan buttum’un (Pistacia khinjuk Stocks) in vitro
cogaltilmas1 icin yapilan calismada, siirgiin proliferasyonunun 0.5-4 mgl'BA ile
destekli MS besi ortamindan, %100 koklenme oraninin ise 0.5 mgl_1 IBA ile destekli
MS besi ortamindan elde edildigi rapor edilmistir* .

Ayrica, in vitro mikroasilama yontemi ile de antepfistiginin rejenerasyon

potansiyeli ara§t1r11m1§t1r23'24‘25.



4 yasina kadar yetistirilmis antepfistig1 P.vera L. cv ‘Mateur’a ait siirgiinleri,
in vitro olarak yetistirdikleri cogiirler lizerine asilanarak, basarili bir in vitro
mikroasilama metodu gelistirilmistir23 .

Antepfistigt  P.vera L. cv. Mateur’a ait siirgiinleri, in vitro olarak
yetistirdikleri ayn1 ¢eside ait ¢ogiirler lizerine hem in vivo hem de in vitro olarak
basarili bir sekilde asiladiklarin bildirmislerdir24.

Istenilen niteliklerde iiriin veren seckin antepfistig1 agaclarinin in vitro klonal
cogaltimi icin, mikro asilamayla rejenerasyonu ya da ara asilama ile temel kiiltiir
basamaklarimi tanimlayarak, mikrogogaltma ile yeni rejenerantlarin eldesi i¢in bir
protokol gelistirdiklerini rapor etmislerdir®.

Tiim bu caligmalarin yani sira, son yillarda antepfistiginin rejenerasyon
potansiyeli adventif organogenezis yontemi ile de arastilmaya baslanmustir™.
Yapilan ¢alismada, Pistacia vera L. cv. Siirt’in in vitro kokenli yapraklarindan direk
bitki olusumunun, 1 mgl'1 IAA ve 2 mgl™' BA ile Gamborg vitaminleri eklenmig MS
besi ortaminda gergeklestirildigi rapor edilmistir. 3 cm ve {izeri uzunluga sahip olan
gelismis siirgiinler 2 mgl’1 IBA ilave edilmis MS besi ortaminda % 80 oraninda
koklendirilmistir?.
2.1.1.1. Organogenezis calismalari

Organogenez farkli zaman periyotlarinda kok ve siirgiinlerin farklilagmalarini
kapsar. Genellikle siirgiinler dokularda bulunan sitokinin ile tesvik edilir.

Bu asamada Pistacia cinsi iizerine simdiye kadar yapilan tiim organogenezis
calismalan derlenmistir. Birgok arastirici, gerek kiiltiirii yapilan Pistacia vera L.

23.4.27.57.2829.30 13.11.3132.17.26. . - L
? gerekse de yabani antepfistigi anaglariin; Pistacia

1.27.22 27
k .

o e . . . 1. . . . 1.27. . . . 1.
khinju ; Pistacia mutica”, Pistacia atlantica Pistacia palaestina ve
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Pistacia terebinthus™* tizerinde in vitro ¢cogaltilmasi icin organogenezis ¢alismalart

yiiriitmiiglerdir. Ancak bu calismalarin gogu2'3‘4'27'5‘7'28‘29‘12‘30

ya bu tiirlerin
tohumlarindan ya da genclik donemine kadar biiyiitillen fidanlarindan alinan
eksplantlardan baglatilmis iken, simirli sayidaki calisma ise olgun agaglardan alinan
eksplantlardan baslatllmlster 32.16.17.26

2.1.2. Somatik Embriyogenezis Calismalari

Somatik hiicre veya dokulardan embriyo olusumu somatik embriyogenezis
olarak adlandirilir. Somatik embriyolar; embriyo benzeri yapilar, adventif veya
vejetatif embriyo ya da embriyoid olarak da adlandirilir. Somatik embriyogenezisin
iki tipi mevcuttur. Direkt somatik embriyogeneziste; embriyo kallus olusumu
olmadan direkt olarak somatik bir hiicreden olusur. Bu tip embriyogenezis i¢in ¢cok
geng bitki doku ve hiicreleri kullamlir. Indirekt embriyogeneziste; 6nce kallus daha
sonra bu kallustan somatik embriyolar olusur™.

Glinlimiize kadar, antepfisiginda yapilan somatik embriyogenezis
calismalarinin  ¢ogu olgunlagsmamis zigotik embriyolardan baglatiimigtir®®-7%,
Diisiik basar1 elde edilmesine ragmen Pistacia vera L. cv. 'Siirt' e ait olgun zigotik
embriyolarindan da somatik embryogenezis ¢alismalari yapllmlstnr3 139

Bunun yami sira son yillarda antepfistifinda somatik embriyolarin
cimlendirilmesi ve olgunlastiriimasi ¢alismalar yapilmaktadir'® ¥,

2.1.3. Mikroasilama Calismalari
Asilama, iki canli bitki dokusunun birlestirilmesidir. Asinin iki unsurundan

biri; bir veya birka¢ tomurcuk igeren bir siirgiin parcasi, digeri ise ¢imlendirilmig

tohum, koklendirilmis ¢elik ya da daldirilmig bitkiden elde edilen anac¢ kismidir.
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Mikro asilama, ya in vivo ya da in vitro yapilabilir. /n vivo mikro agilamada
cogaltilmasi istenilen anac, bitkiden alinan kiiciik bir ¢eligin, sera sartlarinda veya
bahgelerde yetistirilen bir anag iizerine asilanmasindan olusur. Diger taraftan in vitro
mikro asilamada, mikropropagasyon ile cogaltilan mikro celiklerin aseptik olarak
cimlendirilen tohumlardan elde edilen anaglarin iizerine agilanmasi s6z konusudur.

Antepfistiginin in vitro mikroasilanmasi igin Siirt antepfistig1 (Pistacia vera
L. cv. Siirt) cesidinin budanmisg agaclarinin, kdke en yakin kisimdaki yeni apikal
siirgiinlerden alinan eksplantlarini, 1 mgl_1 BA, 100 mgl_l kazein hidrolizat, igeren
MS besi ortaminda rejenere etmislerdir. Calismada in vitro mikro asilama
metodunun, dar meristemli yarma mikro as1 oldugu belirlenmis, en yiiksek mikro as1
basarisinin, %56.85 tutma oram ile 2-4 mm uzunlugundaki mikro ¢eliklerden elde
edildigi rapor edilmistir. Dogrudan kullanilan siirgiin ug¢larina gore in vitro destekli
siirgiin uclarinda daha iyi bir mikro celik gelisimi goriilmiis, mikro asilarin,
koklenme ortaminda kiiltiire alindigi zaman, zayif bir aksiller siirgiin gelisimi ve

yavas bir gelisme gézlenmistir25 .
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2.2. SITOGENETIK CALISMALAR

Bu boliimde antepfistigi ile ilgili simdiye kadar iilkemizde ve yurt disinda
yapilan sitogenetik calismalar derlenmistir. Pistacia cinsinin 1slah tarihi
incelendiginde, 1slah ve genetik calismalarin hem sitogenetik hem de molekiiler
diizeyde acilim gosterdigi goriilmektedir.

Tiir iizerinde yapilan ilk sitogenetik caligmalar tiiriin kromozom sayisinin

e . 40.41.13.42.43.44.45 46.47.48
tespiti yoniindeki calismalardir .

Bu anlamda bitkilerin
kromozom veya ploidi diizeylerinin belirlenmesi amaciyla degisik calismalarin
yapildigi ve degisik metotlarin kullanildigr goriilmektedir. Bunlarin basinda,
dogrudan kromozomlarin sayisinin belirlendigi kok uglarinda ezme preparat yontemi
ile kromozom sayimlar1 gelmektedir.

Zohary40, Pistacia cinsine yonelik kromozom sayilarini tespit etme yoniindeki
ilk calismalar1 gerceklestirmis ve yaptig1 calismada tiirlerin diploid kromozom
sayilarini sirastyla P.lentiscus’un 2n=24, P.atlantica’nin 2n=28 ve P.vera’nin ise
2n=30 oldugunu saptamustir.

Barghchi ve Alderson*' ile Ehsanpour42 ve ark.’nmin yaptiklar1 ¢alismada
P.vera’nin diploid kromozom sayisinin 2n=32 oldugunu rapor etmislerdir.

Onay13, materyal olarak P.vera’nin tohumlarindan elde ettigi kokleri tiiriin
kromozom sayisin1 belirleyebilmek i¢in kullanmis ve yaptigt uygulamada kok
uclarim 6ncelikle ilk islem cozeltisi olarak 1-monobromonaftalen igerisinde 4 saat
boyunca oda sicakliginda bekletmis, daha sonra fiksasyon islemini Farmer fiksatifi
icerisinde 24 saat oda sicakliginda bekleterek gerceklestirmis, hidroliz islemini 5 N

HCI igerisinde birka¢ dakika oda sicakliginda bekleterek ve son olarak boyama

islemini ise %3’lik lacto propiyonik orsein igerisinde 5 dakika bekleterek
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tamamlamistir.  Inceleme sonunda tiiriin diploid kromozom sayisiin 2n=30
oldugunu ve ploidi seviyesine rastlamadigini da rapor etmistir.

[ran’da yetisen bazi antepfisii tiir ve alt tiirlerinin ekolojik olarak
dagilimlan ve karyotipleri tizerine yapilan arastirmalarda sirasiyla diploid kromozom
sayilart P.vera igin, 2n=30, P.khinjuk i¢in 2n=24 ve bir alt tiir olan P.atlantica igin
2n=28 olarak belirlenmistir***.

Fasihi Harandi ve Ghaffari46, tiriin mayotik ve mitotik Ozelliklerini
belirlemek {izere yaptiklart caligmada, mayoz boliinme safhalarini incelemek
amaciyla materyal olarak, iran’da yetisen P.vera’ya ait ¢igek tomurcuklarini, mitotik
analizler icin ise kok uclarimt kullanmiglardir. Calismada, mikrosporlarda mayoz
boliinme basladiktan sonra, tomurcuklar 24 saat oda sicakliginda Piennar
sollisyonunda (6br %96’lik etanol: 3br kloroform: 2br propiyonik asit) fiske edilmis,
daha sonra asetokarmin boyasinda ezme preparat yontemi kullanilarak inceleme
yapilmigtir. Kok uglart ise dnce %0.5 kolsisin icerisinde 6n muameleye birakilmis,
ardindan 3 saat Piennar soliisyonunda fiske edilmis ve 1N HCI igerisinde 12 dk.
hidroliz edildikten sonra %2’lik asetokarmin boyasinda ezme preparatlar haline
getirilmistir. Sonug¢ olarak mayotik ve mitotik analizlerin tiiriin diploid kromozom
sayisinm 2n=30 olarak dogruladiginm bildirmislerdir.

Ghaffari ve Fasihi—Harandi47, fran’da yetisen P.atlantica’nin alt tiiri olan
cabulica, kurdica ve mutica ile P.khinjuk ve P.vera tiirleri iizerinde yaptiklarn
kromozom sayimi ve karyotip analizi ¢alismalarinda; P.khinjuk’un 2n=24 kromozom
icerdigini, bu kromozomlarin 7 c¢iftinin submetasentrik, 5 ciftinin ise metasentrik
sentromerli oldugunu bildirmislerdir.  P.atlantica’nin incelenen alt tiirlerinin

tiimiinde kromozom sayisinin 2n=28 oldugunu, bunlardan 3 ¢iftinin metasentrik 10
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ciftinin submetasentrik ve 2 ciftinin ise akrosentrik sentromerli oldugunu rapor
etmislerdir. Son olarak P.vera’nin ise 2n=30 kromozom tasidigin1 bunlardan 4 ¢iftin
metasentrik, 8 ¢iftin submetasentrik ve 3 ¢iftin de akrosentrik sentromer yapisinda
oldugunu belirtmiglerdir. Yapilan incelemelerin tiimiinde metasentrik ciftlerden
birinin heterokromatin yap1 gosterdigini ve bu kromozomlarin cinsiyet kromozomlari
olabilecegini de belirtmislerdir. incelenen tiir ve alt tiirlerin karyolojik incelemesinde
kok uclarini eksplant kaynagi olarak kullanmislardir. Kok uglarim %0.5°1ik kolsisin
ile 3 saat 20°C’de muamele ederek 24 saat Piennar soliisyonunda oda sicakliginda
fiske etmislerdir. Boyama islemini Fulgen ile yaparak %2’lik asetokarmin ile ezme
preparat hazirlanmistir.

Ila ve ark48, Pistacia cinsine ait tiirlerin kromozom sayimini belirleyebilmek
amactyla bir protokol gelistirmis ve c¢alismalarinda cinse ait 4 tiirlin (P.verq,
P.terebinthus, P.atlantica ve P.eurycarpa) kok uclarindan kromozom sayilarini
2n=30 olarak tespit etmislerdir. Calismada, Pistacia cinsine ait yukarida belirtilen 4
tiiriin tohumlarindan elde edilen kokler, ilk islem ¢ozeltisi olarak 1-bromonaftalen
icerisinde (22 saat- 24°C) bekletilmis, fiksasyon islemi i¢in Karnoy fiksatifi (24 saat
—24°C) kullanilmais, hidroliz islemi 1 N HCI icerisinde (25 dk. — 60 °C) yapilmis ve
boyama islemi ise Fuelgen igerisinde 2 saat karanlikta bekletilerek yapilmistir.

Ghaffari ve ark49, P.atlantica, P.khinjuk ve P.vera ya ait kok uglarindan
kromozom sayilarini belirlemek amaciyla yaptiklar bir diger ¢calismada, daha onceki
calismalarinda gelistirdikleri yontemi®” kullanarak, bu tiirlere ait diploid kromozom
sayilarini, P.atlantica i¢in 2n=28, P.khinjuk i¢in 2n=24 ve P.vera icin ise 2n=30

olarak bildirmislerdir.
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Pistacia cinsi lizerinde molekiiler diizeyde yapilan calismalar ise daha ¢ok
filogenetik (tiirler arasindaki akrabaliklar1 belirleme) ve morfolojik seviyede tiirii

50.51.52.53.54.55.56.57
tanima amaclh olarak yapilan caligmalardir .

Bu calismalara gore,
molekiiler caligmalarin kaynagini tiretildikleri bitkilerin DNA’lar1 olusturmaktadir.
Molekiiler markorler PCR temelli ve hibridizasyon temelli olmak iizere ikiye
ayrilirlar.  RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polymorphism) ve SSR (Simple Sequence Repeats) teknikleri PCR
temelli olup, son yillarda yaygin olarak tercih edilen molekiiler markor teknikleridir.

Louskas ve Pontikis™, P.lentiscus, P.terebinthus ve P.vera tiirlerine ait 10
farkli enzimin polen izozim Orneklerini filogenetik iliskilerini belirlemek amaciyla
calismiglardir.  Sonug¢ olarak P.terebinthus ile P.vera arasindaki benzerligin
P.lentiscus ile P.vera arasindaki benzerlikten daha yakin oldugunu belirlemislerdir.

Parfitt ve BadenesSI, Pistacia cinsine ait 10 tiirii ilk defa RFLP teknigini
kullanarak molekiiler diizeyde inceleyerek siniflandirmiglardir. Kloroplast DNA
profillerini baz alarak cinsi 2 seksiyon iizerinde karakterize etmislerdir. Terebinthus
seksiyonuna P.atlantica, P.chinensis P.khinjuk, P.integerrima, P.terebinthus ve
P.vera’yy; Lentiscus seksiyonuna ise P.lentiscus, P.mexicana, P.texana ve
P.weinmannifolia tiirlerini dahil etmislerdir.

Kafkas ve ark.”’, morfolojik veri ve RAPD teknigini kullanarak yabani
Pistacia  tirlerinin  taksonomik akrabaliklart ve genetik  varyasyonlarim
arastirmiglardir. Molekiiler diizeydeki calismalar sonucunda P.ferebinthus’un cins
icinde en 1rak tiir oldugunu, P.atlantica ve P.eurycarpa’nin ise birbirine en yakin tiir

cifti oldugunu bildirmislerdir.
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Kafkas ve Perl-Treves™, RAPD teknigini baz alarak P.atlantica,
P.eurycarpa, P.khinjuk, P.lentiscus, P.mexicana, P.palaestina, P.integerrima
P.terebinthus ve P.vera tiirlerinin DNA parmak izi analizini gerceklestirmislerdir.
Tiirleri, filogenetik analizleri sonucunda 2 ana gruba ayirarak ilk gruba; P.eurycarpa,
P.khinjuk, P.integerrima ve P.vera tiirlerini, ikinci gruba ise P.lentiscus, P.mexicana,
P.palaestina ve P.terebinthus tiirlerini dahil etmislerdir. Ayrica, P.palaestina’nin
P.terebinthus’un bir ¢esidi oldugunu bildirmislerdir.

Kafkas ve ark54, RAPD, ISSR ve AFLP yontemlerini kullanarak Tiirkiye’nin
gen kaynaklarinda bulunan 69 antepfistigt cesidini tanimlamislar ve bunlar
arasindaki genetik iligkileri belirlemislerdir. =~ Calismada, antepfistig1 cesit ve
genotipleri bakimindan gruplara ayrilmistir.

Kafkas ve ark.””, 17 yabani antepfistigt (P.vera) ve 3 Kkiiltiir c¢esidinin
molekiiler karakterizasyonunu AFLP teknigini kullanarak yapmislardir. Calismadan
elde edilen verilerde 17 yabani Afgan antepfistig1 ¢esidi bolgelerine gore gruplanmis
ve 3 kiiltiir formundan ayrilmistir.

Afzadi ve ark. yaptiklari caligmada AFLP teknigini kullanarak
antepfistigina ait 45 genotipi genetik farkliliklar1 bakimindan degerlendirmistir.
Analiz sonuglarina gore, antepfistigi genotiplerinin 4 grup altinda toplandigimi ve
ticari kiiltiirii yapilan genotiplerin I. ve II. gruplarda toplanarak, yabani tiplerden
ayrildigi rapor edilmistir.

Basha ve ark.”’, Suriye’de yetisen 37 bahceden topladiklari 114
antepfistiginda morfolojik ve molekiiler diizeyde analiz yapmislardir. Molekiiler

analiz i¢cin AFLP yontemini uygulamislardir. Calisma sonucunda, 25 disi antepfistigi
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cesidi tespit edilmis ve bunlardan bazilarinin daha once tespit edilen ¢esitler arasinda

yer almadig bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. MATERYAL

Bu ¢alisma 2005-2009 yillarinda Dicle Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji bolumii Biyoteknoloji laboratuarinda yiiriitiilmiistiir. Calismada
antepfistiginin  Siirt cesidine ait erkek ve disi antepfistifi siirgiinleri ve disi
antepfistigina ait tohumlan kullamilmistir. Calismada kullanilan materyaller 2005
yilinda Mayis-Haziran aylar1 arasinda Gaziantep Fistik Aragtirma Enstitiisii aragtirma
bahgelerinden alinmstir.

3.1.1. Antepfistigi Hakkinda Genel Bilgiler
3.1.1.1. Kiiltiir tarihi ve diinya iizerindeki yayilisi

Diinyanin en eski sert kabuklu meyvelerden biri olan Antepfistigi’nin kdkeni,
ilk olarak Etiler’in yerlestigi Giiney Anadolu’ya kadar uzanmaktadir. Antepfistiginin
tohumlar1 1. yilizyilin baslarinda, en 6nemli dogal yetisme alanlarindan biri olan
Suriye’den Italya’ya gotiiriilmiis ve diger Akdeniz iilkelerine de yayilarak
yetistirilmistir. Besin degerinin yiiksek olmasinin yaninda lezzeti; bu {iriiniin tarih
boyunca, diinyanin bir¢ok iilkesine yayilmasina ve farkli bolgelerde yetistirilmesine
neden olmustur. Ik kez 19.yy.’1n baslarinda ise Kaliforniya ve ABD’ye gétiiriilen
antepfistiginin  farkli fistik ¢esitleri  kiiltiire almmistur'>.  Vavilov’a gore,
Antepfistigi’nin iki gen merkezi bulunmaktadir. Bunlar; Hindistan’m kuzeyi,
Afganistan, Tacikistan ve Pakistan’1 icine alan Orta Asya Gen Merkezi ile Anadolu,
Kafkasya, iran ve Tiirkmenistan’1 kapsayan Yakin Dogu Gen Merkezi’dir’. Ulkemiz
ozellikle de Giineydogu Anadolu Bolgesi, yakin dogu gen merkezi igerisinde yer

almaktadir.
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3.1.1.2. Bitki sistematigindeki yeri

Antepfistiginin iiyesi bulundugu Anacardiaceae familyas: 82 cins ve 700’den
fazla tiirii kapsamaktad1r4. Cins kategorisinde detayl bir taksonomik ¢aligsma ilk kez
Zohary5 tarafindan yapilmistir. Arastirici, 11 Pistacia tiirii tammmlamig ve Pistacia
tirlerini 4 seksiyona (Lentiscella, Lentiscus, Butmela ve Terebinthus) bolmiustiir
(Cizelge 1). P.mexicana HBK, ile P.texana Swingle tiirlerini Lentiscella;
P.lentiscus L., P.saporte Burnat., ile P.weinmannifolia Poisson tiirlerini Lentiscus;
P.atlantica Dest. tiirlinii Butmela ve P.chinensis Bge., P.khinjuk Stocks, P.palaestina
Bois., P.terebinthus, ile P.vera L. tiirlerini de Terebinthus seksiyonlari altinda
toplamistir.
3.1.1.3.Genel morfolojik ve biyolojik ozellikleri

Antepfistigr 8-10 m.’ye kadar yiikselebilen, tek gdvdeli yayvan tiir bir tag
teskil eder (Sekil 3.1.1.3). Kok kazik seklinde, cok dalli, uzunlugu 5-6m ye kadar
varabilir. Dallar; gri renkli ve seyrektir. Bu meyve tiiriinde baslica ii¢ dal sekline
rastlanir:

—Odun Dallari: Uzerinde sadece siirgiin tomurcugu bulunur.  Agacin
biiylimesini ve ta¢ olusumunu saglar.

—Meyve Dallari: Ug boliimiinde siirgiin, yan boliimiinde meyve tomurcugu
bulunur. Bu dallar verimlilik bakimindan olduk¢a 6nem tagir.

—XKarnsik Dallar: Yan boliimiinde hem siirgiin hem de meyve tomurcugu
bulunur.

Yaprak; bilesik, 3-5 bazen 7 yaprakgiktan olusur. Karsilikli dizilmis olan
yapraklar tiiysiiz ve etli, mizragimsi-oval seklinde ve kenarlar1 diizdiir. Cicekler

dioik ve brakte ile birlikte bilesik salkimlar iizerinde yer alir. Disi cicekte salkim

27



daha biiyiik, seyrek yapili, genis, kisa sapli, 120-150 adet bir arada bulunurken, 1
pistilli olup, stigmas1 biiyiiktiir. Erkek cicekte ise salkim daha kiigiik, sik yapili, dar,
cok kisa sapli, topak goriiniislii ve 200-600 adet bir arada olup, 5-6 stamen birlikte
bulunur. Meyve sert ¢ekirdekli (drupa) olup, bir yillik dalda olusur. Ekzokarp acgik
krem, mezokarp baslangicta etlimsi sulu, olgunlastik¢a derimsi, endokarp ise sert ve
fildisi rengindedir'%.

Erkek ve disi antepfistigi agaclarinin birbirinden ayirt edilmesi konusunda
kesin bir yargi bulunmamasina ragmen ayirt etmede yararlanilan bazi hususlara
deginilebilir;

—Disi agacta tag¢ sistemi yanlara dogru genislemektedir. Dalciklar ile dallar
arasindaki ac1 genistir. Erkek agaclarda ise, bu ac1 daha dar olup dikine gelisen bir
dal sistemi olusur.

—Disi agaclarin yapraklar, genellikle 3-5 bazen 7 yaprakgiktan olusur.
Erkek agaclarin yapraklar ise daha cok 5-7 yaprakg¢iktan olusur. Ender olarak bir
yapragin 3 yaprakciktan olustugu erkek fertlere de rastlamak miimkiindiir.

—Disi agaclarin ¢icek gozleri, erkek agaglarin ¢igek gozlerine oranla yaklasik
olarak 2-3 kat daha kiiciiktiir.

—Disi cigek salkimlar seyrek yapili, daha uzun ve daha genistir. Erkek ¢icek
salkimlar1 ise, daha siki yapilidir.  Genel olarak 5-6 erkek organ (stamen)
bulundurur®.

3.1.1.4. Dollenme biyolojisi
Antepfistig1 dioik bir bitkidir. Esey organlarinda dikogami oldugu ig¢in

yabanci tozlagma gozlenir. Protandri (tezerlik) yaygindir. Bu nedenle, disi cicekler

dollenmeye hazir duruma gelmeden, erkek ciceklerde anterler patlayarak polenleri
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sacarlar. Anemofil oldugundan tozlagsma sekli riizgar ile olmaktadir ve dollenme,
tozlasmadan yaklasik olarak 20-28 saat sonra meydana gelmektedirl‘z.
3.1.1.5. Ekolojik istekleri

Sicak 1liman iklim bitkisidir. Antepfistig1 yetistiriciligi ¢ok 6zel bir iklim
gerektirir. Bu agaclarin, yazin 98-110 giin boyunca 30°C ve iistii, soguk kig
giinlerinde ise en az 1000 saat 7°C ve altindaki sicaklikta soguklamaya ihtiyaglar
vardir. Bu nedenle diinyada fistik yetistiriciligi yapilan yerler simirhidir. Akdeniz
kiyisinda yetersiz soguklanmadan zarar gorebilir.  Ciceklenmeden meyvenin
olgunlagmasina kadar sicaklik toplami yetersiz olursa i¢i dolmaz, bdylece sert kabuk
citlamaz ve dis kabuk zor ayrlir. Ilkbaharda yagisin az oldugu yerde sulama,
meyveleri irilestirir, verimi artirir. Sicak ve kuru riizgar (Samyeli), disicik tepesini
kurutur, déllenmeyi azaltir. Air ve Killi toprak harig her toprakta yetisebilir. Iran ve
A.B.D.’deki yetistiriciligin tamami sulu kosullarda ve verimli taban arazilerde
yapilmaktadir. Buna karsin iilkemizde antepfistig1 yetistiriciliginin sadece % 37,5’u
sulanabilir kosullarda, geri kalan % 62,5’u ise tamamen kuru sartlar altinda
yap11maktad1r7.
3.1.1.6. Saghik acisindan 6nemi

Antepfistign gerek iiretim gerekse dis satim kapasitesi yoniinden iilkemizin
onem arz eden iriinlerinden birisidir. Giinde 10—12 adet yenilen i¢ antepfistigi,
viicudun giinliik yag ihtiyacim karsilayabilmektedir. 100 gr antepfistig1 viicudun
giinliik protein, vitamin B; ve fosfor ihtiyacinin %35’ini karsilayabilmektedir
(Cizelge 3.2.1.2.). Antepfistiginda kolesterol yoktur. Kandaki kolesterol seviyesini
diisiiriir. Protein yoniinden 2 kat, fosfor yoniinden 4 kat sigir etinden daha istiindiir.

Vitamin E, B, C kompleksi bakimindan zengindir. ince bagirsakta glikoz emilimini
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azaltir ve kan sekerinin yilikselmesini onler. 100 gr antepfistifinda 4.0 gr posa
bulunur. Posa miktar1 yoniinden piring, patates ve bugdaydan (0.3 gr) daha

eo ges .. 8
tistiindiir’.
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3.2. METOT

Calisma temel olarak mikro¢ogaltim uygulamalar ve sitogenetik c¢alisma
seklinde iki grup olarak planlanmistir. Mikrogogaltim ¢alismalarinda, erkek ve disi
antepfistign apikal tomurcuklarindan kiiltir baslatilmasi, siirgiin cogaltimi ve
koklendirme asamalar arastirilmaya calisilmistir. Sitogenetik ¢alismalarda ise; elde
edilen kokler aracilifn ile erkek ve disi bireylerin genetik farkliliklarin belirlenmesi,
kromozom sayimlari, kromozomal yapi1 farkliliklarinin ortaya g¢ikarilmasi amaciyla
karyotip analizi ¢alismalar1 yapilmstir.

3.2.1. Mikrocogaltim Calismalari

Bitkiyi meydana getiren canl hiicrelerden herhangi biri uygun kosullarin
saglanmasi halinde, tekrar boliinerek ve farklilagarak tiim bitkiyi olusturabilecek
genetik bilgiye ve rejenerasyon kapasitesine sahiptir. Bitkisel dokularda gdzlenen bu
ozel yetenek, totipotensi olarak adlandirilmaktadir. Bitki doku kiiltiirii islemlerinde
ve 1slah calismalarinda kullanilan bitki rejenerasyonu yani bitkinin hiicre, doku ve
organ gibi kistmlarinin klonlanmasi, doku kiiltiiriiniin en onemli kismint olusturur.
Organize meristemlerden, heniiz olgunlasmamis veya olgunlagmasini tamamlamig
somatik hiicrelerden direkt (organogenesis veya somatik embriyogenesis) veya
indirekt (kallus, protoplast vb.) yollarla bitkilerin ¢ogaltilmas1 ve koklendirilmesi
islemine ise, genel olarak mikrocogaltim denilmektedir. Cogunlukla eksplant olarak
tepe (apikal) ve koltuk alt1 (aksiler) tomurcuklar secilmekle birlikte, farkli organlar
da eksplant olarak kullamlabilir’. Mikrocogaltimin genel olarak bitki yetistiriciligi
ve genetigi bakimindan 6nemi ve avantajlar1 agsagidaki gibi siralanabilir:

a) Hastalik ve zararlilardan arindirilmis bitkisel materyal elde edilmesi

b) Kitlesel iiretimde asagidaki yararlarin saglanmasi:
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— {retilen bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerlik (homojenite)
— alisilagelen yontemlerden daha kisa kiiltiir siiresi
— zor lretilen tiirlerin daha kolay tiretimi
— segilen belirli /iistiin genotiplerin hizli iiretimi
— {retimde daha az anag¢ kullanilmasi
¢) Somaklonal varyasyondan dolay1 yeni ¢esitlerin/ genotiplerin elde edilmesi
Mikrocogaltim yontemlerinden biri olan organogenesis, dokulara veya kallus
hiicrelerine baski uygulanarak degisikliklerin meydana gelmesi, siirgiin veya kok
primordiyumu olarak adlandirilan tek kutuplu, yeni dokularin ve vaskiiler sistemin
olusmasi olayidir. Direkt veya indirekt yollarla uygulanabilir (Cizelge 3.2.1.). In
vitro organogenesis lizerine yapilan arastirmalarin biiyiik bir kisminda etkin bir
cogaltimin olusabilmesi icin en Onemli kosullardan biri uygun bir eksplant
kaynaginin segilmesidirg.
Tez aragtirmasinin mikrogogaltim asamasinda yapilan ¢alismalar 6 ana baslhik
altinda siralanabilir. Bunlar;
a) Kiiltiire alinacak eksplantin se¢cimi ve hazirlanmasi,
b) Besi ortamlarinin igerigi ve hazirlanmasi,
—Biiylime diizenleyicilerinin stok soliisyonlarinin hazirlanmasi,
—Stok soliisyonlardan yararlanarak besi ortaminin hazirlanmasi,
¢) Sterilizasyon tekniklerinin gelistirilmesi,
d) Kiiltiir baglatma caligmalari,
e) Siirgiin proliferasyon caligmalari,

f) Koklendirme ¢aligmalari.
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3.2.1.1. Kiiltiire alinacak eksplantin secimi ve hazirlanmasi

Arastirmada bitki materyali olarak, Gaziantep Fistik Arastirma Enstitiisii
arastirma bahgelerinde yetisen disi ve erkek Antepfistigi (Pistacia vera L.)
agaclariin genellikle siirgiin tepelerinde bulunan apikal tomurcuklar ile disi agacglara
ait olgun tohumlar kullamilmistir. Apikal siirgiin tomurcugundan itibaren 20 cm
boyunda kesilen ¢elikler, nemli temiz bezlere sarilarak plastik kaplar i¢inde karanlik
bir ortamda laboratuara getirilerek deney giiniine kadar +4 C’de buzdolabinda, olgun
tohumlar ise kuru sartlar altinda muhafaza edilmistir.
3.2.1.2. Besi ortamlarimnin icerigi ve hazirlanmasi

Her bitki tiirli icin kullanilan besi ortamlar1 benzer maddeleri i¢cermektedir.
Fakat kiiltir amacina ve bitki Ozelligine baglhi olarak ortam bilesimi ve
konsantrasyonlarinda degisiklik olabilmektedir. Hiicre, doku ve organlar ancak
uygun besin maddelerini iceren ortamda gelisebilir. Biitiin besin ortamlarinin temeli
gerekli makro ve mikro elementlerin mineral tuzlan ile karbon kaynagi olarak
sekerin belirli miktarlarda karistirilmasidir. Ancak, her bitki ve uygulanacak kiiltiir
tirii icin bu temel elementlere ¢esitli organik ve inorganik bilesiklerde ilave
edilmektedir. Cesitli arastiricilar tarafindan hazirlanmis olan ve onlarin adlar ile
anilan besin ortamlar1 bulunmakta olup, MS, B5 ve LS bunlara 6rnek olarak
verilebilir. Bu arastirmada kiiltiir baslangic1 ve siirgiin ¢ogaltimi asamalarinda
yapilan literatiir arastirmalari sonucunda besi yeri olarak MS (Murashige ve Skoog)'”
ortami1 kullanilmistir. MS ortaminda bulunan maddeler ve konsantrasyonlar1 Cizelge
3.2.1.2. ’de gosterilmistir.

Tartilacak madde cesidinin ¢ok sayida ve tartilacak madde miktarlarinin az

olmas1 nedeniyle her ¢alisma aninda maddelerin tek tek tartilmasi hem zor hem de
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cok zaman kaybina yol acacagindan cesitli konsantrasyonlarda stok c¢ozeltiler
hazirlanmis ve besin ortami hazirlanirken bu stok ¢ozeltilerinin ortamin gerektirdigi
konsantrasyonu icerecek miktarlar1 kullanilmistir. Bu nedenle MS Ana soliisyonu,
Mikro Elementler—1 ve Demir Kelator karisimlarindan 1000cc; Mikro Elementler—2,
Vitamin Karistmi ve B1 Vitamini karisimlarindan ise 100cc hazirlanmistir.
Bilesenlerin karisimda bulunmasi gereken miktarlar1 hassas terazide tartilmistir.
1000 cc’lik bir balon joje icerisine 100 ml bidistile su ilave edilmis ve igerisine bir
magnet atilip magnetik karistirici {izerine yerlestirilmistir. Daha sonra karigimi
olusturacak olan elementler sirasi ile balon joje igerisine ilave edilmistir. Cozeltideki
elementler iyice ¢oziindiikten sonra, Olcii silindiri yardimi ile ¢ozeltinin hacmi
bidistile su ile 1000cc’ye tamamlanmistir. 100cc’lik karigimlarin da ayr1 ayri stok
solisyonlar1 balon joje icerisinde hazirlanmistir.  Hazirlanan stok cozeltiler,
bozulmalarin1 6nlemek icin renkli cam siselere konulup agizlar1 disaridan hava
girisini Onleyecek bi¢cimde sikica kapatilmis ve iizerlerine kullanilan madde, formiil,
konsantrasyonu ve hazirlama tarihi yazili etiketler yapistirilarak +4 C’de
buzdolabinda saklanmaistir.

3.2.1.2.1. Biiyiime diizenleyicilerinin (hormonlar) stok soliisyonlarinin
hazirlanmasi: Besi ortamlar icin gerekli olan BA, Kinetin, GA; ve IBA
hormonlarinin stok soliisyonlari, besi ortamlarinin stok c¢ozeltisi gibi hazirlanmistir.
Calismamizda  kullanilan  bilyiime  diizenleyicilerinin ~ (hormonlar)  stok
solisyonlarinin hazirlanmasi1 Cizelge 3.2.1.2.1. de verilmistir. Hazirlanan stok
soliisyonlarin pH’s1 dikkatli bir sekilde 5.0’a ayarlanarak pyrex sise icinde

buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.1.2.2. Stok Soliisyonlardan Yararlanarak Besi Ortamumin Hazirlanmasi:
Arastirmada kullanilan standart MS besi ortaminin hazirlanmasinda Cizelge
3.2.1.2.2. deki yontemler izlenmistir. Kiiltiir baslangic1 ve siirgiin proliferasyonu
asamasinda 1/1 MS oraninda besi yeri hazirlanmistir. Koklendirme calismalarinda
ise siirgiinler 1/2 MS oraninda besi yerine aktarilmistir.

Kiiltiir baslangici ve siirgiin ¢ogaltimi1 asamalarinda kullanilmak iizere bir litre
standart MS besi yeri hazirlamak icin 1 litrelik erlenmayer igerisine 750 cc bidistile
saf su birakilmigtir. +4°C’de muhafaza edilen stok soliisyonlar Cizelge 3.2.1.2.2’de
belirtildigi miktarlarda alinarak erlenmayere ilave edilmistir. Karistmin hacmi
bidistile su ile 1000 cc’ye tamamlanmis ve dnceden kalibrasyonu yapilmis olan pH
metrede, 1 N NaOH ve 1 N HCI yardim ile karistmin pH's1 5.8’e ayarlanmis ve
takiben bitki biiylime diizenleyicileri eklenmistir. Ortamin katilastirilmasi igin

5.650g agar ilave edilmis ve alimiinyum folyo ile siki bir sekilde sarilmistir. Karisim

otoklavda 121 OC ‘de 1.2 bar basin¢ altinda 20 dakika siire ile sterilize edilmistir.
Besi ortamu steril laminar flow kabin icerisinde Magenta GA7 kaplarina aktarilmis ve
besi ortaminin sicakligr oda sicakligina diisiip katilastiginda, kapaklar1 kapatilarak
kullanilmak iizere bekletilmistir.
3.2.1.3. Sterilizasyon teknikleri

In vitro doku kiiltiiriinde en 6nemli nokta sterilizasyon islemleridir. Isi, filtre,
kimyasal ve diger malzemeleri (steril eldiven, UV 1smlarnt vb.) kullanarak
mikroorganizmalar1 ve sporlarim 6ldiirme islemine kisaca sterilizasyon denir.
Mikroorganizmalar en yaygin kontaminasyon kaynagidirlar. Viriisler ve

mikoplazma tiirii organizmalar ise kolay tespit edilemediklerinden en tehlikeli
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olanlanidir. ~ Sterilizasyon, sterilize edilecek yer ve materyale goére 3 kisimda
degerlendirilebilir:

1) Calisma alaninin sterilizasyonu

2) Kullanilacak alet, ekipman, kaplarin ve besin ortamlarinin sterilizasyonu

3) Yiizey sterilizasyon tekniklerinin belirlenmesi ve bitki materyalinin

sterilizasyonu

3.2.1.3.1. Caliyma alammn sterilizasyonu: Steril sartlar altinda ekimin yapildigi yer,
laminar flow kabininin icerisidir. Kabin i¢i ve steril oda kullanilmadan énce %96’lik
alkol ile silinmistir. Kabinin UV-C lambasi1 acilarak ekim islemine kadar kabinin
steril kalmasi saglanmistir. Zemin ve kabin ¢evresi %10’luk ticari sodyum hipoklorit

(NaOC(l) ile temizlenmistir.

3.2.1.3.2. Kullanilacak alet, ekipman, kaplarin ve besin ortamlarinin
sterilizasyonu: Ekimde kullanilan Magenta GA7 kiiltiir kaplan iki katli aliiminyum
folyo icine sarilmis ve otoklavda 121'C’de 25 dakika 15 PSI 1s1 basmci altinda
sterilize edilmistir. Kiiltiir islemleri esnasinda kullanilan pens ve bistiiriler, 6nce
%96’11k etil alkol ile silinip 10’arli gruplar halinde aliiminyum folyolara sarilarak,
etiivde 280-300°C’de yarim saat siire ile sterilize edilmistir. Filtre kagitlan ise, iki
kat ambalaj kagitlarina sarilarak, etiivde 180°C’de iki saat siire ile sterilize edilmistir.

Erlen, balon joje, beher gibi cam malzemelerin sterilizasyonu 180°C’ lik
etiivde 2 saat; meziir, pipet gibi 1siya dayaniksiz cam malzemeler ise 60°C’ lik

etiivde 2 saat bekletilerek yapilmistir. Kiiltiir besi ortamlar1 otoklavda latm. basing
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altinda 121°C’de 25 dakika sterilize edilmistir. Tohum ve eksplantlar1 yikamada
kullanilan saf sular ise 180°C’ lik etiivde 3 saatte sterilize edilmistir.
3.2.1.3.3. Yiizey sterilizasyon tekniklerinin belirlenmesi ve bitki materyalinin
sterilizasyonu: Erkek ve disi antepfistigi tomurcuklarinin dekontaminasyonu ve
aksenik gelismesine % 10, 15, 20, 25 ve 30’luk NaOCl’nin farkh
konsantrasyonlarinin ve farkli immersiyon siirelerinin (30, 35, 40, 45 ve 50dk) etkisi
arastirilmastir.

+4°C’de buzdolabinda muhafaza edilen erkek ve disi antepfistig1 agaclarindan
alman tomurcuklar 2-3 cm boyunda govde parcalariyla birlikte musluk suyunda 3-5
dakika yikandiktan sonra, %70’lik alkol icerisine alinarak 40 sn bekletilmistir. Daha
sonra NaOCl’'nin farkli konsantrasyonlar1 (% 10, 15, 20, 25 ve 30) igerisinde ve
farkli immersiyon siireleri (30, 35, 40, 45 ve 50dk) denenerek yiizey sterilizasyonu
gerceklestirilmistir. NaOCl’den ¢ikarilan tomurcuklar sterilant bulasigindan
uzaklastirilmak icin saf su ile 5’er dakika 7 kez durulanmustir. Steril edilen
tomurcuklar, steril kabin icerisine birakilan filtre kagitlar {izerine birer birer alinarak
kurulanmistir.  0.5-1 cm uzunlugunda govde pargali olacak sekilde kesilmis ve
fenolik bilesiklerinden arindirilmak i¢in yaklasitk bir saat steril saf suda
bekletilmistir. Steril pens ve bistiiri kullanilarak tomurcuklarin dis kabugu soyulmus,
standart 1/1 MS besi ortami bulunan Magenta GA7 kaplarina her bir kiiltiir kabina 4
tomurcuk olacak sekilde inokiile edilmistir. Besi ortamina ekilen tomurcuklar
25+2°C’de 16/8 saat fotoperiyot uygulamasinda, 1500 likks 151k altinda 4 hafta

muhafaza edilmistir.
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3.2.1.6 Kiiltiir baslatma calismalari

Proliferasyon asamasinda kullanilacak apikal tomurcuklardan elde edilecek
siirgiinlerin bir kontrol grubu ile birlikte sitokinin tipi bakimindan 1 mglf1
konsantrasyonlarinda hazirlanmis BA ve Kinetin hormonlarinin etkisi aragtinnlmstir.
Kiiltiir baglatma c¢alismalan siiresince yapilan deneylerdeki her uygulama icin 20
materyal kullanilmistir.

Elde edilen apikal siirgiinler 1 mgl™" konsantrasyonlarinda hazirlanmis BA ve
Kinetin hormonlar1 igeren standart 1/1 MS besi ortamlarinda kiiltiire alinmistir.
Ekimi yapilan kiiltiir kaplari, 25+2°C’de 16/8 saat fotoperiyot uygulamasinda, 1500
liikks 151k altinda 4 hafta biiyiime odasinda muhafaza edilmistir.
3.2.1.7 Siirgiin proliferasyon calismalari

Erkek ve disi antepfistigi apikal tomurcuklarindan elde edilen siirgiin
uclarinin proliferasyonuna BA’nin 0.25, 0.5, 1, 2 mglf1 konsantrasyonlarindaki etkisi
aragtirilmigtir.  Alt kiiltiir asamasinda elde edilen siirgiinlerin gévde uzunlugunu
arttirict etkisi bilinen gibberellik asitin (GA3) farkli konsantrasyonlarini (0.25, 0.5, 1
ve 2 mgl™") iceren 1 mgl™' BA ile destekli kombinasyonlarin etkisi test edilmistir.
Alt kiiltiire alinan siirgiin uglart steril kurutma kagidi tizerinde kurutulduktan sonra
her bir parametreye uygun sekilde hazirlanan standart 1/1 MS besi ortaminda kiiltiire
almmigtir.  Ekimi yapilan kiltiir kaplar, 25+£2°C’de 16/8 saat fotoperiyot
uygulamasinda, 1500 liiks 1s1k altinda 4 hafta inkiibe edilmistir.
3.2.1.8. Koklendirme calismalari

Erkek ve disi antepfistigl siirgiinlerini koklendirme asamasinda, 15-20 alt
kiiltiir siiresince siirgiin boyu yaklagik 3cm uzunluga ulasan siirgiinler kullanilmstir.

Siirglinler kok olusumu icin farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig IBA
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soliisyonlarinda (0.5, 1, 1.5, 2, 5, 10gr/1) farkl siirelerde (10, 20, 30, 40 ve 50sn)
bekletilmigtir. Siirgiinlerin kok olusumunu stimiile amaglh olarak daldirma yontemi
denenmistir. Biitiin denemelerde koklenme soliisyonlarina daldirilan siirgiinler, 1/2
MS kuvvetinde ve hormonsuz besi ortamina aktarilmistir. Ekimi yapilan kiiltiir
kaplari, 25£2°C’de 16/8 saat fotoperiyot uygulamasinda, 1500 liikks 151k altinda 4

hafta inkiibe edilmistir.
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3.2.2. Sitogenetik Calismalar

Silene latifolia (ballica), Rumex acetosa (kuzukulag1) gibi bitkiler de tipki
Pistacia vera (antepfistig1) gibi, cift evcikli (dioik) bitkiler grubunda yer aldigindan,
bu bitkilerin her bir cinsi iizerinde sadece tek bir cinsiyete ait (erkek veya disi) olan
cicekler bulunmaktadir'''?. Ancak P.vera ise tam bir dioik yapi gosterir. Disi
cicekler stamen icermedikleri gibi olgun erkek cicekler iizerinde de herhangi bir disi
yapiya rastlanmaz'®. Evrimlesme siireci diisiiniildiigiinde heniiz yeni olarak ortaya
cikmasina ragmen, dioik yapinin cicekli bitkilerde yaygin olarak goriilen bir durum
oldugu soylenebilir. Diinya iizerinde mevcut 240.000 angiosperm tiiriiniin % 6 sini,
dioik tiirlerinde dahil oldugu toplam 13.000 angiosperm cinsinin ise yaklasik olarak
% 7’sini dioik yapiya sahip bitkilerin olusturmasi, dioikligin ¢icekli bitkilerin evrimi
sirasinda bir¢ok kez ortaya ciktigini gbstermektedir14. Angiospermlerin ¢ogu, ¢icek
yapilar iizerinde erkek (stamen) ve disi orgamin (karpel veya pistil) birlikte
bulundugu hermafrodit yapidadir. Cicekli bitkilerin yaklasik % 10’u ise tek tip cicek
iiretirler. Ornegin; musir (Zea mays)’da erkek ve disi cicekler ayr1 ayr cicek
yapilarim gelistirdigi i¢in, tek evcikli (monoik) bir bitkidir. Bitki tiirlerinin ¢ok az
bir kismu tek cinsiyetli bir yapiya sahiptir (bir ferdin yalnizca erkek ya da disi gamet
olusturmas1). Cicekli bitkilerde cinsiyet belirlenmesini kontrol eden mekanizmalar
oldukga farkli ve cesitlidir. Cinsiyetin belirlenmesi, tiim tiirlerde en ¢ok genotipik
karakterler tarafindan kontrol edilir. Ancak cinsiyeti belirleyen mekanizmalar, bir
kromozom {izerinde yer alan tek bir kontrol bolgesinden (lokus) (6r: incir, Ficus
carica"), iizerlerinde cinsiyetin belirlenmesi icin cesitli baglanti bolgeleri tasiyan
cinsiyet kromozomlarina (6r: ballica, Silene latifoliam) kadar cesitlilik gosterirler.

Bununla birlikte bitkisel hormonlar da, tiirden tiire degismek kaydiyla cinsiyet
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olusumunu etkilemektedir'”. Cinsiyet kromozomlarinin tiimiiniin, otozomlardan
koken aldiklarma inanmilir. Bu baglamda ilk X ve y kromozomlarimin, cinsiyet
olusumunda basit bir diallel yap1 gosteren sisteme sahip olduklart da
diisiiniilmektedir'™

Birbirinden olduk¢a degisik tiirlerde, heteromorf cinsiyet kromozom
sistemlerinin evrimlesmesi, s6z konusu tiim tiirlerde aym1 veya benzer nedenlerden
dolay1, aym olaylarin gerceklestigini akla getirmektedir'®. Genetik yapiy1 olusturacak
sifrelerin cinsiyet kromozomlari iizerinde toplanmasi, cinsiyet ile ilgili genlerin ise
cinsiyet kromozomlar1 iizerinde yogunlasmasina ve X ve y olarak adlandirilan bu
kromozomlarm bir¢cok bolgesinde rekombinasyonlarin kontrol ettigi bir seksiiel
dimorfizmin olusmasina neden olmustur19'20'21'22.

Seksiiel dimorfizm kisaca su sekilde 6zetlenebilir:
(a) Cinsiyet olusumu bir noktada birlesen bir degisim yoluyla ortaya c¢ikan,
benzerlikler gostermektedir (Or: erkek heterogameti, yaygin seksiiel dimorfizm ve X
kromozom miktarinin dengelenmesi gibi). Cinsiyet olusumu, biiyiik bir olasilikla,
bitki gelisiminde ayni temel problemlere evrimin iirettigi bir dizi ¢6ziim olarak
ortaya c;lkmlstur23 .
(b) Bitkiler, X ve y cinsiyet kromozomlarinin olusum siirecinin ¢ok erken safhalarina
erisebilme sans1 sunduklar i¢in, cinsiyet olusumunun evrimi ¢alismalarinda anahtar
oyunculardir'®,

Iki cinsiyet, bircok farkli biyolojik fonksiyonlar: gormelerine ragmen ortak
bir gen havuzunu paylasirlar. Memelilerde oldugu gibi, y kromozomunun varligi ya

da yoklugu, disi ve erkek iireme (reprodiiktif) organlarinin olusumunu saglayabilir.

41



Boylece, cinsiyet olusumunda y kromozomunun dominant ve aktif kromozom
oldugu soylenebilir'®.

Dioik erkek genomunun genel olarak ii¢ niikleer alt genomun birlesiminden
olustugu soylenebilir: (1) otozomlar (cinsiyet kromozomu disindaki kromozomlar),
(2) X (disi) kromozomu ve (3) y (erkek) kromozomu.

Bununla birlikte cinsiyet kromozomlar1 ve dioikligin, sadece otozomlara
sahip olan hermafrodit atalardan tiiredigi neredeyse kesin olarak bilinmektedir.
Giiniimiize degin yapilan aragtirmalar sonucu artan bulgular, hermafrodit olan bu
atalarin bazilarinda, erkeklik ve disilik fonksiyonlarindan sorumlu genlerin ortaya
cikmig olmasini, Onceleri bu genlerin epigenetik olarak baskilandigi, ancak daha
sonralar1 ise evrimsel siiregte erkek ve disi bireyler ile bunlara ait cinsiyet
kromozomlarmin olustugu sonucunu ortaya glkarmaktadlr24.

Xy cinsiyet sistemine sahip dioik bitkiler, modiiler ve sekansal gelisim
yeteneklerine sahip tipik c¢icekli bitkilerdir ve ayn1 zamanda iireme sekilleri
bakimindan hayvanlara benzetilirler. Bu nedenle cinsiyet kromozomlarinin
evriminin (gelisiminin) tam olarak anlasilmasi, dioik bitkilerin cinsiyet olusturma
mekanizmalarinin, incelenmesi yoluyla miimkiin olacaktir.

Kromozomlarim yapi1 ve kalitimlarinin cahisilmasit sitogenetik olarak
adlandirilir.  Kromozom analiz calismalari, bitkilerin gelisim basamaklarim
belirlemede, varyasyonlarin tespitinde ve genel olarak bitki genetigine ait pek ¢ok
soruyu aydinlatmada bize yardimci olur. Kromozomlarin morfolojik goriintimleri ve
varsa sayilar, tiirler arasindaki evrimsel farkliliklann makro diizeyde gormemizi

saglar. Bir tiire ait kromozomlarin sayisal ve morfolojik yonden tespit edilmesi,
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tiriin, alt tlirlerinden ve/veya c¢esitli  ekolojik  farkliliklarin  yarattig
varyasyonlarindan farkini gtisterir25 .

20.yy’1n ilk ceyreginden sonra bitkilerdeki kromozom sayilarinin yaninda
morfolojik Ozellikleri konusunda da calismalar yapilmaya baslanmistir. Boylece
kromozomlarin uzunluklari, sentromerlerinin yeri, ikincil baglantilart ve
satellitlerinin varligt veya yoklugu gibi 6zellikler bakimindan degerlendirmeye
alinmistir’®. 1970’1i yillarin basinda G-, R-, C- ve NOR (giimiis boyama) bantlama
teknikleri basarili uygulamalarda kullanilmaya baslanmig, bunu High-Resolution
bantlama teknikleri ve Fleurosan In situ Hibridisation (FISH) teknikleri izlemistir.

Kromozomlar, genetik bilginin aktarilmasinda is goren yapilardir. Mayoz ve
mitoz boliinmelerinin metafaz safthasinda belirgin bir hal alirlar.  Normal viicut
hiicreleri biri anneden, digeri babadan gelen birer kromozom takimina sahiptir. Bu
es kromozomlarin (esey kromozomlari hari¢) sekil ve biiyiikliikleri birbirine esittir.
Boyle hiicrelere “somatik hiicreler” denir. Bu hiicreler kromozom sayis1 bakimindan
diploid’tir ve “2n” seklinde gosterilir. Esey hiicrelerinde, ergin gametlerde ve bazi
ilkel canlilarda ise tek kromozom seti bulunur. Bdyle hiicrelere ise “germinatif
hiicreler” denir, kromozom sayis1 bakimindan da haploid’tir ve “n” ile gosterilir.
Haploid kromozom takiminin ikiden fazla bulundugu duruma ise “poliploidi” denir.
Poliploidilerin adlandirilmasi, kromozom sayisina gore yapilmaktadir. 3n, triploit;
4n, tetraploit; 5n kromozom sayisi ise pentaploit seklinde adlandirilir.

Kromozomlar bazi 6zel bolgelerden olugmaktadirlar:

Kromatid: Kromatinlerin protein iskelete sarilmasi ile ortaya cikan yapilardir

ve kromozomun kollar gibi goriiniirler. Sentromerin her iki tarafindaki kromatidler
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kromozom kolu olarak adlandirilirlar. Kardes kromatidler birbiriyle tamamen ayni
olan genetik bilgiyi tagirlar (Mayoz I’in krossingover’ina kadar).

Telomerler: Kromozomlarin u¢ kisimlarinda bulunan 6zel DNA dizileridir.
Kromozom uglarinda hem kendi iizerine katlanmasin1 hem de diger kromozomlara
yapigmasini engelleyerek kromozomun biitiinliigiinde biiyiik rol oynarlar.

Replikasyon baslangic noktasi (Origins of Replication, ORI): Isik
mikroskobu ile gorillememesine ragmen, biitiin kromozomlar en az bir tane DNA
sentezinin basladigi bolge igerirler. Okaryotik kromozomlarda birden fazla ORI
bolgesi bulunur.

Sentromer: Spesifik proteinlerin baglandigt DNA dizileridir. Bu proteinler
arasindaki kinetokor proteinleri, mayoz ve mitoz bdliinmelerin anafaz sathalari
esnasinda kromozomlarin ig ipliklerine tutunarak hiicrenin kutuplarina dogru hareket
etmelerini saglarlar. Sentromer kromozomu iki kola ayiran ve sitogenetik bir
belirleyici olarak goriinen primer yapi (bogum) olarak tanimlanir. Bir kromozomun
en onemli bolgesi sentromeridir.

Kromozomlarin morfolojileri, sentromerin tipi ve durumu ile genis oranda
belirlenebilir. Sentromerlerin bulundugu yere goére kromozomlar medyan,
submedyan veya subterminal olarak adlandirilir (Cizelge 3.2.2.). Medyan
sentromerli kromozomda, sentromerin iki yaninda bulunan kromozom kollar
birbirine hemen hemen esittir. Submedyan sentromerli kromozomda, sentromer
kromozomu iki esit kola bolmez, bir kol 6teki koldan daha uzundur. Subterminal
sentromerli (telosentrik) bir kromozomda ise, sentromer kromozomun sonunda yer
alir. Ancak kromozomun sonunda bulunan sentromerden sonra c¢ok kiiciik de olsa bir

kromozom pargas1 bulunmaktadir 7
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Karyotip, karyogram ve idiogram kromozomlarin say1 ve morfolojilerine
dayanan, kromozomlar1 teshis etmeye yarayan sitogenetik yontemlerdir. Bir
karyotip analizinin omurgasin1 kromozomlarin; toplam kol uzunluklari, kol oranlari,
nispi boylar1 ve sentromerik indeksleri olusturmaktadir. Karyogram; kromozom
ciftlerinin (homolog kromozomlarin) uzun boydan kisa boya kadar gittik¢e kiigiilen
bir siraya konulmasidir. Idiogram ise; karyogramin diagramatik sekilde cizilmesidir.
Bir karyotip analizinin hesaplanmasi, mitotik kromozomlarin 6lgiilmesi islemine
dayanir. Mitotik kromozomlarin elde edilmesi ve Olgiilebilir duruma gelmesi 5
adimda gerceklestirilmektedir. Bunlar sirasiyla; ilk islem, fiksasyon, hidroliz,
%70’1ik etil alkolde depolama ve boyama evrelerinden olugsmaktadir.
3.2.2.1. Preparatin hazirlanisi

Bu arastirmada, in vitro olarak yetistirilen olgun erkek antepfistig1 fidanlarina
ve in vitro ortamda ¢imlendirilen antepfistigi tohumlarina ait kokler incelenmistir.
Sitogenetik ¢aligmalar i¢in kullanilacak olan erkek antepfistigi  kokleri,
mikrocogaltim asamalar1 sonucunda elde edilmis ve eksplant kaynagi olarak
kullanilmistir. Mitotik boliinme ve kromozom morfolojilerinin en 1iyi
gbzlemlenebildigi materyaller kok uglaridir. Bu nedenle materyal olarak kok uglart
secilmistir.  Calismamizda ayrica, analiz sonuglarinin giivenirlili§i acisindan
incelenen tiim plaklarin metafaz olmasina dikkat edilmistir. Yapilacak inceleme igin
erkek antepfistigi siirgiinlerine ve tohumlarina ait koklerden yaklasik olarak 2-3 cm
uzunlugunda olanlar secilmistir.
3.2.2.1.1. Ilk islem: Karyotip analizinin ilk asamasim ilk islem olusturmaktadir.
Amag, hiicre boliinmesini metafazda durdurmaktir. Bu maddeler (P-diklorobenzen,

kolsisin, o-monobromonaftalen, 8-hidroksikinolin vb.) ig iplik¢iklerinin yapisini
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bozarak kromozomlarin ekvator bolgesinde toplanmasini engellemektedirler.
Metafaz, karyotip analizlerinde 6nemli bir konuma sahiptir. Kromozom say1 ve
morfolojilerinin en iyi gozlemlenebildigi evreyi olusturur. Bu amagla keskin bir jilet
araciligr ile kesilen erkek bireye ve tohumlara ait 1-2 cm’lik kok uglan farkh
parametrelerin bulundugu ortamlara alinnustir. ilk islem uygulamasinda denenen
parametreler ve hazirlams1 Cizelge 3.2.2.1.1."de verilmistir.

3.2.2.1.2. Fiksasyon: Sitogenetik arastirmalarda kullanilan fiksatif sayis1 cok fazla
degildir. Kromozomlarin canlinin hayattaki durumuna miimkiin oldugu kadar yakin
bir durumda tespiti Oonem tasir. Bu amacla ilk islemden alinan kok uglart farkl
fiksasyon parametrelerinde fiske edilmistir. Denenen parametreler ve parametrelerin
hazirlanis1 Cizelge 3.2.2.1.2.”de verilmistir.

3.2.2.1.3. Depolama: Fiksasyon isleminden sonra materyallerin hepsini bir giinde
inceleme olanagr bulunmadigindan materyalin uzun siire bozulmadan saklanmasi
gerekmektedir. Bu islem icin genellikle %70’lik alkolde bekletilerek depolama
yapilmaktadir. Materyaller asetik asit c¢ozeltisinden armdirilmak iizere %70’lik
alkolde oda sicaklik derecesinde 5’er dakika olmak iizere 2 defa yikanmis ve daha
sonra buzdolabinda +4°C’de %70’lik alkol igerisinde uzun siire muhafaza edilmistir.
3.2.2.1.4. Hidroliz: Alkolden cikarilan kok uglari, alkol bulasigindan arindirilmak
amaciyla bir miiddet su ile yikanmistir. 1 ve 5 normalitelerde hazirlanmis HCI
parametreleri ile hidroliz islemi gerceklestirilmistir. Hidroliz, dokularin hiicrelerini
birbirinden ayirip onlarin daha iyi gozlenmesi bakimindan Onemlidir. Boylece
dokular aralarinda birlestirici bir kuvvet bulunmayan hiicreler y1gim1 durumunu alir.
Hidroliz i¢in zaman, sicaklik derecesi ve HCl'in konsantrasyonuna dikkat

edilmelidir. Hidroliz biitiiniiyle materyalden materyale degisiklikler gosterdigi gibi,
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yapilan boyamalarda kromozomlarin optimum boyayr almasida en Onemli
kurallarindan birini olusturmaktadir. Denenen parametreler ve parametrelerin
hazirlanis1 Cizelge 3.2.2.1.4.’te verilmistir.

3.2.2.1.5. Boyama: Teknigin son basamagini olusturan boyama asamasinda Aseto-
karmin, Fulgen, Hematoksilen, Aseto-orsein gibi boya parametreleri denenmistir. Bu
asamada, kok uclarindaki hiicrelerin c¢ekirdegi ve kromozomlarin boyandig
meristematik bolge yani kok uglarinin 1-3 mm kadar olan en u¢ kismi daha koyu bir
renk alir. Uygulanan boyalarin hazirlanisi sirasiyla verilmistir.

Aseto- karmin Boyasinin Hazirlanisi:

— 55cc bidistile su ile 45cc glasial asetik asit karigtirilarak %45°lik asetik asit
¢ozeltisi hazirlanir.

— 100cc, %45’lik asetik asit balon joje icerisine birakilir.

— Balon joje, bir kapta kaynayan su igerisine oturtulur. 10dk. 1sitilir. Asetik asitin
sicakligl kaynayan suyun derecesine ulastirilir.

— 1 gr toz karmin alinir, kaynayan aside yavas yavas aktarilir.

— Boya sogutulur ve dibe ¢oken tortu alinmaksizin bagka bir balon jojeye aktarilir. 2
damla demir asetatin sudaki doymus ¢ozeltisinden damlatilir.

— 12 saat bekletilir. Boya siiziilerek buzdolabinda muhafaza edilir.

Fulgen Boyasinin Hazirlanist:

— 1gr kristal halinde fuksin bazik (parafuksin) alinir.

— Bu fuksin bazik, kiiciik bir havanda veya 8—10 cm capinda bir saat camu i¢inde
ezilir.

—500 cm?liikk bir erlenmayerin dip kismina, kabin etrafina bulastirmadan bu

ezilmis, toz haline getirilmis fuksin bazik konulur.
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— Bir baska erlenmayerde 200 cm?¥’litk damitik su kaynatilir.
— Toz halindeki fuksin bazik iizerine bu kaynamis damitik su, yavas yavas dokiiliir
ve 50°C’ye soguyana kadar devaml olarak karistirilir.
—20 cm3 N HCl ilave edilerek olusan karisim siiziiliir.
— 2 gr potasyum metabisiilfit (K,S,0s) ilave edilir.
— Boya agz1 iyice kapatilmis bir siseye koyulur. En az bir gece olmak iizere 24 saat
151k almayan bir dolapta bekletilir. Bdoylece visneciiriigii rengindeki boya, acgik cay
rengini alir. + 4°C’de buzdolabinda muhafaza edilir (El¢i, 1982).
Hematoksilen Boyasinin hazirlanist:
— 4 gr Hematoksilen alinir.
— 1 gr demir alum [FeNH4(SO4) 2.12H,0] ile birlikte oda sicakliginda %45’lik
asetik asit ¢ozeltisi igerisinde ¢oziindiiriiliir.
— Homojen hale gelen karisim koyu renkli bir siseye aktarilir.
—1 hafta bekletilir. Siiziilerek 4°C’de buzdolabinda muhafaza edilir
Aseto Orsein Boyasinin Hazirlanisi:
—45 ml glasial asetik asit iizerine 55 ml saf su ilave edilir.
—Bu karisim yavasca kaynatilir.
—XKaynatilan bu karisima 2 gr orsein yavas yavas eklenir.
—Orsein eklendikten sonra 30 dk siire ile karistirilir.
—Sogutulduktan sonra karisim filtre kagidi ile siiziiliir ve boyamada kullanilmak
tizere buzdolabinda depo edilir.
Hidrolizden ¢ikarilan kokler, bir miiddet musluk suyu ile yikandiktan sonra
hazirlanan Aseto-karmin, Fulgen, Hematoksilen, Aseto-orsein  boyalarinin

bulundugu serilerden her uygulamada biri kullanilarak ¢ok sayida parametrenin
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denendigi bir arastirma gerceklestirilmistir. Boyadan c¢ikarillan kokler tekrar bir
miiddet musluk suyunda bekletilmistir. Denenen boyama serileri ¢izelge 3.2.2.1.4 ‘te
verilmistir.
3.2.2.2. Preparatin yapilis1

Preparat yapiminda Elgi®” den yararlamlmustir. Once temiz bir lamun ortasina
yakin bir yere %45’lik asetik asitten bir damla damlatilmistir. En iyi boyanmis kok
ucu musluk suyundan alinarak lamin ortasina konulmustur. Koyu renkli olan ug
kismindan 1-1,5 mm uzunlugunda pargalar kesilmistir. Kesilen kisim daha dnce lam
izerine damlatilan %45’lik asetik asitten alinan kii¢iik bir damla icerisinde bir bisturi
ile ¢ok kiiciik parcalara ayrilip, sivimin tamamu igerisine iyice dagitilarak iizeri
lamelle diizgiin bir sekilde kapatilmistir.  Temiz bir kurutma kagidi ikiye
katlanmigtir. Heniiz ezme islemine gegcmeden once hazirlanmig preparat, katlanmig
olan kurutma kagidinin arasimna yerlestirilmistir. Kurutma kagidinin iizerinden
tutularak kurutma kagidi ve lamel oynatilmadan diger elle lamelin iizerine kursun
kalemin diiz tarafi vurularak ezme islemi yapilmistir. Birka¢ preparat yapildiktan
lamel iizerine kursun kalemin arka kismiyla hafif vuruslar yaparak hiicrelerin tek
diizlem halinde dagilmasi saglanmis ve preparat kurutma kéagidi arasina alinarak
basparmak ve isaret parmagiyla iyice sikistirilmig, bdylece olusan hava kabarciklari
almmigtir.  Hazirlanan preparatlar immersion yagi damlatilarak incelenmis ve
sayilabilen kromozomlari olan hiicrelerin fotograflar cekilmistir.
3.2.2.3. Devaml preparatlarin hazirlamsi

Bu metodun uygulanmasinda alkol buhar1 degis-tokusu yonteminden
faydalanilmistir. Ozellikle ezme preparatlarm daha kolay devamli hale gelmesinde

bu yontemin kosullar1 uygunluk gostermektedir. Devamli preparat yapilis1 sirasinda,
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onemli bir nokta olan lam ve lamelin birbirinden ayrilmasi1 engellenerek sonraki
incelemelerde hiicrelerin birbiri iizerine gelmesi sorunu ortadan kaldirilmistir. Bu
amagla, preparatlar oncelikle i¢ yiizeyleri kurutma kagidi ile kapl ve dip kismina 4-
Smm yiikseklige kadar absollii alkoliin birakildig1 salelere dik olarak yerlestirilmistir.
Salelerin kapagi alkol buharini tutabilmesi icin etrafina vazelin siiriilerek
kapatilmigtir. Boylece hazirlanan kaplara devamli yapilmasi istenen preparatlar
konularak buzdolabinda bir gece bekletilmistir. Ertesi giin ¢ikarillan preparatlar ic¢
yiizeyleri kurutma ka&gidi ile kaplhi ve absollii alkolle islatilmis petri kutularina
yerlestirilmistir. Lamelin ii¢c kenar1 kanada balsami ile sivandiktan sonra petri
kutusunun kapagi kapatilarak preparat kurumaya terk edilmistir®’.
3.2.2.4. Karyotip analizinin yapilis1

Olgun erkek antepfistigi siirgiinleri ile antepfistigit  tohumlarinin
koklenmesinden elde edilen karyotip analizi, kromozomlar iyi dagilim gosteren,
fazla biiziilmemis, kromozom morfolojileri net gdzlemlenebilen plaklar kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Kromozom plaklarinin fotograflar1 Nikon E 8400 marka
fotograf makinast ve Olympos marka 1sik mikroskobu araciligi ile c¢ekilmistir.
Kromozom boylarinin kiiciikliigii dikkate alinarak fotograf cekimi immersion
objektifi ile 10X100 biiyiitmede gerceklestirilmistir.  Kromozomlarin cekimi
sirasinda biiyiitmenin tespiti i¢in mikrometrik lam kullanilmis ve aym biiyiitmede
kromozomlarin fotograflar1 ¢ekilmistir. Kromozomlarin uzun ve kisa kollariin
boylar1 mm olarak olciildiikten sonra pm cinsine doniistiiriilmiistiir. Analiz, olgun
erkek antepfistigi ile antepfistigi tohumlarina ait, her biri i¢in 5 metafaz plag
izerinde yapildigindan, 6l¢iilen kromozom boylari, kromozomlarin ¢iftler halinde

oldugu da disiiniilerek 10 kez hesaplanmistir.  Fotograflart ¢ekilen homolog
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kromozomlar 1 (en biiyiik)’den 15 (en kiiciik)’e kadar siralanarak ciftler halinde
numaralandirilmistir.  Homolog kromozom ciftleri sentromer pozisyonlarina ve
satellitin olup-olmamasina gore diizenlenmistir. Kromozomlarin ortalama kol
oranlari(r); uzun kol boyunun(l) kisa kol boyuna(s) boliinmesiyle (r=I/s), nispi
boylarn ise kromozomun total uzunlugunun (c) hiicredeki biitiin kromozomlarin
uzunlugu toplamina boliiniip 100 ile ¢arpilmak suretiyle bulunmustur. Sentromerik
indeks (I): 100 s/c formiilii ile hesaplanmistir®®. Boylece kromozomlarin total
uzunlugu, uzun kol ve kisa kol uzunlugu, kol oranlari, nispi boyu, kol indeksi ile
sentromer tipini iceren karyotip analizleri hazirlanmistir. Karyotip analizleri ve
idiogram degerleri SPSS 15.0 (Duncan Multiple Range Test) istatistik programi
kullanilarak yapilmistir. Her birey i¢in ayri bir karyotip formiilii gelistirilmis, olgun
erkek antepfistigi ve antepfistifi tohumlarina ait cinsiyet kromozomlar ilk kez
belirlenmistir.
3.2.2.5. Karyogramlarin yapilisi

Karyotip analizi yapilan kromozom plaklarinda yer alan homolog kromozom
ciftlerinin, sentromer pozisyonlari baz alinarak, uzun ve kisa kol boylarinin ortalama
degerlerine gore biiyiikten kiiclige dogru siralanmasiyla  karyogramlari
ha21rlanm1§t1r27.
3.2.2.6. idiogramlarin yapilisi

Yapilan  Olgiimler sonucunda, homolog kromozomlardan olusan
karyogramlarin diagramatik olarak gosterilmesi ile idiogramlar1 hazirlanmistir.
Antepfistig1 tohumlarinda disi bireylere ait cinsiyet kromozomlari, homomorf (XX)

oldugundan, bunlardan birine ait diagramatik sekil idiograma eklenmistir. Ancak
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tiim erkek bireylerin cinsiyet kromozomlari, heteromorf (Xy) yapida oldugundan, her
iki kromozomun da diagramatik sekli, idiograma eklenmistir.
3.2.3. istatistiksel Analiz (Verilerin Degerlendirilmesi)

Biitiin calismalar, tesadiif bloklar1 deneme desenine gore yapilmistir.
Verilerdeki degiskenligi hizli bir sekilde gérmek ic¢in biitiin ¢alisma sonuglariin
tanimlayici analizleri, SPSS 15.0 paket programi kullanilarak yapilmistir. Test edilen
islemler arasindaki farkliliklarin belirlenebilmesi igin, veriler ANOVA’ya tabi
tutulmustur. Istatistiki 6nem goriilen islemler belirlendiginde ortalama veriler
arasindaki farkliliklar, P < 0.05 seviyesinde Duncan ¢oklu karsilagtirma testine tabi

tutulmustur. Oransal veriler durumunda ise Ki kare (x2 ) testi uygulanmastir.

Analizlerde asagidaki 6nemlilik seviyeleri kullanilmigtir:

P>0.05 = Onemli degil

P <0.05 = Onemli

P <0.01 = cok onemli

P <0.001 = olduk¢a cok dnemli
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CiZELGE VE SEKILLER

Cizelge 3.1.1.2. Antepfistig1’nin bitki sistematigindeki yeri
Boliim Spermatophyta

Alt Boliim Angiospermae
Simf Dicotyledoneae
Takim Terebinthales

Familya Anacardiaceae

Cins Pistacia
Seksiyon Lentiscella Lentiscus Butmela Terebinthus
Tiir P.terebinthus P.weinmannifolia P.atlantica  P. palestina
P.mexicana P.lentiscus P.chinensis
P.texana P.saportae P.khinjuk

P.vera

Sekil 3.1.1.3. 25-30 yasinda disi (a) ve erkek (b) antepfistig1 agaclarinin genel
goriinusi.
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Cizelge 3.1.1.6. 100 gr Antepfistig1 (P.vera L.)’nin bilesenleri

Besin Icerigi

Mineraller (mg) Vitaminler (mg) Diger organik bilesenler (gr)

Potasyum (1020.0) C (7.00) Yag (51.6)
Fosfor (500.0) E (5.20) Protein (20.8)
Magnezyum(158.0) Nicotinamide (1.45) Karbonhidrat (16.4)
Kalsiyum (136.0) B (0.62) Kolesterol (0.0)

Demir (7.3) B, (0.20)

Toplam Kalori (594)

Cizelge3.2.1. Organogenesis cesitleri

[ Organogenesis Cesitleri ]
Direkt Org.anogenezis ] [ Indirekt Or;ganogenezis
Siirgiin \!eya Kok ] [ Ka:lus
Biltkj ] [ Siirgiin \!eya Kok
| Biltki

— ) J

Sekil 3.2.1.1. Kiiltiire alinacak eksplant tipi: apikal tomurcuk (a), tohumlar (b)
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Cizelge 3.2.1.2. Besi ortamlarinin icerigi ve hazirlanmasi

MS Besi Ortanmm icerik Konsantrasyon(mgl™)
NH4NO; 1650
Makro Elementler KNO; 1900
(MS Ana Soliisyonu)  CaCl,.2H,0 440
MgS0,4.7H,0 370
KH,PO4 170
Mikro Elementler- 1 H3;BO3 620
MnS0,4.4H,0 1695
ZnS04.7H,0 860
KI 83
Na;MoO42H,0 25
Mikro Elementler- 2  CuSO,.5H,O 25
CoClL.6 H,O 25
Demir Kelator FeS0O,.7H20 3725
Na,EDTA 2785
Vitamin Karisim Nikotinik asit 50
Glisin 200
Pridoksin HCl 50
B; Vitamini Tiamin HCI 100
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Cizelge 3.2.1.2.1. Biiyiime diizenleyicilerinin (hormonlar) stok

soliisyonlarinin hazirlanmasi

Stok Hormonlar (107) Hazirlanigsi
Kullanim Amaci
BA 100 mg BA + Siirgiin ¢cogaltimu,
(6-benzilamino purin) 2-3 cc 1 N HCl+ Bitki rejenerasyonu,
100 cc bidistile suya Kok olusumunun
tamamlanir inhibisyonu
Kinetin 100 mg Kinetin + Siirgiin ¢cogaltimu,

2-3 cc 1 N HCl+

3-5 cc % 95 lik Etil Alkol +

Bitki rejenerasyonu,
Kok olusumunun

100 cc bidistile suya inhibisyonu
tamamlanir
GAj; ana soliisyonu 100 mg GAs + Siirgiin boylarimin

3-5 cc % 95 lik Etil Alkol +

uzatilmasi,

100 cc bidistile suya Bitki rejenerasyonu
tamamlanir
IBA 100 mg IBA + Siirgiin olusumunun

(3-Indolbutirik asit) 3-5 cc % 95 lik Etil Alkol +

inhibisyonu,
1 cc IN NaOH + Kok olusumunun
100 cc bidistile suya stimiilasyonu
tamamlanir

Cizelge 3.2.1.2.2. Stok soliisyonlardan yararlanarak besi ortaminin hazirlanmasi

BILESENLER 1/1MS 1XMS
Agar 5650g 5.650¢g
Sakaroz 30g 20¢g
MS ana soliisyonu (Makro elementler) 100 cc 50 cc
MS mikroelementler-1 10 cc Scc
MS mikroelementler-2 1cc 0.5cc
Demir kelator 10 cc Scc
Vitamin Karisimi 1cc 0.5 cc
B, vitamini ana soliisyonu 1cc 0.5 cc
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Sekil 3.2.2. Genel bir kromozom (a) ve heteromorf cinsiyet kromozomu (b) sekli

Krormozoam

Cekirdek _
- + Teelormer
@ . - Sentromer
HL:II:HE' TeEloevwisr
Kromati-—
o
"
-I';i e
.
Baz giftlleri Histon 1P
T, &

—
—

Dy

—4 DMA (cift sarmal)
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Cizelge 3.2.2. Kromozomlarin sentromer pozisyonlarina gore adlandirilmasi

Kromozom  Sentromer yeri Kol orami=Uzun kol (1)/
tipi kisa kol (s)
M Median nokta 1.00
m Median bolge 1.0-1.7
Sm Submedian bolge 1.7-3.0
St Subterminal bolge 3.0-7.0
t Terminal bolge 7.0—0
T Terminal nokta o0

Cizelge 3.2.2.1.1.11k islem soliisyonlar1 ve hazirlamis1

Asama Soliisyonlar Hazirlams1 Sicakhik Bekleme
degeri (°C) siiresi (saat)
4-5 damla
o-monobromo 1-Monobromo +25 1-10
naftalen naftalen +
250 cc bidistile su
0.058gr 8-
8-hidroksikinolin Hidroksikinolin + +25 1-6
S 200cc bidistile sicak su
Ilk islem
Kolsisin %0.5 lik kolsisin +4 1-6
1 tablet
P- diklorobenzen P- Diklorobenzen + +4 1-6
165 cc bidistile su (24
saat 60°C de)
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Cizelge 3.2.2.1.2. Fiksatifler ve hazirlanis1

Asama Cozeltiler Hazirlams1 Sicaklik Bekleme

degeri (°C) siiresi (saat)

6 br absollii alkol
Karnoy
1 br kloroform +4 16-24
Cozeltisi
Fiksasyon 3 br glasial asetik asit
Farmer 3 br absollii alkol
Cozeltisi 1 br glasial asetik asit +4 16-24

Cizelge 3.2.2.1.4. Hidroliz parametrelerinin hazirlanisi

Asama Parametreler Hazirlamsi Sicakhk Bekleme
degeri (°C) siiresi
(dakika)
8.84cc HCI,
1IN HCI 100cc bidistile +60 5-12
S suya tamamlanir
Hidroliz 44.2 cc HCI,
SN HCl 100cc bidistile +25 5-12

suya tamamlanir

Cizelge 3.2.2.1.4. Boya tipleri
Asama Boya Tipi Sicakhk Bekleme

degeri (°C) siiresi (saat)

Aseto- karmin +25 1-5
Fulgen +25 1-5
Boyama
Hematoksilen +25 1-5
Aseto-orsein +25 1-5
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu caligmanin amaci, lilkemiz ve diinya ekonomisi i¢in ¢ok énemli bir kiiltiir
bitkisi olan antepfistigi’nmin (Pistacia vera L.), 25-30 yillik olgun disi ve erkek
agaclarmin apikal tomurcuklarindan baslatilan bir in vitro klonal mikrogogaltim
metodu yardimi ile ¢ogaltilmis fidanlarindan elde edilen kok uclarindan, erkek ve
disi cinse ait karyolojik bulgulara ulagmaktir. Antepfistig1 gibi ekonomik ve ekolojik
onemi olan bir bitkinin, genetik yonden diizenlenmesi ve esey durumunun fark
edilmesi, hem bitki 1slah1 hem de bitki sistematigi acisindan 6nemli bir rol
oynayacaktir.

Tez ¢aligmasi sirasinda tiiriin olgun erkek antepfistigt ve tohumlarina ait
karyolojik bulgulara ulasirken gelistirdigimiz metodlar1 iki ana baglik altinda
toplanabilir;

a) Mikrogogaltim ¢alismalart

b) Sitogenetik caligmalar

Amaca ulagmak i¢in kullandigimiz in vitro klonal mikro ¢ogaltim metodunun
asamalarini, asagidaki gibi siralayabiliriz:

a) Materyalin Sterilizasyonu

b) Kiiltiir Baslatilmasi

¢) Siirgiin Proliferasyonu

d) Koklendirme Calismalart

Calismada gerceklestirilen sitogenetik caligmalari ise su sekilde siralanabilir:

a. Kromozomlarin Morfolojik Analizleri

b. Karyotip analizi

c. Karyogram
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d. Idiogram

Yukarida belirtilen ¢alisma basliklari ile ilgili genel bulgular ve tartisma, ayri
ayr1 basliklar halinde asagida verilmistir.

4.1. IN VITRO KLONAL MIiKROCOGALTIM CALISMALARI iLE iLGIiLi
GENEL BULGULAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda ilk asamada, sitogenetik calismalarda kullanilmak iizere,
Gaziantep Fistik Arastirma Enstitiisii arastirma bahcelerinde yetisen disi ve erkek
antepfistig1 (Pistacia vera L.) agacglarindan alinan apikal tomurcuklardan, in vitro
mikrogogaltim teknikleri gelistirilmistir.

Mikrogogaltim asamasinda sirasiyla; sterilizasyon tekniklerinin gelistirilmesi,
kiiltir baslatma calismalari, siirgiin proliferasyon ve koklendirme c¢alismalart
gergeklestirilmis olup, her asama icin denenen parametrelere ait bulgular cizelgeler
halinde verilmistir. Ancak, antepfistig1 tohumlarinin mikrogogaltimi i¢in uygulanan
parametre ve islemlere ait istatistiksel veriler, nihai amag¢ yalmizca kok ucu eldesi
oldugu i¢in, ayrica rapor edilmemistir.

4.1.1. Materyalin Sterilizasyonu ile lgili Genel Bulgular

Bu bolimde ve bolime baglh alt boliimlerde o©ncelikle materyalin
sterilizasyonu ile ilgili bulgulara deginilmis, sonrasinda ise bu konu ile ilgili
giiniimiize degin yapilan calismalar derlenerek, her biri ayrn alt basliklar halinde
tartisiimastir.
4.1.1.1. NaOCPl’in farkl konsantrasyonlarimin yiizey sterilizasyonuna etkisi

Kiiltiire alinan erkek ve disi antepfistifi tomurcuklari, dort haftalik siire
sonunda, enfekte olan tomurcuk, gelisen tomurcuk ve kararan tomurcuk yiizdeleri

almarak kaydedilmistir. Elde edilen veriler X2 analizine tabi tutulmus ve analiz
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sonuglari disi antepfistig1 i¢in Cizelge 4.1.1.1" da, erkek antepfistigi i¢in ise Cizelge
4.1.1.1° de verilmistir.

Yapilan ¢alismalarda, test edilen NaOCI konsantrasyonlari icerisinde gelisme
yiizdesi bakimindan optimum yiizdelik dilimini %15°lik NaOCl parametresinin
verdigi gozlenmistir. I¢ veya dis faktorler (endojen ve/veya ekzojen bakteriler vb.)
nedeniyle, kontrol grubunun biitiiniinii kapsayan ancak, diger gruplarda da
gozlemlenen enfeksiyon tespit edilmistir. NaOCI konsantrasyonun artisi ile dogru
orantil1 olarak, sterilizasyona dayaniksiz tomurcuklarin kararma oraninda artis
meydana gelmistir. Mikrocogaltim asamasinda karsilagilan enfeksiyon, kuruma ve
ortama salinan fenolik bilesikler, tomurcuklarin diigiik bir yasama oranina sahip
olmasina neden olmustur. Suda ¢6ziinen fenolik bilesiklerin salgilanmasini dnlemek
amactyla, tomurcuklar steril saf su ortaminda bir miiddet bekletilmistir. Yapilan
denemelerde materyal olarak kullanilan erkek ve disi antepfistigi tomurcuklarinda
NaOCl yiizdesi bakimidan, 6nemli derecede bir farklilik gézlenmemistir. Cizelge
4.1.1.1* ve Cizelge 4.1.1.1° incelenecek olursa; NaOCI yiizdesi arttikca kararan
tomurcuk yiizdesinde artis meydana geldigi halde, gelisen tomurcuk yiizdesinde
diisiis meydana gelmistir. Her iki bireyin de %15°lik NaOCI oranina verdigi cevap,
gelisme yiizdeleri bakimindan birbirine yakinlik géstermistir.
4.1.1.2. NaOCPl’in farkl immersiyon siirelerinin yiizey sterilizasyonuna etkisi

Dort haftalik kiiltiir siiresi sonunda, enfekte olan tomurcuk, gelisen tomurcuk
ve kararan tomurcuk yiizdeleri kaydedilmistir. Elde edilen veriler y* analizine tabi
tutulmus ve analiz sonuglari, disi antepfistigi icin Cizelge 4.1.1.2° da, erkek

antepfistigi icin ise Cizelge 4. 1.1.2° de verilmistir.
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%15’1ik NaOCIl’in immersiyon siiresi bakimindan en iyi gelisme yiizdesini 40
dk.’da verdigi gozlenmistir. Immersiyon siiresinin artis1 ile dogru orantili olarak,
kararan tomurcuk oranin da artig1 tespit edilmistir. Onceki denemelerde oldugu gibi,
enfeksiyona maruz kalan tomurcuk yiizdesi en yiiksek olan, kontrol grubudur. Bu
baglamda yapilan calismalarda materyal olarak kullanilan erkek ve disi antepfistig
tomurcuklarinda, immersiyon siiresi bakimindan ©Onemli derecede bir farklilik
gbzlenmemistir.

4.1.2. Materyalin Sterilizasyonu ile Tlgili Degerlendirmeler ve Tartisma

In vitro klonal mikrogogaltim ¢alismalari icin ilk ve en 6nemli asama, etkili
bir yiizey sterilizasyon metodunun gelistirilmesi agamasidir.

Calismamizda Oncelikle olgun erkek ve disi antepfistifi agaclarinin
meristematik apikal uglarindan aksenik eksplantlar gelistirmek icin, etkili bir ylizey
sterilizasyon metodu gelistirilmistir.

Tiim bitki tiirlerinin in vifro klonal ¢ogaltimu i¢in ilk ve en 6nemli asama olan
yiizey sterilizasyonu, etkin maddesi ve klor iyon yiizdesi bilinen her tiirlii sterilant ile
basarilabilir. Simdiye kadar, hem juvenil hem de olgun antepfistifi agag¢larinin
apikal uglarinin ylizey sterilizasyonu ile ilgili calismalarda, farkli sterilant,
konsantrasyon, bekletme siiresi ve bazi durumlarda da 6n sterilizasyon islemlerinin

uygulandigi rapor edilmistir1'2'3'4-5-

Ayrica antepfistigi agaclarindan alinan
eksplantlarin in vitro kiiltiire alinmimi1 sirasinda olusan mantar ve bakteri kokenli
kontaminantlar, hem in vitro kiiltiirlerin baslatilmas1 hem de kiiltiirlerin devamlilig

R 12.3.45
acisindan biiyiik bir problem olusturmaktadir .

Olgun  antepfistigi  tohumlarindan  yetistirilen  fidanlarin  ylizey

sterilizasyonunun % 70’lik etanolde 45 sn’lik bir 6n islemden sonra, materyalin % 20
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’lik NaOCl igerisinde 25 dakika siire ile ¢alkalanmasi yolu ile basarildigi, ilk olarak
Barghchi1 tarafindan rapor edilmistir.

Ayn arastiric1®, daha sonra serada yetistirilen bitkilere ait siirgiin ucu ve
lateral tomurcuklarin yiizey sterilizasyonunu ise, % 70’lik etanolde 45 saniyelik bir
on sterilizasyon sonrasinda, eksplantlarin % 20’lik ticari NaOCl igerisinde 10-15 dk.
bekletilmesi ve arkasindan 3 defa steril distile su ile ¢calkalanmasi yoluyla basardigini
belirtmistir.

Geleneksel ¢ogalimda anag¢ olarak kullanilan bir diger Pistacia tiirii olan
P.atlantica’ya ait olgun tohumlarinin yiizey sterilizasyonu ise, iic asamali bir islemle
yap11m1§t1r6.

Baska bir calismada ise, antepfistiginin diger bir anact olan Pistacia khinjuk
Stocks’un olgun tohumlarinin yiizey sterilizasyonu ise, % 20’lik NaOCI’de 30 dakika
bekletilme islemi sonucunda, eksplantlarin 5’er kez 5 defa steril distile saf su ile
calkalanmasiyla basariimugtir®.

ilk olarak, Abousalim® tarafindan yapilan calismada, gen¢ dokulardan ziyade,
olgun antepfistig1i agaclarina ait materyallerin yiizey sterilizasyonunun daha gii¢
oldugu belirlenmistir. Calismada, 30 yillik Antepfistig1 agaclarina ait aktif olarak
bilyliyen siirgiin uclarinin yiizey sterilizasyonu, % 20’lik cholorox ile 20 dk. boyunca
ve sonrasinda 3 defa steril saf su ile ¢alkalama islemi ile gerceklestirilmistir.

Yiizey sterilizasyonunun optimizasyonu i¢in yapilan ¢alismalarda ise, in vitro
ortamda yetisen bitkilerin fotosentez oramimi yiikseltmek igin, 151k miktariin
arttirllmas1 ve % 2’lik atmosferik CO, kullanilmasinin, kontaminasyonu engelledigi

gbrulmﬁstﬁr9.
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Olgun antepfistig1 disi agaglarina ait siirgiin u¢larin yiizey sterilizasyonu da,
bagka bir calisma ile test edilmistir. Calismada, kiiltiire alinacak eksplantlarin yiizey
sterilizasyonunun, mutlak alkolde 2 dk. bir 6n calkalama isleminden sonra, % 20’lik
NaOCl icerisinde 10-30 dk. boyunca c¢alkalanarak gerceklestirildigi rapor
edilmistir'”.

Gerek antepfistiginda gerekse de diger tiirlere ait in vitro kiiltiirlerde ¢ok
sayida eksplant tiiriiniin kontaminantlardan arindirilmasi igin belirli oranlarda
seyreltilmis NaOCl (ticari camasir sulari, 6rn: Axion, Domestos vb.) iceren
dezenfektanlar, ylizey sterilizasyon islemlerinde basarili bir sekilde kullanilmislardir.
Barghchi ve Alderson’, yabani antepfistigt tohumlarinin (P.vera, P.atlantica,
P.khinjuk Stocks,, P.mutica, P.palaestina), yiizey sterilizasyonunu % 20’lik
domestos kullanarak basardiklarini rapor etmiglerdir. Diger bir (;ahsmada10 ise, disi
antepfistig1 meristematik dokulariin yiizey sterilizasyonunun % 20’lik ticari ¢amasir
suyu kullanilarak, basarili bir sekilde gerceklestirildigi rapor edilmistir.

Bir diger (;ahsmada5 ise, erkek antepfistigl agaclarindan alinan tomurcuklarin
yiizey sterilizasyonun, % 53’liik klor igeren NaOCI kullanilarak, her hangi bir 6n
sterilizasyon islemi uygulanmaksizin, eksplantin alindig1 tarihe de bagli olarak, %
10’1uk NaOCl icerisinde 20-45 dk. bekletilerek elde edildigi belirtilmistir.

Calismamizda ise, hem erkek ve hem de disi antepfistig1 (Pistacia vera L.)
agaclarmin tomurcuklarindan itibaren aksenik eksplant ¢ogaltimi icin, etkili bir
yiizey sterilizasyonu gelistirilmistir. Erkek ve disi antepfistigi agaclarina ait apikal
tomurcuklarin yiizey sterilizasyonu, %70 lik alkolde 45 sn.’lik bir on sterilizasyon

islemi ve sonrasinda ise eksplantlarin %53’liik klor iceren ticari bir NaOCI (Axion)
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solusyonundan hazirlanan %15’1ik NaOCI icerisinde 40 dakika bekletilerek elde
edilmistir.

Yiizey sterilizasyonuna tabi tutulan eksplantlarin, %15’lik NaOCI igerisinde
40 dk.’nin tizerinde bir siire bekletilmesi, eksplantlarin biiyiik bir cogunlugunda doku
Olumlerine yol agmistir. Bu bulguya benzer sonuglar bazi arastiricilar tarafindan da
tespit edilmigtir*”.

Sonug¢ olarak calismamizda, in vitro ortamda kiiltiire alinan apikal olgun
erkek ve disi antepfistig1 siirgiinlerinin yiizey sterilizasyonunun, %15'lik NaOCl
icerisinde 40 dk. siire ile 150 rpm hiz ile calisan bir calkalayici iizerinde bekletme ve
daha sonrasinda 7 defa 5dk. steril saf su ile ¢alkalama islemleri ile basarilabilecegi
sonucuna varilmistir.

4.1.3. Kiiltiir Baglatma Calismalari ile Ilgili Genel Bulgular

Kiiltiir baslatilmas1 asamasinda, 28 giinliik kiiltiir donemi sonucunda alinan
Olctimler Duncan testine tabi tutularak, analiz sonuglar1 disi antepfistig1 i¢in Cizelge
4.1.3" da, erkek antepfistigi i¢in ise Cizelge 4.1.3" de verilmistir.

28 giinliik inkiibasyon sonunda test edilen 1 mgl’1 sitokinin tiplerinin (BA,
Kin), kiiltiire alinan eksplantlarin, organogenez iizerine belirgin bir etki yaptig1 tespit
edilmistir.  Kiiltiirlerin baslatilmasindan sonra 1 haftalik siire igerisinde, siirgiin
uzamasi ve proliferasyon goriilebilir duruma gelmistir. Hem erkek hem de disi
antepfistiginda en fazla siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu, 1.0 mgl™ BA test
grubundan elde edilmistir. Kontrol grubu ile BA destekli gruplar arasinda, 6nemli
derecede farkliliklar gozlenmistir. BA ile destekli MS besi ortaminda kiiltiire alinan
eksplantlarin, kontrol ile Kinetin destekli MS besi ortaminda kiiltiire alinan

eksplantlara oranla, ¢ok daha fazla sayida siirgiin olusturduklart tespit edilmistir.
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4.1.4. Kiiltir Baslatma Cahsmalar1 ile flgili Degerlendirmeler ve
Tartisma

Cogaltimi zor bir tiir olarak bilinen antepfistig1 (Pistacia vera L.) min yash
dokularindan itibaren in vitro kiiltiirlerinin kurulumu, belki de en zor asamadir. Bu
nedenle de giiniimiize kadar, antepfistigindan in vitro kiiltir baslatilmasi igin,
genellikle baslangic materyali olarak olgun tohumlar veya serada 2—4 yasina kadar
yetistirilmis  bitkilerden alinan siirgiin  uglann ve lateral tomurcuklar
kullantmugtr! 113410121314,

In vitro Kiiltiir baslatilmasi icin tercih edilmesi gereken en etkin ekplant
tipinin, 25 yasindaki antepfistifi agaclarina ait 3—4 cm boyundaki apikal ve lateral
tomurcuklarin, BA icgerisine birkac dakika daldirildiktan sonra birka¢ giin boyunca
uygun sicaklik ve nem ortami saglanan serada gelismeye zorlanmasi yoluyla elde
edilen, yeni siirgiinler oldugu rapor edilmistir'”.

Aksenik kiiltiirlerin baglatilmast asamasinda kiiltiire alinacak antepfistig
agaclarma ait eksplantlarin, olgun agag¢lardan alinis tarihi ile ilgili yapilan bir diger
calismada ise; siirgiinlerin agactan alinma zamanlarinin kiiltiir baslatilmasi {izerinde
dogrudan etkisinin oldugu ve ayrica, kiiltiir baslatilmasinda kullanilacak optimum
eksplant uzunlugunun 4-6 mm arasinda oldugu ve siirgiinlerin ana¢ agactan alinma
zamaninin en iyi déneminin ise Mart-Mays aylar1 oldugu da tespit edilmistir'”.

In vitro kiiltiir baslatiimasinda kullamlacak en iyi eksplant tipinin, dogal
kosullarda gelismeye zorlanmis olan apikal ve lateral uglardan gelisen yeni siirgiinler
oldugu rapor edilmistir'®. Bu bulguya paralel olarak, ¢alismamizda ise, kiiltiire
alman siirgiinler in vitro kiiltiir ortaminda gelismeye zorlanmislardir.  Kiiltiir

baslatilmasindan yaklasik bir haftalik siire sonra, skala yapraklarn tekrar
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ayiklanmasi yoluyla eksplantlarin tekrar alt kiiltiire alinmasi, siirgiin gelisimini
hizlandirmistir.

Olgun antepfistig1 materyallerinin kiiltiire alinmas1 ve bu materyallerden in
vitro kiiltiir baslatilmasi1 sirasinda, pek cok sorunla karsilasildigi ve bunlarin en
onemlilerinden birinin de kesilen uclardan ortama salinan fenolik bilesiklerin oldugu
rapor edilmistir'®.  Aym calismada fenolik bilesik salimgindan kaynaklanan
kahverengilesmenin goriildiigii eksplantlarin, ayn1 kap iginde farkli noktalara veya
farkli kaplara aktarilmasiyla, tekrar gelisme saglandigi da belirtilmistir.

Ortama salinan fenolik bilesiklerin kokeninin arastirildigi bagka bir caligmada
ise, Pistacia vera’nin dis yesil kabuklarindan elde edilen eksrakt icerisinde anacardic
acid, cardol ve C;;’den olusan bir fenolik asit karigimina rastlanildigi rapor
edilmistir'".

Geng (jliivenil) dokularin kullamldigr kiiltiir baslatma caligsmalarinda,
kahverengilesme gerceklestikge sik sik alt kiiltiirlerin yapilmasinin iyi sonug¢ verdigi
de rapor edilmistir'®. Meyve veren agaglardan alinan eksplantlarin kiiltiire
alimmasinin ise, kahverengilesme nedeniyle zor oldugu, Barghchi6 tarafindan tespit
edilmistir.

Yiizey sterilizasyonu yapilmis olan eksplantlarin kiiltiire alinmadan 6nce, 10—
100 mgl™" malonik asitle bir 6n isleme tabi tutulmasimn, kiiltiirlerde goriilen
kahverengilesmeyi biiyiik Sl¢iide azalttigi rapor edilmistir'®. Aym arastiricilar, kiiltiir
baslatilmasinda; budanmis, asilanmis, BA ve/veya GAj piiskiirtiilmiis ya da mikro
asili agaclardan alman siirgiinlerin, cok daha uygun eksplantlar olduklarim

bildirmislerdir.
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Pistacia cinsine ait farkli cesitler olan Kerman (disi), Peters (erkek),
Lambertin (disi ve erkek), Naz (erkek), Red Aleppo (erkek), Ask (erkek) ve Rashti
(erkek)’ye ait 2 yasina kadar sera sartlarinda biiyiitiilmiis fidanlarindan alinan apikal
ve lateral tomurcuklardan baslatilan kiiltiir calismalarinda; 0,3 mgl™ BA ve/veya 0.5
mgl™ IBA ilave edilmis MS besi ortamina oranla fenolik bilesik saliniminmn, 2 mgl™
BA ilave edilmis MS besi ortamia oranla daha az miktarda gerceklestigi rapor
edilmistir®.

Bustamante-Garcia® ise olgun P.vera ve P.atlantica agaclarina ait lateral
eksplantlardan kiiltiir baslatilamadigini, ancak GAj; piiskiirtme ve gen¢ fidanlan
izerine agilama gibi metotlarin uygulanmasiyla, yetiskin P.vera materyallerinin
genclestirildigini ve bu uygulamalarin ise, yeni siirgiin ve tomurcuk olusumunu
arttirdigin1 rapor etmistir. Aymi calismada, genglestirilen bu yetiskin agaclara ait
lateral tomurcuklardan in vitro kiiltiir baglatilmasinin daha kolay gerceklestirildigi de
belirtilmigtir.

Besi ortamina salinan fenolik bilesiklerin bertaraf edilmesi konusunda yapilan
diger bir calismada, dort yasina kadar sera sartlarinda biiyiitiilmiis asili P.vera
agaclarindan alinan siirgiinlerin bir karistirici iizerinde % 0.1 Tween 20 iceren, % 20
NaOCl ile 20 dk. boyunca sterilize edildigi, daha sonra ise besi ortamina aktarilan bu
materyallerin 3 hafta boyunca karanlikta bekletildigi ve bu uygulamanin ise, besi
ortaminin kahverengilesmesini ve dokularin zarar gormesini sinirladig tespit
edilmistir’.

Erkek antepfistifi agaclarindan alinan eksplantlarin steril saf su ile
yikanmalarinin, ortama salinan fenolik bilesiklerin uzaklastirilmasi {izerine etkisinin

aragtirilldigr  bir diger calismada ise, Kkiiltiir baslatilmasinda ortaya c¢ikan
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kahverengilesmenin, %20’lik NaOCI ile 20 dk. siiren bir yiizey sterilizasyonun
arkasindan kiiltiire alinacak eksplantlarin, bol miktarda steril saf su ile yikanmas1 ve
daha sonrasinda ise basal u¢larinin kesilmesi ve iki defa steril saf suda birer saat 150
rpm’de calkalanmasi islemi ile 6nlendigi rapor edilmistir’.

Bu calismada ise, 25-30 yasindaki erkek ve disi antepfistig1 agaclarina ait
apikal tomurcuklarin dekontaminasyonu, Oncelikle musluk suyunda 3-5 dakika
boyunca yikama isleminden sonra, %70’lik etilalkol igerisinde 40 sn siiren bir 6n
sterilizasyon, sonrasinda % 15’lik NaOCI’ igerisinde 40 dk siire ile bekletme ve
nihayetinde tomurcuklarin sterilant bulasigindan arindirilmasi igin steril saf su ile
5’er dakika 7 kez durulama yoluyla basarilmistir. Kiiltiire alinmadan 6nce 0.5-1 cm
uzunlugunda kesilen tomurcuklar, fenolik bilesiklerin besi ortamina salinmasini
engellemek amaciyla, en az bir saat boyunca saf su icerisinde 150 rpm’de calisan bir
calkalayici tizerinde bekletilmistir.

Aseptik olarak tohumdan gelistirilmis fidanlara ait siirgiin uglarinin
kullanildigr ve Kkiiltiir baglatilmasina farkli oksin-sitokinin kombinasyonlarinin
etkisinin test edildigi diger bir ¢calismada ise, Kinetin - NAA’in birlikte kullaniminin
siirgiin biiyiimesini durdurup, kallus gelisimini tesvik ettigi, sadece BA ve Kin iceren
besi ortamlarinda siirgiin gelisiminin gerceklestigi, BA ve Kinetin iceren besi
ortamina NAA’in eklenmesinin ise, siirgiin gelisimini durdurup, kallus olusumunu
tesvik ettigi rapor edilmistir®.

Olgun antepfistig siirgiin uclarindan kiiltiir baslatilmas: ile ilgili yapilan bir
diger calismada ise, BA veya 2iP’nin farkli konsantrasyonlarinmn, kiiltiir

baslatilmasina etkileri test edilmis, sonucta BA’mn 2iP’den daha iyi sonug verdigi ve
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ayrica olusan siirgiin sayist bakimindan BA’in  0,5-2.0 mgl’1 arasinda
kullamilabilecegi tespit edilmistir'”.

Calismamizda ise, aksenik kiiltiir baglatilmasina sitokininlerin (BA ve Kin;
herbiri 1.0 mgl™) etkisi bir kontrol grubu ile test edilmis ve Kkiiltire alinan
tomurcuklardan yeni gelisen siirgiin uzunluklar1 ve siirgiin sayilar1 bakimindan 1.0
mgl™ BA ile desteklenmis MS besi ortaminin en iyi sonug verdigi tespit edilmistir
(Cizelge 4.1.3" ve Cizelge 4.1.3%).

Calismalarimizda test edilen tiim sitokinin konsantrasyonlarinda, siirgiin
tabanlarinda siirekli olarak biiyiiyen bir kallus kiitlesinin olustugu tespit edilmistir.
Benzer bulgular Barghchi—Alderson2O, Onay4 ve Tilkat’ tarafindan da rapor
edilmistir.

Kiiltiir baslatma calismalarinda her iki birey (erkek ve disi) i¢in de test edilen
BA’nin degisik konsantrasyonlar1 arasinda maksimum siirgiin sayisi, disi antepfistigi
icin ortalama 3.33 + (.12, erkek icin 3.40 + 0.13, elde edilen en uzun siirgiin ise disi
icin ortalama 1.90 * 0.02 ve erkek icin 1.92 + 0.02 cm olarak, 1 mgl’1 BA ile
destekli MS besi ortamindan elde edilmistir (Cizelge 4.1.5" ve Cizelge 4.1.5%.

4.1.5. Siirgiin Proliferasyon Calismalari ile ilgili Bulgular

Siirgiin proliferasyon agamasinda, 28 giinliik kiiltiir donemi sonucunda alinan
Olctimler Duncan testine tabi tutularak, analiz sonuglar1 disi antepfistigi i¢in Cizelge
4.1.5" da, erkek antepfistig icin ise, Cizelge 4.1.5° de verilmistir.

Yapilan ¢aligmalarda, denenen BA konsantrasyonlari icerisinde proliferasyon
yiizdesi bakimindan optimum yiizdelik dilimi, 1 mgl™ BA’nin verdigi gozlenmistir
(Sekil 4.1.5%). Hem siirgiin uzunlugu hem de siirgiin sayis1 bakimindan, erkek ve disi

antepfistiginda BA’ nin diger konsantrasyonlarina oranla 6nemli derecede bir farklilik
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gozlenmemistir. Elde edilen verilere gore; 1 mgl’1 BA’dan diisiik ve yiiksek
konsantrasyonlarda, proliferasyon yiizdesi bakimindan bir diisiis meydana gelmistir.
Her iki bireyin de BA oranmina verdigi cevap, proliferasyon yiizdeleri bakimindan
birbirine yakinlik gostermistir.

Calismamizda, 28 giinde bir yapilan alt kiiltiir asamalarinda farkli GA;
konsantrasyonlarin uygulandigt 1 mgl™ BA destekli MS besi ortamimn siirgiin
uzunluguna etkisi test edilmistir. Disi antepfistig1 kiiltiirlerine ait siirgiin sayis1 ve
uzunluk sonuglari, Cizelge 4.1.5° ve erkek antepfistigi igin Cizelge 4.1.5% halinde
verilmistir.

Erkek ve disi antepfistig1 siirgiinlerine gdovde uzunlugunu arttirmak amaciyla
uygulanan 1 mgl’1 BA destekli MS besi ortamina farkli GAs konsantrasyonlari
icerisinde en olumlu etkiyi, 0.5 mgl’1 GA; ‘in verdigi gozlenmistir (Sekil 4.1.5").
Yapilan denemelerde, materyal olarak kullanilan erkek ve disi antepfistigi
siirgiinlerine uygulanan GAj’iin farkli konsantrasyonlarindaki parametreleri
bakimindan, 6nemli derecede bir farklilik gbzlenmemistir.

4.1.6. Siirgiin Proliferasyon Cahsmalan ile lgili Degerlendirmeler ve

Tartisma

Aksenik antepfistigi siirgiinlerinin in vitro ¢ogaltimi calismalari, ilk olarak
Barghchi' tarafindan gerceklestirilmis ve bu cahismada, eksplant olarak olgun
tohumlar kullanilmaistir.

Daha sonra olgun tohumlardan {retilen siirgiinlerin proliferasyonu
calismalarinda, BA’1n kinetin’e gore daha iyi sonug verdigi ve siirgiin proliferasyonu

icin optimal oranimn 4 mgl_1 BA oldugu belirlenmistir'~. Baurghchi21 ayrica, kiiltiir
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baslatilmasindan sonra yapilan alt kiiltiirlerde, besi ortamina 4 mgl’1 BA
eklenmesiyle, 35-40 kadar siirgiin elde edildigini de rapor etmistir.

Olgun antepfistig1 disi agaclarina ait apikal ve lateral tomurcuklardan elde
edilen siirgiinlerin proliferasyonu calismalarinda ise, sitokininlerden BA’nin Kin, 2iP
ve Zeatin’e oranla daha iyi sonu¢ verdigi ve siirgiin proliferasyonunda BA’in 24
mgl™ araliginda kullanilabilecegi rapor edilmistir®.

25 wyillik olgun erkek antepfistigt agaglarma ait apikal ve lateral
tomurcuklardan elde edilen siirgiinlerin proliferasyonu ile ilgili bir diger ¢alismada
ise, test edilen sitokinin tipleri arasinda BA’nin, Kinetin ve TDZ’ye gore daha iyi
sonu¢ verdigi ve BA’min 0,25-2.0 mgl’1 araliginda kullanilabilecegi tespit
edilmistir.

Dort yasindaki P.vera bitki materyalleri {izerinde BA’in disiik
konsantrasyonlarinin etkisi ise, Martinelli* tarafindan denenmistir. BA’nin diisiik
konsantrasyonlarinin aragtirildigir ayr1 bir calismada ise, dort ayliktan dort yilliga
kadar olan P.atlantica, P.integerrima ve olgun P.terebinthus’ta optimum ¢ogaltim
konsantrasyonlari, sirasiyla 0.7 mgl’l, 1 mgl’1 ve 2.5 mgl’1 olarak belirlenmistir''.

Siirgiin proliferasyon calismalarinda, kiiltiir ortamina 0.05 mgl’1 oraninda
NAA eklenmesinin eksplantlarin biiyiimesini inhibe ettigi tespit edilmistir®.  Bir
diger cahismada ise aym arastirmacilar®, kiiltiir ortamma eklenen NAA’in yiiksek
konsantrasyonlarinin kiiltiire alinan siirgiinlerde kallus olusumunu arttirdigini
gdzlemlemisler ve kiiltiir ortamina 4 mgl™ BA ile birlikte 0.25—4 mgl™ GA3 ya da
GA47 eklendiginde ise, siirgiin proliferasyonunun gerceklesmedigini rapor

etmislerdirzo.
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Antepfistig1 agaclarina ait taze uglarin orjinal nodlariyla birlikte iki haftada
bir BA+GA3+IBA ile desteklenmis besi ortamina transfer edilmesiyle, optimum
sartlarda siirgiin iiretiminin saglandig1 ve P.atlantica’da BA i¢in optimal degerin 1
mgl™ oldugu tespit edilmigtir®.

Siirgiin ~ proliferasyon calismalarinda, siirekli olarak optimum BA
seviyelerinin kullaniminin, kiigciik yaprakli bodur siirgiinlerin olusumuna neden
oldugu ve bu siirgiinlerin alt kiiltiirleri sirasinda istenmeyen sonuglarin ortaya ¢iktigi
bildirilmistir’. Calismamizda da siirekli olarak 1.0 mgl_1 BA kullanimi, benzer
sonuglara yol agmis, ancak bu sorun ortama 0.5 mgl’1 GA; ilavesi ile bertaraf
edilmistir.

Olgun agaclardan alinan eksplantlarin kiiltiire alinmasiyla elde edilen aksenik
siirglinlerin proliferasyon ¢alismalarinda yapilan alt kiiltiirlerde, kullanilmas1 gereken
optimum BA oraninin 1.0-2.0 mglf1 arasinda olmas1 gerektigi rapor edilmistir'”.

Bir diger calismada ise, 1-3 yasina kadar seralarda biiyiitiilmiis olan,
P.atlantica x P.integerrima hibritinden elde edilmis siirgiinlerin proliferasyon
calismalarinda, en iyi sonug¢ veren bitki biiyiime diizenleyicisinin (BBD), 0.1 mgl’1
TDZ oldugu rapor edilmistir’.

Yapilan baska calismalarda ise, antepfistigi siirgiinlerin proliferasyon
calismalarinda en iyi sonucu veren bitki biiyiime diizenleyicisinin BA oldugunu

< .. 01234.103.14.5
rapor eden arastiricilarin oldugu belirtilmistir .

.. . 21.234.103.14.5
Calismamiz, daha oOnceki arastiricilarin

elde ettigi bulgular ile
uyum i¢inde olup kiiltiir baglatilmasinda her iki birey icin tespit edilen optimum BA

oranmin (1.0 mgl_l), siirgiin proliferasyonunu izleyen alt kiiltiirlerde de farklilik

gostermedigi tespit edilmistir (Cizelge 4.1.3" ve Cizelge 4.1.3%.
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4.1.7. Koklenme Calismalari ile ilgili Bulgular

Bu asamada, farkli konsantrasyondaki IBA (0.5, 1, 1.5, 2.5 ve 10gr/I™)
soliisyonlarina farkli siirelerde (10, 20, 30, 40 ve 50sn.) daldirilan siirgiinlerin
koklenme durumuna ait Slgiimler * testine tabi tutularak, cizelgeler (Cizelge 4.1.7.1°
Cizelge 4.1.7.1°, Cizelge 4.1.7.2) halinde verilmistir.
4.1.7.1. IBA’nmin farkh konsantrasyonlarinin kok olusumu iizerine etkisi

Farkli IBA konsantrasyonlarinda koklenme ortamina alinan erkek ve disi
antepfistig1 siirgiinleri, dort haftalik siire sonunda, kok olusum yiizdeleri alinarak
kaydedilmistir.  Elde edilen veriler X2 analizine tabi tutularak, sonuclar disi
antepfistigl icin Cizelge 4.1.7.1" da, erkek antepfistigi i¢in ise Cizelge 4.1.7.1° de
verilmistir.

Yapilan calismalarda, olgun erkek antepfistigi siirgiinlerinin koklenmeleri
icin, denenen IBA konsantrasyonlari igerisinde kok olusumu bakimindan optimum
degeri, lgr/l’1 IBA’'min verdigi gozlenmistir.  Ancak, olgun disi antepfistig
siirglinlerinde kok olusumu saglanamamistir. Olgun erkek antepfistig: siirgiinlerinde,
daldirilan IBA konsantrasyonlarinin artisina bagli olarak, kok olusumunun inhibe
edildigi gozlenmistir.  Yapilan denemelerde, materyal olarak kullanilan erkek
antepfistigi siirgiinlerinde, IBA konsantrasyonu bakimindan 6nemli derecede bir
farklilik gozlenmistir.
4.1.7.2. IBA’min farkli immersiyon siirelerinin kok olusumu iizerine etkisi

Olgun disi antepfistign siirgiinlerinin, yogun IBA Kkonsantrasyonlarina
daldirma parametrelerine olumlu cevap vermedigi tespit edilmis, bu nedenle de
siirglinler i¢in farkli immersiyon parametreleri denenmemistir. Farkli immersiyon

siirelerinde koklenme ortamina alinan erkek antepfistig siirgiinleri dort haftalik siire
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sonunda, kok olusum yiizdeleri alinarak kaydedilmistir. Elde edilen veriler X2
analizine tabi tutulmus, sonuglar erkek antepfistigi i¢in Cizelge 4.1.7.2° de
verilmistir.

lgr/l IBA icerisine daldirilan olgun erkek siirgiinler immersiyon siiresi
bakimindan en iyi kok olusumunu, 20 sn. siire ile bekletme parametresinde verdigi
gozlenmis (Sekil 4.1.7.2) ve immersiyon siiresinin artigina baglh olarak, kok olusum
oraninda azalma tespit edilmistir. Yapilan denemelerde, materyal olarak kullanilan
olgun erkek antepfistigr siirglinlerinde, immersiyon siiresi bakimindan Onemli
derecede bir farklilik gézlenmistir.

4.1.8. Koklenme Calismalari ile ilgili Degerlendirmeler ve Tartisma

Simdiye kadar gerek gen¢ (24 yas) gerekse de olgun antepfistigi
siirglinlerinin (25-30 yas) in vitro koklendirilmesi ¢alismalarinda, genellikle 1.5—4
cm boyuna ulagsmis eksplantlar kullamlmlstlrg'l1'3‘4‘5.

Caligmamizda ise, in vitro koklenme caligmalari icin, 25-30 yasinda olgun
disi ve erkek antepfistig1 agaglara ait apikal tomurcuklardan cogaltilan, 3—4 cm
uzunlugundaki siirgiinler kullanilmisgtir.

Antepfistig1 siirgiinlerinin in vitro koklendirilmesi ¢aligmalarinda en uygun
oksin tipinin IBA oldugu tespit edilmistir’®.  Bu calismaya gore, siirgiinlerin
koklendirilmesi, kiiltiiriin ilk 7 giinii karanlik sartlar altinda, IBA destekli 1/2
kuvvette hazirlanan MS besi ortaminda inkiibasyon ve sonrasinda ise 1-2 mm
uzunluga ulasan koklerin oksin icermeyen ortama aktarilmasi ile gerceklestirilmistir.

Aym aragtiricilar tarafindan yapilan, juvenil P.vera agaclarina (2 yas) ait
siirglinlerin  koklendirilmesi ile ilgili bir diger calismada ise, farkli IBA

konsantrasyonlarinin etkileri test edilmis ve sonug olarak kdklenme ortamina eklenen
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2.5, 3.0 veya 3.5 mgl"' IBA konsantrasyonlar1 arasinda gelisen kok sayisi
bakimindan istatistiksel olarak ©nemli bir farklihik olmadigr belirlenmis ve
koklenmenin, bu her iic konsantrasyonda da yaklasik olarak % 80 oraninda
gerceklestigi bildirilmistir'.

In vitro olarak elde edilen antepfistig1 siirgiinlerinin koklendirilmesi
calismalarinda, optimum koklenme elde edilmesi icin, alt kiltirii yapilmis
eksplantlarin kullamlmasi ve koklendirilecek siirgiinlerin 1 mgl™ ve/veya 2 mgl™
oranlarinda IBA eklenmis besi ortaminda kiiltiire alinmasi gerektigi bildirilmistir’.

Bir bagka calismada ise, besi ortamma (sivi veya kati) NAA ve IBA
eklenmesiyle koklenme oranlarinin artirildigi ve en iyi koklenme yanitinin kagit
filtre kopriileri ve NAA ile desteklenen sivi ortam kullamildiginda gerceklestigi
bildirilmistir.

Koklenmeye alinacak eksplantlarin olgun P.terenbinthus agaclarindan
alindiginda %60 oraninda'', ancak dort yasina kadar biiyiimiis P.vera agaclarindan
alimdiginda, %30-40 oraninda®,daha diisiik bir koklenme orani ile sonug¢landigi
bildirilmistir. Ayni ¢alismada, koklenmeye alinacak siirgiin uclarinin 100 mgl’1 IBA
solisyonuna 10 sn daldirilmasi isleminin, % 50 oraninda koklenme ile sonuglandigi
da rapor edilmistir®.

Antepfistiginin diger bir anaci olan Pistacia khinjuk Stocks’un tohumlarindan
in vitro olarak gelistirilen 2-3 cm uzunlugundaki apikal siirgiin uclarinin
koklendirilmesi ¢alismalarinda, 0.5 mgl™ IBA ile destekli MS besi ortaminda kiiltiire
alan eksplantlardan, % 100 oraninda koklenme elde edildigi tespit edilmistir*.

Bir diger calismada, 30 yasindaki antepfistigi agaclarindan alman 3-4 cm

uzunlugundaki govde kisimlari, 10 mgl’1 BA ve 10 mgl’1 IBA igerisinde
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bekletilerek, yeni siirgiin vermeye zorlanmis, daha sonra ise in vivo olarak gelisen
lateral segmentler in vitro ¢ogaltma calismalarinda eksplant olarak kullanilmistir.
Sonrasinda ise, bu eksplantlardan cogaltilmig siirgiin uglarimin koklendirilmesi
calismalarinda, en iyi sonucun 2.0 mgl™ IBA destekli MS besi ortamindan alindig
rapor edilmistir'.

30 yasindaki antepfistig1 (Pistacia vera L. var. “Siirt”) agaclarina ait in vitro
mikroasilanmis fidanlarin, 0,5 mgl_1 IBA destekli besi ortaminda koklendirildigi (%
36) ve koklenme ortamina aktarilan bu mikroasili fidanlardan ayn1 zamanda aksiler
siirgiinlerin (% 28.5) olustugu rapor edilmistir'.

P.paleastina (3 yas) ile asilanmis P.vera’ya ait siirgiin ug¢larinin
mikro¢ogaltimi ile ilgili yapilan bir diger ¢alismada ise, 1-3 cm uzunlugunda
siirgiinler 6.0 mgl’1 NAA iceren besi ortaminda %62 oraninda kbklendirilmistir25 .
Aymi ¢alismada, kiiltiiriin ilk haftasinda koklenme ortaminda tutulan siirgiinlerin,
daha sonra iki haftalik bir siire ile herhangi bir oksin igermeyen besi ortamina
alindig1 zaman, eksplantlarin tabaninda bir kallus kiitlesinin olustugu ve bu kiitlenin
kok olusumunu tegvik ettigi ve ayn1 zamanda NAA’in koklenme i¢in kullanilabilecek
en iyi oksin ¢esidinin oldugu da rapor edilmistir.

P.vera siirglin kiiltiirlerinde; Barghchi ve Alderson%, Martinellizz, Mederos
ve Cerren027, Parfitt ve Almehdig, Onay 4, Ozden-Tokath'* ve Tilkat® calismalarinda,
en iyi oksin tipinin IBA oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda ise, olgun erkek ve disi antepfistigi agaclarindan elde edilen
siirgiinlerin in vitro koklendirilmesi calismalarinda, literatiir calismalart 15181nda,
Dolcet-Sanjuan ve Claveria®’nin aksine, diger tiim arastiricilarin raporlart da goz

Oniine alinarak, oksin tipi olarak IBA kullanilmis, ancak siirgiinlerin koklendirilmesi
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calismalarinda kullanilan oksin, materyallerin kiiltiire alinacagl besi ortamina degil,
daha once antepfistiginin in vitro koklendirme ¢aligmalarinda Abousalim®in in vivo
koklendirme calismalarinda ve Al Barazi and Schwabe™ nin de rapor ettigi gibi,
materyallerin  kesik olan bazal uclarina dogrudan olarak uygulanmistir.
Koklendirilecek eksplantlarin, yiiksek IBA konsantrasyonlarina daldirilmasinin
koklenme {izerine etkilerinin arastirildigi ¢alismamizda, test edilen farkli IBA
konsantrasyonlar arasinda en iyi sonucu, erkek antepfistig1 siirgiinleri i¢in ise % 90
koklenme oranmiyla 1.0 gl_1 IBA solusyonunda 20 sn. bekletme isleminin verdigi

tespit edilmistir (Cizelge 4.1.7.2).
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4.2. SITOGENETIK CALISMALAR iLE iLGILIi GENEL BULGULAR VE
TARTISMA

4.2.1. Karyolojik Cahsmalar ile Ilgili Bulgular

Bu arastirmada, antepfistiginin erkek apikal tomurcuklarindan in vitro
ortamda iiretilen ve in vitro ortamda ¢imlendirilen tohumlarindan elde edilen koklere
uygulanmak iizere, basarili bir karyotip analiz teknigi gelistirilmistir (Cizelge 4.2.1).
Gelistirilen teknige gore, kromozom morfolojileri gozlenebilen olgun erkek bireyler
(Cizelge 4.2.5% ile tohumlara ait (Cizelge 4.2.5", Cizelge 4.2.5°) ¢ok sayida
preparatin incelenmesi sonucunda, en iyi 5 metafaz plak belirlenmis ve bunlara ait
karyotip analiz sonuclari, Duncan testine tabi tutularak ¢izelgeler halinde verilmistir.
Denemeler i¢in Sahabettin Elgi29’nin, ezme preparat yonteminden yararlanilmistir.

Yapilan sitolojik analizlerde, test edilen tiim ilk islem soliisyonlar1 (P-
diklorobenzen, o-monobromonaftalen, 8-hidroksikinolin, Kolsisin) arasinda
gozlenebilen en iyi metafaz sonucunu, P-diklorobenzen ile 4 saat uygulama
parametresinin verdigi tespit edilmistir. Fiksasyonun optimizasyonu caligmalarinda,
test edilen fiksatifler arasinda (Farmer ve Karnoy), Farmer ¢ozeltisinin (3:1; Alkol:
Glasial asetik asit) en iyi oldugu, 16 ile 24 saat arasinda degisen fiksatifte bekletilme
siiresinin ise gozlenebilir metafaz plaklarinin tespiti bakimindan neredeyse hig
oneminin olmadig1 gézlenmistir.

Kromozom morfolojisi tizerine, hidroliz siiresinin 6nemli bir etken oldugu ve
sonuclar1 hassasiyetle degistirdigi yapilan denemelerle tespit edilmistir. Elde edilen
bulgulara gore en iyi hidroliz siiresinin 6. 7. ve 8. dk.’lar oldugu belirlenerek, bunun
izerinde veya altindaki hidroliz siirelerinin kromozom sayimmimi giiclestirdigi

belirlenmistir.
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Caligmada test edilen boyalar arasinda (Aseto-karmin, Fulgen, Aseto-orsein,
Hematoksilen) en iyi boya tipinin, Feulgen oldugu ve bu boyada optimum bekletme
siiresinin ise 2 saat oldugu tespit edilmistir. Ayrica, kok uglarinin boyamadan sonra
musluk suyu ile muamele edilmesinin, incelenen preparatlarda kromozom renginin
koyulagmasina ve kromozom morfolojilerinin daha net goriilmesine yol actig1 da
belirlenmistir.

4.2.2. Karyolojik Cahsmalar ile Tlgili Degerlendirmeler ve Tartisma

Antepfistigi’'nda kromozom morfolojisinin aydinlatilmasi, o6zellikle de
cinsiyet kromozomlarinin tanimlanmasi, hem bitki i1slah1 hem de in vitro klonal
cogaltimi agisindan oldukca 6nem tasimaktadir. Kromozom durumlarindan cinsiyet
tayini yapilabilirse, gen¢ dokulardan klonlanmis olan hatlarin in vitro cinsiyet tayini
yapilabilir ve bu sayede bu hatlarin klonal durumlar1 da ortaya cikarilabilir.
Kromozomal karakterlerin gozlenmesi, P.vera’ min dioik yapisinin aydinlatilmasin
ve cinsiyet olusumunu etkileyen genetik faktorlerin belirlenebilmesini saglar. Bu
baglamda oncelikle, bitkilerde genetik yapinin aydinlatilmasi i¢in kromozomal
karakterlerin ortaya cikarilmasinda simdiye kadar gelistirilen metotlara deginmek
faydali olacaktir. Bu metotlarin ¢ogunlugunun ortak yani, hiicre bdliinmesi
esnasinda boliinmeyi kontrol edecek ve kromozomlarin istenen sekle gelmesine
yardimc1 olacak ilk islem soliisyonlarinin kullanilmasidir. Bunun icin degisik

. o 30 . 3129.4.32
arastiricilar  tarafindan, 8-hidroksikinolin™, o-monobromonaftalin , P-

. 29.33 . . 34.35.36.37.38.39.40.41
diklorobenzen™ ", kolsisin 0

gibi, 6n islem soliisyonlar1 kullanilmistir.
Rousi™, kolsisin’in kromozomlari iyi ayirdigini, ancak fazla biizdiigiinii, bu

nedenle bazi yapilarin kaybolabilecegini ve 8-hidroksikinolin’in ise kromozomlarda

ha¢ isareti sekillerini arttirdigindan, sentromer yerinin tespitinin zorlastigini, P-
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diklorobenzen’in kromozomlarin ¢ok iyi bir sekilde dagilmasini sagladigini, 6zellikle
sekonder yapilari da iyi belirledigini belirtmektedir. Ayrica Elgi29, -
monobromonaftalen’in iyi bir islem solisyonu oldugunu, bunun yani sira P-
diklorobenzen’le de 3—4 saatlik 6n muamelenin basarili sonuglar verdigini
bildirmistir.

Calismada ise, daha once en iyi ilk islem soliisyonlar1 olduklar rapor edilen
kolsisin, 1-monobromonaftalen ve 8-hidroksikinolin’in aksine, P-diklorbenzen’in
doymus ¢ozeltisinin daha iyi sonug¢ verdigi tespit edilmistir. Fiksasyon asamasi,
kromozom kayiplarina neden olmasi bakimindan 6nemlidir. Genellikle kullanilan
asetik asitin fazla olmasi, hiicrelerin zarar gormesine neden olabilmektedir.
Yaptigimiz biitiin denemeler icin fiksatifler, uygulamadan yaklagik 2 saat Once
hazirlanarak, +4°C’de buzdolabinda bekletilmistir. Pistacia cinsine ait tiirlerin
kromozomal analizlerinde, ¢cogunlukla 3 cesit fiksatifin kullamildigin1 soyleyebiliriz.
Bunlar: Piennar gézeltisi39‘40‘41, Karnoy (;tizeltisi3 ? ve Farmer gézeltisidir4.
Calismamizda, Farmer cozeltisi kullanilmig ve bu fiksatifin Karnoy’a gore daha iyi
sonu¢ verdigi gozlenmistir.  Feulgen ile yapilan boyamalarda kromozomlarin
optimum boyay1r almalarinin en Onemli kurallarindan birisi, hidroliz siiresinin
materyale gore dogru belirlenmis olmasidir”. Bunun icin Fox**un belirttigi gibi, en
uygun hidroliz, 60 °C’de 1 N HCI igerisinde materyalin 5 ile 20 dk.’ya kadar ¢esitli
siirelerde bekletilmesiyle yapilmaktadir. Hidroliz i¢in zaman, sicaklik derecesi ve
hidrolizde kullanilan HCI’in konsantrasyonu 6nemlidir.

Yapilan denemelerde antepfistigi i¢in hidroliz siiresi, 6-8 dakika olarak
bulunmustur. Hidroliz islemi sonrasi kok uglart tekrar musluk suyu ile yikanarak

boyamaya birakilmistir. Feulgen ve Aseto-karmin boyalarinin 1960’lardan bu yana
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rutin olarak sitolojik analizlerde kullanilan DNA boyalar1 oldugu ve bu iki boyanin
da diger boyalar gibi, DNA’yr koyu pembe-mor renge boyayarak, 151k
mikroskobunda goriintir hale gelmesini sagladig bilinmektedir®. ila ve ark.™,
boyama islemini arttirmak icin kok uclarimi bir denemede sadece fulgen boyasina,
diger bir denemede ise Once aseto-karmin sonra fulgen boyasina aktararak, boya
parametrelerini denemigler ancak, sadece fulgen uygulamasinin daha iyi sonug
verdigini bildirmislerdir. El¢i®, Fulgen ile boyamada dokunun boyay1 almasinn ilk
5 dakikada kendini gosterdigi ve yarim saat icinde kok uclarimin gittikce koyu viole
renk aldig1 ancak, en iyi boyama siiresi icin en az bir saatin ge¢gmesi gerektigini rapor
etmis ve fulgenden ¢ikarilan kok uglarinin boyayi daha iyi almasi i¢in, 10 dakika
damitik suda bekletildikten sonra preparasyona alinmasi isleminin boyamay1
arttirdi@int  bildirmistir. Calismamizda kullanilan boya tipi ve siiresi, Elgi29 ile
uygunluk gostermistir.  Sitogenetik c¢alismalar asamasinda yapilan deneyler
siiresince; fiksasyon, hidroliz ve boyama islemlerinden sonra, kok uglart saf su ile
muamele edilerek, optimum preparatlarin elde edilmesi saglanmistir.

4.2.3. Kromozomlarm Morfolojik Analizi ile flgili Bulgular

In vitro ortamda mikrogogaltilmis olgun erkek antepfistig1 siirgiinlerinin ve
antepfistig1 tohumlariin koklendirilmesinden elde edilen kromozomlarin morfolojik
analizi ile ilgili yapilan incelemelerde, elde edilen metafaz plaklar1 dogrultusunda,
antepfistigi’nin diploid kromozom sayisinin 2n=30 oldugu tespit edilmistir.
Kromozomlarin morfolojik analizlerinde, Levan ve ark.”’ tarafindan gelistirilen
nomenklatiir sistemi uygulanmstir. Incelenen plaklarda, ploidi seviyesine
rastlanmamustir. Plak igerisinde, kromozomlarin morfolojileri bakimindan

farkliliklar gézlenmistir. Sentromer tipi bakimimdan kromozomlarin metasentrik,
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submetasentrik, subtelosentrik ve telosentrik sentromer yapisinda olduklari tespit
edilmistir. Kromozomlarin kollarina bagli herhangi bir satellite rastlanmamustir.
Erkek antepfistigi metafaz plaklarinda heteromorf, disi antepfistigi metafaz
plaklarinda ise, homomorf cinsiyet kromozomlar belirlenmistir. Antepfistiginin disi
anaclar verecek olan tohumlart i¢in, komplementteki en biiyiikk kromozom ciftinin
metasentrik sentromerli oldugu ve bu kromozom ciftinin cinsiyet kromozomlari
(XX) oldugu tespit edilmistir. Geriye kalan 8 kromozom ciftinin submetasentrik, 3
kromozom ciftinin metasentrik, 2 kromozom ¢iftinin subtelosentrik ve 1 kromozom
ciftinin ise telosentrik sentromerli oldugu goézlenmistir.  Erkek bireyler igin
komplementteki en biiyiik kromozomun metasentrik sentromerli cinsiyet kromozomu
oldugu (X), karyotip analizi yapilirken ciftleri secilen kromozomlar
tamamlandiginda, agikta kalan ve subtelosentrik sentromer yapisi gosteren
kromozomun ise, erkege 6zgii ‘y’ cinsiyet kromozomu (Xy) oldugu tespit edilmistir.
Geriye kalan 8 kromozom ciftinin submetasentrik, 3 kromozom ¢iftinin metasentrik,
2 kromozom ¢iftinin subtelosentrik ve 1 kromozom ciftinin ise telosentrik
sentromerli oldugu belirlenmistir.

Tim bu bilgiler 1s18inda, antepfistifi i¢in calismamizda tespit ettigimiz
karyotip formiilii,
Disi bireyler i¢in:
K (n:15, 2n:28+XX): 8sm +3m +2st +1t +XX,
Erkek bireyler icin ise:

K (n:15, 2n:284+Xy): 8sm +3m +2st +1t + Xy dir.
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4.2.4. Kromozomlarm Morfolojik Analizi ile Tlgili Degerlendirmeler ve
Tartisma

Antepfistigi’'nda  yapilan kromozom calismalann ile ilgili literatiir
taramalarinda, kromozom sayis1t bakimindan Pistacia cinsine ait tiirler ile ilgili farkl
arastiricilar tarafindan, farkli sonuglar rapor edilmistir:  Fasihi- Harandi ve
Behboodi*® P.chinensis icin 2n= 24, P.integerrima i¢in n= 15, P.khinjuk’ ta 2n= 24,
P.lentiscus’ta 2n= 24, P.terebinthus’ta 2n=30 ve P.vera’da 2n=30 olarak
bildirilmistir. Bunun yaninda, Pistacia vera igin diploid kromozom sayisinin
2n=32* oldugu ve Pistacia lentiscus icin diploid kromozom sayisinn 2n=24—
307404748 arasinda degistigi yOniinde tespitler bulunmaktadir.  Cesitli bitki
gruplarinda yapilan karyolojik calismalarda, kromozom sayisinin populasyonlar
arasinda ve hatta icerisinde bile degiskenlik gOsterebilecegi rapor edilmistir®. Bu
duruma, antepfistigi’nin dis déllenmeye acik bir yapr arz etmesi ve farkli cografik
alanlarda yayilig gdstermesinin neden olabilecegi sdylenebilir.

Calismamizda, daha onceki ¢alismalarda rapor edildigi gibi, ploidi seviyesi
bakimindan herhangi bir bulguya rastlanmamistir. Bunun yam sira, yapilan karyotip
analizleri sonucunda, tiire ait kromozom sayisimin diploid olarak tespit edilmesi,
antepfistigi’nin poliploid bir tiir olmadigini destekler niteliktedir.

Kromozomlarin morfolojik 6zellikleri bakimindan, olduk¢a simirli sayida
calismaya rastlanmistir. Iran’da yetisen P.vera tiirii iizerinde yapilan kromozom
sayimi ve karyotip analizi c¢alismalarinda; 4 ¢iftin metasentrik, 8 ¢iftin
submetasentrik ve 3 ciftin de akrosentrik sentromer yapida oldugu, rapor edilmistir*’.
Aym c¢alismada P.khinjuk’a ait analizde ise, 7 c¢iftin submetasentrik, 5 ¢iftin

metasentrik sentromerli, P.atlantica’nin alt tiirlerinden; cabulica, kurdica ve
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mutica’da ise, 3 ciftin metasentrik 10 c¢iftin submetasentrik ve 2 ¢iftin ise akrosentrik
sentromerli oldugu tespit edilmistir. Ayni zamanda, metasentrik ¢iftlerden birinin
heterokromatin yap1 gosterdigi ve bu kromozomlarin cinsiyet kromozomlar
olabilecegi belirtilmistir. Ayni calismada, Pistacia cinsine ait temel kromozom
sayilarinin 12, 14 and 15in katlan seklinde bulundugu ve Pistacia khinjuk (Buttum,
2n=28)’un, median ve submedian sentromer pozisyonlarina sahip olan simetrik bir
karyotipte olup, atasal tiirlerin de simetrik karyotipe sahip olmalar1 nedeniyle,
baslangi¢ temel kromozom sayisiin 14 oldugu, 12 ve 15’in de 14’ten tiirev aldigin1
bildirmiglerdir. Ayrica Pistacia’da poliploidi ile ilgili herhangi bir ¢alisma rapor
edilmedigi i¢in, tiirlesmenin olusumu ve gelisiminde diploidi fenomeninin 6nemli bir
rol oynadigini da rapor etmislerdir.

Ancak bu arastirmada, antepfistigi disi bireylerinde (tohum) gozlenen
homolog kromozomlarin, 8 cift submetasentrik, 4 c¢ift metasentrik (bunlardan en
biiyiik cift cinsiyet kromozomu, ‘XX’), 2 ¢ift subtelosentrik ve 1 cift ise telosentrik
sentromerli yapida olduklar tespit edilmistir. Tiim antepfistif1 erkek bireylerinde
(olgun materyal ve tohum) gozlenen kromozom komplementinin ise, 8 cift
submetasentrik, 3 ¢ift metasentrik, 2 cift subtelosentrik, 1 ¢ift telosentrik sentromerli
kromozom ile 1 ¢ift cinsiyet kromozomundan (1 adet cinsiyete 6zgii metasentrik ‘X’
ve 1 adet cinsiyete 0zgii subtelosentrik ‘y’, ‘Xy’ ) olustugu belirlenmistir.

Bu baglamda, bu taksonlarin karyolojik varyasyon gosterdigi soylenebilir.
Ancak, cinsiyet kromozomlarindan ‘X’ kromozomunun metasentrik sentromerli, ‘y’
kromozomunun ise subtelosentik sentromerli yap1 gostermesi yoniindeki

bulgularimiz, Ghaffari ve Fasihi Harandi*"nin tezini kismen dogrulamaktadir.
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4.2.5. Karyotip analizi ile flgili Bulgular

Calismamizda elde edilen metafaz plaklar1 arasindan test edilen materyal
tiplerinin her biri i¢in, bir adet metafaz plak fotografi verilmistir. Yapilan karyotip
analizleri ise, her bireye ait en iyi 5 adet metafaz plagin ortalamasini icermektedir.

Incelenen metafaz plaklarinda;

Olgun erkek antepfistigi i¢in diploid kromozom sayis1 2n=28+Xy’dir.

Haploid komplementteki kromozomlarin total kromozom uzunlugunun 5,69
ile 20,19um; kol oranlarinin 1,12 ile 8,90um; sentromerik indekslerinin 10,35 ile
47,43um; nispi boylarinin 2,22 ile 8,71um; arasinda oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.2.5%).

Antepfistig1 tohumlart i¢in diploid kromozom sayisi, hem 2n=28+XX hem de
2n=28+Xy olarak tespit edilmistir.

Antepfistiginda disi bireyleri verecek olan tohumlar icin diploid kromozom
say1s1 2n=28+XX tir.

Haploid komplementteki kromozomlarin total kromozom uzunlugunun 5,76
ile 35,10um; kol oranlarininl,17 ile 8,63um; sentromerik indekslerinin 10,58 ile
45,93um; nispi boylarinin 2,04 ile 12,4um; arasinda oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.2.5").

Antepfistiginda erkek bireyleri verecek olan tohumlar icin diploid kromozom
sayist 2n=28+XY tir.

Haploid komplementteki kromozomlarin total kromozom uzunlugunun 9,43
ile 28,60um; kol oranlarininl,02 ile 9,05um; sentromerik indekslerinin 10,01 ile
49,42um; nispi boylarimin 3,33 ile 10,10um; arasinda oldugu tespit edilmistir

(Cizelge 4.2.5°).
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Antepfistigi tohumlarindan elde edilen kromozomlar ile mikrogogaltilmig
olgun erkek kromozomlart arasinda kromozomlarin sayir ve sentromer tipi
bakimindan 6nemli bir farklilik goriilmedigi ancak morfolojik biiyiiklitk bakimindan
mikrocogaltilmis olgun erkek bireylere ait kromozomlarin daha kiiciik bir ortalama
degere sahip oldugu tespit edilmistir.

4.2.6. Karyotip Analizi ile Tlgili Degerlendirmeler ve Tartisma

Bu arastirmada, kromozom uzunlugu yoniinden gercek degeri elde edebilmek
icin, morfolojik yapilar1 belirgin ancak, kisalmalar1 (biiziilmeleri) farkli derecede
olan kromozomlar kullanilmistir. Bu nedenle, o6zellikle kromozom uzunlugu
yoniinden minimum ve maksimum degerler arasinda farkliliklar gozlenmektedir.
Ayn1 zamanda, olgun erkek antepfistig: siirgiinleri ile antepfistig1 tohumlarina iligkin
karyotip analizleri karsilastirildiginda, baz1 benzerlikler ve farkliliklar goriilmektedir.
Ancak, antepfistiklarinin karyotip calismalarindan elde edilen tiim bulgular,
sentromer tipleri bakimindan standart bir yapiya sahip olduklarin1 gostermistir. Disi
antepfistiklarinda 1. kromozom c¢ifti cinsiyet kromozomu ve metasentrik sentromerli;
7. 12 ve 13. kromozom ¢iftleri metasentrik; 2. 3. 4. 5. 6. 8. 10 ve 11. ciftleri
submetasentrik; 9 ve 15. ciftler subtelosentrik ve 14. ¢ift ise telosentrik sentromerli
olarak tespit edilmistir. Erkek antepfistiklarinda ise 1. kromozom ¢ifti heteromorf
yapida, bunlardan birinin metasentrik (X), digerinin subtelosentrik (y) sentromerli
cinsiyet kromozomlar1 oldugu, gerisinin disi bireylerde goriilen sentromer yapisi ve
sayisini igerdigi tespit edilmistir. ~ Konu ile ilgili yapilan literatiir taramalarinda,
antepfistiginin kromozom analizlerine iligkin olarak, sadece idiogram bulgularinin
yer aldigi, ancak analize ait sayisal degerlerin bulunmadigi, az sayida calismaya

rastlanmlst1r40.
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4.2.7. Karyogram Calismalari ile ilgili Bulgular

In vitro ortamda mikrogogaltilmis olgun erkek antepfistig1 siirgiinlerinin ve
antepfistig1 tohumlariin koklendirilmesinden elde edilen kromozomlarin morfolojik
ozellikleri, karyotip analizlerinde acgik¢a goriildiigiinden; homolog kromozomlarin,
boy hizasinda biiyiikten kiiciige dogru siralanmasi suretiyle karyogramlar yapilmigtir
( Sekil 4.2.7%, Sekil 4.2.7°, Sekil 4.2.7%).

4.2.8. Karyogram Calismalari ile ilgili Degerlendirmeler ve Tartisma

In vitro ¢ogaltilmis olgun erkek antepfistig1 siirgiinlerinin ve antepfistigi
tohumlarinin  koklendirilmesinden elde edilen kromozomlarin karyogrami, bu
calisma ile ilk kez verilmistir. Yapilan literatiir taramalarinda konu ile ilgili herhangi
bir bulguya rastlanmamugtir. Sekil 4.2.7%, Sekil 4.2.7°, Sekil 4.2.7° “de gosterildigi
gibi, erkek ve disi bireylere ait cinsiyet kromozomlarinin karyogramda ilk siray1
aldiklan goriilmektedir.

4.2.9. idiogram Cahsmalar ile Tlgili Bulgular

Karyogramlar1 yapilan homolog kromozomlarin, diagramatik olarak
diizenlenmesi de gerceklestirilmistir. Bu diizenlemeye ait idiogram; Cizelge 4.2.9%,
Cizelge 429" ve Cizelge 4.2.9° halinde verilmistir. Her bireye ait idiogram; her
bireye ait 5 metafaz plaginin Duncan testine tabi tutulmasi ile elde edilen ortalamalar
sonucunda ¢izilmistir.

4.2.10. idiogram Cahsmalar ile ilgili Degerlendirmeler ve Tartisma

Olgun erkek bireyler ile antepfistigt tohumlarina ait kromozomlarin
idiyogramlar1 verilmistir. ~ Yapilan literatiir taramalarinda, Ghaffari ve Fasihi
Harandi40, Iran’da yetisen P.vera, P.khinjuk ve P.atlantica’nin alt tiirlerinden;

cabulica, kurdica ve mutica’da idiogram caligmalar1 gerceklestirmis ancak
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idiogramlar, karyotip analizlerinin diagramatik sekli oldugundan, konu ile ilgili
detayl tartigsma alt boliim 4.2.6.”da verilmistir.

4.2.11. Cinsiyet Kromozomlari ile ilgili Genel Degerlendirme ve Tartisma

Cinsiyet kromozomlari, yiizyih askin bir siire nce kesfedilmistir’’. Bitkilerde
kromozom temelli ilk cinsiyet belirleme calismast ise, Allen® tarafindan,
Sphaerocarpos  (koyunotu)’'nda yapilmustir. Daha sonrasinda, cinsiyet ile ilgili
kromozomlar, dioik bitkilerin bir¢ok tiiriinde kesfedilmis ve Lee™” ve Pollock™, cinsiyet
ile satellit bazinda heteromorfik kromozom c¢ifti arasindaki iligkiyi ortaya koymustur.
Bu kesfin ardindan, cinsiyet kromozom gelisimi teorik, sitogenetik ve genetik
calismalarla belirlenmeye baslanmistir.

Gegen 20 yilda gelistirilen genomik ve molekiiler biyoloji teknikleri ile,
memelilerde yapildigi gibi, bitkilerde de cinsiyet kromozomuna ait sekanslarin ve
cinsiyet belirlenmesini saglayan genlerin klonlanmasi miimkiin olmustur.

Dioik ve poligamik bitkilerde bulunan cinsiyet kromozomlari, sonraki
nesillerinde genetik ¢esitliligi arttiran capraz tozlagmayi garanti altina almak i¢in, bir
dizi mekanizma gelistimn'slerdir5 4 Cinsiyet 0zellesmesi, erkek steril ya da disi steril
mutasyonlar yoluyla, tiim bitki familyalarinin % 75’inde evrimlesmis ancak,
heteromorf yapida cinsiyet kromozomlari, sadece dort bitki familyasinda
(Cannabidaceae, Caryophyllaceae, Cucurbitaceae ve Polygonaceae) acik bir sekilde
tanimlanmastir.

Kromozomal cinsiyet tayininde kullanilan model tiirlere 6rnek olarak, ballica
(Silene latifolia; XY sistem), serbet¢i otu (Humulus lupulus; X:A sistem) ve hem XY
benzeri hem de X:A benzeri bir sisteme sahip olan kuzukulag (Rumex

spp.)’ verilebilir>.
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Dioik oldugu cok eskiden beri bilinen ve dioik yap1 icin model bir bitki olan
Melandrium album’a ait anterlerden tiiretilmis haploid bireylerin, flow-cytometric,
fenotipik, sitolojik ve genetik anlamda incelenmesi sonucunda, tiiriin % 90 oraninda
disi bireylerden (2n=24, 24,XX) olustugu, ancak genomik yapida hi¢ erkege
rastlamlmadigi, geriye kalan yiizdelik dilimi ise erkek bireylerin yerine, hermafrodit
ve atipik olan bazi disi bitkilerin olusturdugu belirtilmistir. Tiire dahil olan ancak,
olduk¢a androjenik bir diger bitkide (M5045) ise, tiire 6zgii normal erkek formiilii:
2n=24,Xy yerine, kromozomal formiil: 2n=26,Xy olarak hesaplanmistir. Calisma
sonucunda, bu dioik bitki tiiriinde, kromozomlarin degiskenlik goOsteren ii¢ tipi

arasinda, gelisimsel donemlerde etkilesimlerin oldugu kanisina varimistir’®.,

Bir diger dioik bitki olan Asparagus (Asparagus officinalis)’un ise, disi
bireylerinin kromozom sayisi 2n = 18 + XX iken, erkek bireyleri 2n = 18 + Xy (ya da
siiper erkek: yy) kromozom yapisina sahiptirler. Erkek populasyonlarda ¢ok nadir de
olsa hermafrodit cicek yapisina sahip bitkilere de rastlandig1 i¢in, bu bitkiler ayrica
siiper-erkek gelistirmek i¢in de kullanilabilmektedir’’.  Grant ve ark’®, cinsiyet
belirlenmesinin molekiiler biyolojisini aragtirmak i¢in, model olarak ¢esitli cinsiyet
mekanizmalarina sahip bitkileri (Silene latifolia - Melandrium album) kullanarak,
bitki cinsiyet kromozomlarimin yapilarini aydinlatmaya calismislar ve Melandrium
album’da cinsiyet belirlenmesinin sitogenetik temelinin memelilere benzedigini, zira
bu bitki tiirlinde de dominant erkekligi saglayan genleri tasiyan erkege 0zgii bir y
kromozomu bulundugunu rapor etmislerdir. Calismaya gore; eger genomda bu
kromozomdan bulunuyorsa bitki erkek, bulunmuyorsa disidir. Memeliler gibi,
Melandrium album’un y kromozomunda DNA yapis1 tekrar eden diziler bakimindan

zengin ve okromatik yapidadir.
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Melandrium album’da y kromozomu i¢in rapor edilen okromatik yapinin
aksine, antepfistiginda cinsiyet kromozomlar1 icin, heterokromatik yapidan
bahsedilmistir®. Calismaya gore, iran’dan bazi antepfistig tiir ve alttiirlerine ait
karyotip analizleri rapor edilmis, P.vera icin kromozom yapisinin, 3 akrosentrik, 8
submetasentrik ve 4 metasentrik kromozom c¢iftinden olustugu ve total kromozom
sayisinin =~ 2n=30 oldugu, metasentrik kromozom ¢iftlerinden birinin ise
heterokromatik yapida bulundugu tespit edilmistir. Buttum’un (P.khinjuk, 2n=24)
karyotipinin ise, yedi ¢ift submetasentrik ve bir cifti yine heterokromatik yapida olan
5 ¢ift metasentrik kromozom igerdigi bildirilmistir. Cabulica, kurdica ve mutica alt
tiirlerinin de dahil oldugu P. atlantica’da kromozom yapilarinda ise, lic metasentrik,
dokuz submetasentrik ve ik adet akrosentrik kromozom ciftine rastlanmis, total
kromozom sayisinin ise 2n=28 oldugu ve bu ii¢ alt tiirde de, bir ¢ift metasentrik
kromozomun heterokromatik yapida oldugu tespit edilmistir. Ozetle, tiim tiir ve alt
tiirler karsilastirildiginda, genomda tespit edilen 4 c¢ift metasentrik kromozomdan
birinin heterokromatik yapida oldugu ve bu iki metasentrik kromozomun, pistacia

cinsine ait cinsiyet kromozomlar i¢in aday olduklari rapor edilmistir®.

Calismamizda ise, genomda 4 cift metasentrik kromozom oldugu tespit
edilmis, ancak Ghaffari ve ark.*” nin rapor ettiginin aksine bu metasentrik kromozom
ciftinin heterokromatik yapida olmadig belirlenmistir.  Yaptigimiz karyotip
analizleri sonucunda, cinsiyet kromozomlarm olusturan ‘X’ kromozomunun
metasentrik sentromerli, ancak ‘y’ kromozomunun ise subtelosentrik sentromerli
yapida oldugu tespit edilmistir. Bu baglamda, ¢calismamizda, Ghaffari ve ark.*’nin

rapor ettigi gibi, herhangi bir heterokromatik yapi gosteren cinsiyet kromozomu
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tezinden ziyade, subtelosentrik yapida bir ‘y’ kromozomu ve metasentrik yapida bir

‘X’ kromozomunun varlig1 sonucuna ulagilmistir.

Bitkilerde cinsiyet mekanizmalarinin yapilarinin ortaya konulmasinda,
karyolojik ve karyotip calismalarin yam sira, son zamanlarda molekiiler biyoloji
tabanli calismalar da siklikla gerceklestirilmeye baslanmistir. Zira erkek ve disi
bitkilerin erken asamada tanimlanmasi, dioik tiirlerin 1slah programlarinin etkili bir

sekilde yiiriitiilmesini saglamaktadir.

Jiang and Sink®’, kuskonmazda cinsiyet lokuslarina 1.6 cM uzaklikla bagh
olan SCAR markorleri gelistirmiglerdir. Reamon Buttner ve JungSS, disi kuskonmaz
kromozomlarmi, erkeklerden ayirabilen ko-dominant STS markorii gelistirmislerdir.

Antepfistiginin cinsiyet mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in yapilan bir
calismada ise; Kafkas ve arkadaslarlsg, Tiirkiye'nin Manisa ili Yunt Dagi’nda,
diinyada benzeri olmayan birka¢ adet monoik (erkek ve disi cicek salkimlarinin ayni
agac tizerinde olusmasi) P.atlantica genotipi bulundugunu ve bu agaclan kullanarak
tir ici ve tiirler aras1 melezlemeler yoluyla monoik P.vera cesitleri gelistirmeyi
amagladiklarin1 rapor etmislerdir. Calismada, iki adet monoik atlantik sakizi
genotipi, hem ana hem de tozlayici olarak kullanmilmistir: birinci genotip, iizerinde
erkek ve disi c¢icek salkimlarimi karisik olarak bulunduran (M-Tip I) tamamen
monoik genotip, Oteki ise iizerinde sadece erkek cicek salkimlari bulunduran birkag
dala sahip genotip (M-Tip II). Ayrica, iki P.vera cesidi (Ohadi ve Siirt) ve bir disi
P.atlantica genotipi ana, birer adet erkek P.atlantica ve P.vera genotipi tozlayici
olarak kullanilmiglardir. Calismada toplamda, bes ana ve dort tozlayict arasinda
toplam 20 farkli melezleme kombinasyonu yapildigi ve iki yil siiresince yapilan

melezlemeler sonunda, P.vera ile monoik P.atlantica genotipleri arasinda 1662, oteki

96



kombinasyonlarin herbirinden 50- 104 yavru bitki ve toplam olarak 3002 melez bitki
elde edildigi ve bu bitkiler ile damla sulama ile sulanabilen modern 1slah bahgesi
Gaziantep Antepfistigt Arastirma Enstitiisi'lnde kuruldugu da rapor edilmistir.
Tamamen monoik olan genotipin (M- Tip I) bazi cicek salkimlarinda hermafrodit
ciceklerin de gozlendigi ve bu ciceklerden dogal ve yapay tozlama yontemleriyle
bitkiler elde edildigi bildirilmistir. Ayrica, ebeveyn olarak kullanilan bitkiler ile
P.atlantica'mn  ana olarak kullanildigi kombinasyonlardan elde edilen melez
bitkilerin morfolojik olarak tanimlandig1 ve daha dnce P.vera tiiriinde disi tiire 6zgii
bulunan RAPD cinsiyet DNA markorii® Siirt cesidi melez bitkilerinde test edilmis
ve bu markoriin Siirt ¢esidinin atlantik sakizi melezlendigi kombinasyonlarda (yani
tiirler aras1 melezlerde) ¢calismadigi belirlenmistir™’.

Kafkas ve ark®, P.vera icin anac olarak kullanilan yabani tiirler olan
P.atlantica, P.terebinthus ve P.eurycarpa’da cinsiyet ile iliskili RAPD markérlerini
belirlemek icin yaptiklar1 arastirmada, denedikleri 472 primer igerisinden, sadece
ikisinin (BC156 and BC360) P.eurycarpa i¢in cinsiyet ile iligkili bant olusturdugunu,
rapor etmiglerdir.

Antepfistiginin cinsiyet mekanizmasinin molekiiler yapisinin ortaya konmasi
icin giiniimiize kadar yapilan calismalardan bir digerinde ise, dokuz adet ISSR
primeri kullanilarak, dort disi ve erkek Pistacia vera L. cesitlerinin (Akbari, Ahmad
Aghaii, Fandoghi, Kaleh Ghochi) cinsiyetleri belirlenmistir. Bu dokuz primerden
ikisi (AC)8CG ve (AC)8TA disi bireylerde cinsiyete bagli DNA bantlan iireterek,
disi ve erkek bireyleri tanimlayabilmistir. Calismaya gore, PCR sartlarinin, Pistacia

cesitlerinin cinsiyet tayini i¢in uygun ve tekrarlanabilir olmasi, antepfistig1 bitkilerine
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ait fidanlarin gelisimlerinin erken safhalarinda cinsiyetlerinin belirlenmesine olanak
saglayabilecegi belirtilmistir44.

Sonug olarak, antepfistiginda ¢iceklenmeden once erkek ve disi antepfistig
fidanlarinin ayirt edilebilmeleri i¢in bir metod bulunmamaktadir. Ciceklenmeden
once bitkilerin cinsiyetlerini ortaya koyacak bir metot, fidan asamasinda cinsiyetin
ortaya konulmasim1 miimkiin kilmasi bakimindan, hem disi bitkilerin 1slah ve
yetistiriciligini, hem de farkli amaclarla erkek ve disi bitkilerin belirlenmesi
calismalarini kolaylastirarak, zamandan ve ekonomiden tasarruf saglayacaktir

Bir bitki tiirline ait olan kromozomal datalar, yetistiriciler ve sitogenetik¢iler
icin oldukca degerlidir. Kromozomal calismalarin sonuglari, bitki taksonomisi ve
filogenetik calismalarda kullanilabilir. Simdiye kadar Pistacia cinsinde ¢ok az sayida
kromozom sayim caligmasi yapilmis ancak, bu calismalarin sonuglar1 giincel

olmadigi i¢in, dogrulanmasi gerekmektedir.
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CiZELGE VE SEKILLER

Cizelge 4.1.1.1%. Disi antepfistig1 apikal tomurcuklarinin yiizey sterilizasyonuna
NaOCI’in farkli konsantrasyonlarinin etkisi

Islem Uygulanan Enfekte olan Gelisen Kararan
siire (dKk) Tomurcuk (%) tomurcuk (%) tomurcuk (%)
Kontrol 100 0.0 0.0
%10 NaOCl 30 40.0 40.0 20.0
%15 NaOCl 30 20.0 45.0 35.0
%20 NaOCl 30 20.0 40.0 40.0
%25 NaOCl 30 15.0 35.0 50.0
%30 NaOCl 30 10.0 30.0 60.0
Y*(5df) P <0,05 P<0,05 P<0,05

Sonuglar kiiltiiriin 28. giiniinde ve 20 tomurcugun ortalamasim gostermektedir.

Cizelge 4.1.1.1°. Erkek antepfistig1 apikal tomurcuklarina NaOCI’in farkli
konsantrasyonlarinin yiizey sterilizasyonuna etkisi

islem Uygulanan Enfekte olan Gelisen Kararan
siire (dk) tomurcuk (%) tomurcuk (%) tomurcuk (%)
Kontrol - 100.0 0.0 0.0
%10 NaOCl 30 35.0 50.0 15.0
%15 NaOCl 30 20.0 55.0 25.0
%20 NaOCl 30 15.0 50.0 35.0
%25 NaOCl 30 10.0 45.0 45.0
%30 NaOCl 30 5.0 35.0 60.0
x2(5df) P <0,05 P <0,05 P <0,05

Sonuglar kiiltiiriin 28. giiniinde ve 20 tomurcugun ortalamasim gostermektedir.
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Cizelge 4.1.1.2°. Disi antepfistig1 apikal tomurcuklarinin yiizey sterilizasyonuna
NaOCT’in farkli immersiyon siirelerinin etkisi

islem Uygulanan Enfekte olan Gelisen Kararan

siire(dk) tomurcuk (%) tomurcuk (%) tomurcuk (%)

Kontrol - 100 0.0 0.0
%15 NaOCl 30 20.0 45.0 35.0
%15 NaOCl 35 15.0 50.0 35.0
%15 NaOCl 40 5.0 55.0 40.0
%15 NaOCl 45 5.0 45.0 50.0
%15 NaOCl 50 5.0 40.0 55.0

Y*(5df) P <0,05 P <0,05 P <0,05

Sonuglar kiiltiiriin 28. giiniinde ve 20 tomurcugun ortalamasini gostermektedir

Cizelge 4.1.1.2°. Erkek antepfistig1 apikal tomurcuklarinin yiizey sterilizasyonuna
NaOCT’in farkli immersiyon siirelerinin etkisi

Islem Uygulanan Enfekte olan Gelisen Kararan
siire(dk) tomurcuk (%) tomurcuk (%) tomurcuk (%)

Kontrol - 100.0 0.0 0.0
%15NaOCl 30 20.0 55.0 25.0
%15 NaOCl 35 10.0 60.0 30.0
%15 NaOCl 40 5.0 65.0 30.0
%15 NaOCl 45 5.0 55.0 40.0
%15 NaOCl 50 5.0 40.0 55.0

y(5df) P <0,05 P <0,05 P <0,05

Sonuglar kiiltiiriin 28. giiniinde ve 20 tomurcugun ortalamasinm gostermektedir.
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Sekil 4.1.1. Disi (a) ve erkek (b) antepfistigi tomurcuklarinin MS besi ortamindaki
genel goriiniigleri

Cizelge 4.1.3" Disi antepfistig1 apikal siirgiinlerinden kiiltiir baglatilmasina
sitokininlerin (BA, Kin) etkisi

Sitokinin Tipi Siirgiin Sayis1  Siirgiin Uzunlugu

(1 mgl™) +SE +SE

Kontrol 0.00 +0.00c 0.00 +0.00c
BA 3.30 £0.38a 1.85 +0.08a

Kinetin 1.50 £0.12b 1.30 £0.04b

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.
Tabloda bir sutunda farkli bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu ortalamalarin,
DUNCAN testine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu
gosterir.
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Cizelge 4.1.3 ® Erkek antepfistig1 apikal siirgiinlerinden kiiltiir baglatilmasina
sitokininlerin (BA, Kin) etkisi

Sitokinin Tipi Siirgiin Sayisi Siirgiin

(1 mgl™) +SE Uzunlugu + SE

Kontrol 0.00 £0.00c¢ 0.00 £0.00 ¢

BA 3.00 £0.31a 1.52 £0.04 a

Kinetin 1.18 £0.06 b 1.07 £0.05b

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.
Tabloda bir sutunda farkli bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu ortalamalarin,
DUNCAN testine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu
gosterir.

Sekil 4.1.3. 1.0 mgl_1 BA iceren besi ortaminda disi (a) ve erkek (b) antepfistigi
apikal tomrcuklarmdan kiiltiir baglatilmast
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Cizelge 4.1.5". Disi antepfistig1 siirgiinlerinin proliferasyonuna BA’nin farkli
konsantrasyonlarinin etkisi

BA Konsantrasyonu Siirgiin Sayis1  Siirgiin Uzunlugu

(mgl™) + SE +SE
0.25 2.50 +0.18¢ 1.57 £0.01d
0.5 2.73 +0.10bc 1.75 +0.02¢
1.0 3.33+0.12a 1.90 +0.02a
2.0 2.96 + 0.06b 1.83 +0.01b

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.
Tabloda bir sutunda farkli bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu ortalamalarin,
DUNCAN testine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu
gosterir.

Cizelge 4. 1.5". Erkek antepfistig1 siirgiinlerinin proliferasyonuna BA’nin farkli

konsantrasyonlarinin etkisi

BA Konsantrasyonu Siirgiin Sayis1  Siirgiin Uzunlugu

(mg1™) +SE +SE
0.25 2.33+0.16¢ 1.50 +0.02¢
0.5 2.50+0.11c 1.60 +0.02b
1.0 3.40 +£0.13a 1.92 +0.02a
2.0 3.10 +£0.07b 1.88 +0.01a

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.
Tabloda bir sutunda farkli bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu ortalamalarin,
DUNCAN testine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu
gosterir.
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Sekil 4.1.5* lmgl—1 BA igeren besi ortaminda disi (a) ve erkek (b) antepfistigi
stirgiinlerinin proliferasyonu

Cizelge 4.1.5°. Disi antepfistigi siirgiin proliferasyonunda BA konsantrasyonuna (1
mgl’1 BA) GAy’iin farkli konsantrasyonlarinin etkisi

GAj;Konsantrasyonu  Siirgiin Sayis1  Siirgiin Uzunlugu

(mgl™) + SE + SE
0.25 3.56 + 0.24c 1.59 % 0.02¢
0.5 4.10£0.17a 1.94 +0.02a
1.0 3.70 £ 0.17ab 1.81 £0.01b
2.0 3.30 £0.10c 1.83 +0.02b

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.
Tabloda bir sutunda farkli bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu ortalamalarin,
DUNCAN testine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu
gosterir.
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Cizelge 4.1.5°. Erkek antepfistign siirgiin proliferasyonunda BA konsantrasyonuna (1
mgl_1 BA) GAy’iin farkli konsantrasyonlarinin etkisi

GA; Konsantrasyonu  Siirgiin Sayis1  Siirgiin Uzunlugu

(mgl™) +SE +SE
0.25 3.60 + 0.26¢ 1.57 £0.02¢
0.5 420 +0.15a 1.97 +0.02a
1.0 3.86 £ 0.17ab 1.85 +0.02b
2.0 3.46 +0.09¢ 1.81 +0.02b

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.
Tabloda bir sutunda farkli bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu ortalamalarin,
DUNCAN testine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu
gosterir.

Sekil 4.1.5° lmgl_1 BA ve 0,5 mgl_1 GA; iceren besi ortaminda disi (a) ve erkek (b)
antepfistig: siirgiinlerinin uzamasi
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Cizelge 4.1.7.1." Olgun disi antepfistig1 siirgiinlerinin koklendirilmesine IBA’nin
farkli konsantrasyonlarinin etkisi

IBA Konsantrasyonu  Uygulanan Kok olusumu

(grM) siire (sn) (%)

Kontrol - -

0.5 20 -

1 20 -

1.5 20 -

2 20 -

5 20 -

10 20 -
Y*(6df) P <0.05

Sonuglar kiiltiiriin 28. giiniinde ve 20 siirgiiniin ortalamasini géstermektedir.

Cizelge 4.1.7.1°. Olgun erkek antepfistig siirgiinlerinin koklendirilmesine IBA nin
farkli konsantrasyonlarinin etkisi
IBA Konsantrasyonu Uygulanan Kok olusumu

(grM) siire (sn) (%)
Kontrol - 0
0.5 20 40
1 20 80
1.5 20 50
2 20 30
5 20 5
10 20 -
1 (7df) P <0.05

Sonuglar kiiltiiriin 28. giiniinde ve 20 siirgiiniin ortalamasini géstermektedir.
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Cizelge 4.1.7.2. Olgun erkek antepfistigi siirgiinlerinde IBA’nin farkli immersiyon
siirelerinin kok olusumu iizerine etkisi

Islem Uygulanan Kok olusumu
siire (sn) (%)
Kontrol - -
1gr/1 IBA 10 30
1gr/1 IBA 20 90
1gr/1 IBA 30 75
1gr/1 IBA 40 60
1gr/1 IBA 50 50
X (5df) P <0.05

Sonuglar kiiltiiriin 28. giiniinde ve 20 siirgiiniin ortalamasini gostermektedir.

Sekil 4.1.3.2. Olgun erkek antepfistigi siirgiinlerinin (a) ve antepfistig1 tohumlarinin
(b) koklenmesi
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Cizelge 4.2.1. Olgun erkek antepfistigi ile antepfistig1 tohumlarina ait koklerin
kromozom analizinde uygulanan metafaz plagi olugturma teknigi

Asamalar Adimlar Sicaklik degeri Bekleme siiresi
O (saat)

ilk islem P- Diklorobenzen 25 4

Fiksasyon Farmer ¢ozeltisi 4 16-24

Hidroliz IN HCl 60 6-8dk

Depolama  %70’lik alkol 4 Max. 1 hafta

Boyama Fulgen 25 2
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Sekil 4.2.3 *. Olgun erkek antepfistig1 (Pistacia vera L.)’nin metafaz diizlemindeki
mitotik kromozomlari, bar: 38.64 pm.
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Cizelge 4.2.5", Olgun erkek antepfistigmm (Pistacia vera L.) karyotip analizi

Kromozom  Total ~ Umnkol Kisakol — Kol  Sentromerik  Nisbi  Sentromer

cifti uzunluk(c)  boyu(l)  hoyu(s) orani(l/s) indeks boyu tipi

X 20194020 10,6140,09 9,5840.11 1,12+0,02 47434020 8,71+0,08 m
| y 4864009 3834008 1024001 3,73+0,07 21,16+0,32  2,09+0,04 St
2 19,1740,14  134340,06 5,7440,08 2334007 29,94£30,23 827#0,06  Sm
3 18,2640,14 12,1340,07 6,13£0,07 1,9740,01 3354+0,16 7884006  Sm
4 17,7840,16  11,9740,08 5,8040,08 2,05+0,01 32,60+0,15 7,67+0,07 Sm
5 16,7540,15  11,9040,08 4,854£0,06 2454001 2893+0,14 7224006  Sm
6 16,3820,13 11,7740,07 4,6140,06 255+0,02 28,1240,16  7.0640,05 Sm
7 16,1820,15  94640,05 6,86+0.08 1,37+0,00 42394021  6,98+0,06 m
8 16,150,13  104740,06 5,6840,07 1,844001 35,09+0,17 6,97£0,06  Sm
9 16,1140,13 134740,06 2,6440,07 526+0,12 16,245031  6,9520,05 St
10 134720,11  92720,05 4,1920,06 2.2140,01  30,34+0,14  3,81+0,05 Sm
11 10,6420,11  7.7540,06  2,8940,05 2,70+0,02 27,03+0.21  4,59+0,05 Sm
12 8,9620,13  4.8640,07 4,00+0,06 1,18£0,00 45,68£0,05 3,860,035 m
13 7904011  47120,05 3,1940,06 148+001 4021021 341+0,05 m
14 6,9240,06  6,1920,04 0,7240,01 8904019 10,35£0,18  2,9840,02 t
15 5,69£0,08 4524009 1174001 3,82+0,02 29,16+041 2,22+0,03 St

Haploid komplementin total uzunlugu: 231,59um.

Rakamlar toplam 5 plaga ait karyotip analizlerinin ortalamastdur.
Tablodaki ortalama degerler DUNCAN testine gore P=0.03 seviyesinde istatistiksel

olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4.2.7* Olgun erkek antepfistig1 (Pistacia vera L.)’nin karyogrami

8o 49 20 ¢8 99

y

80 €6 03 b/ 10

6 7 8 9 10

606 pg o0 (o 00

1 12 13 14 15

Cizelge 4.2.9% Olgun erkek antepfistiginin (Pistacia vera L.) idiogrami
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Sekil 4.2.3". Antepfistig1 (Pistacia vera L.)’nmin disi ¢6giirlerini verecek olan
tohumlarina ait metafaz diizlemindeki mitotik kromozomlar, bar : 37.96 pm.
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Cizelge 4.2.5". Antepfistif (Pistacia vera L.) nin disi ¢tgiirlerini verecek olan tohumlarinin

karyotip analizi
Kromozom  Total ~ Uzunkol Kisakol Koloram Sentromerik  Nishi  Sentromer
cifti uzunluk (¢)  boyu(l)  boyu(s) (Is) indeks boyu tipi
! 35,10£0.16  19.00£0.09 16,1040.07 1,17¢0.00 4593+0,17 12412004  m
2 25,7840.17 17,3240.09 8,46+0.08 2,04+0.01 3281+0,17  9,10£0,05 Sm
3 23,6420.13  152040.06 8,48+0.09 1,79+0.01 3569+0,18 8,35+0,04 Sm
4 3324013 14.96£0.09 8,36+0.07 1,78+0.01 35844029 8,23+0,01 Sm
i) 21,6840.15 162040.08 5,60+0.09 2.83+0.02 26,0840.24  7,65+0,04 Sm
6 21,2040.20  13,8440.09 8,58+0.06 1,90+0.01 38,49+025 7,94+0,03 Sm
i) 20,86+0.23 13.2840.09 9,5240.06 1,66+0.01 41,76+020 8,05+0,04 m
8 20,50£0.17 14,8240.09 592+0.08 243+0.00 29,00£0,31 7,2840,02 Sm
9 19,48+0.12 15,16+0.06 4,3240.06 3,5240.03 22,1340,19  6,88+0,04 St
10 15,98+0.14  11,66+0.09 4,2040.06 2,70+0.01 27,024026 5,64+0,04 Sm
[ 15,02¢0.12  10,76+0.06 4,2440.06 2,54+0.02 28,28+021  5,30+0,04 Sm
12 15,02¢0.12  8,72+0.06 6,58+£0.07 1,30+0.00 42,97+0,28 5400,03 m
13 10,86+0.14  6,24+0.07 4,6240.07 1,35£0.01 42444035 3,83+0,04 m
14 8,86£0.05  7.72¢0.06 1,09+0.05 8,63+0.17 10,58+0,16  3,13+0,02 t
15 5762009  4,6820.06 1,07+0.05 421+0.03 19,22+0,13  2,04+0,03 St

Haploid komplementin total uzunlugu: 283,06 .

Rakamlar toplam 5 plaZa ait karyotip analizlerinin ortalamastdir.,
Tablodaki ortalama degerler DUNCAN testine gore P=0.035 seviyesinde istatistiksel

olarak degerlendirilmistir.

113



Sekil 4.2.7". Antepfistig1 (Pistacia vera L.)’min disi ¢6giirlerini verecek olan
tohumlarinin karyogrami
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Cizelge 4.2.9°. Antepfistigi (Pistacia vera L.)’ nin disi ¢ogiirlerini verecek
olan tohumlarina ait idiogram
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Sekil 4.2.3°. Antepfistigi (Pistacia vera L.) nin erkek ¢ogiirlerini verecek olan
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Cizelge 4.2.5°. Antepfisugi (Pistacia vera L.)' nin erkek ¢ogiirlerini verecek olan tohumlarinimn
karyotip analizi

Kromozom  Total Uzun kol  Kisa kol Kol  Sentromerik  Nishi  Sentromer

cifti uzunluk(c)  bova(l)  boyu(s) oram(l/s) indeks hoyu tipi

X 28604016 1446+0,07 14,130,090 1,0240,00 49,42+0,06  10,1040,05 m
| y o 873016 7324009 140+006 529+0,19 16,02£0,04  3,08+0,05 St
2 26,0220,17 18,13+0,08 7,89+0,09 2,300,001 30,29+0,14  9,19+0,06 Sm
3 24144014 15,8120,07 8,3320,07  1,90£0,00 34.48+0,10  §53+0,05 Sm
4 22,0740,17 14344008 7,7240,09  1,85£0,01 34,97+0,14  7,79+0,06 Sm
3 20,0540,14  13,51+0,07 6,54+0,07 2,060,001 32,60+0,14  7,08+0,05 Sm
6 18,300,14  11,57£0,07 6,7320,06  1,7240,00 36,76+0,10  6,46+0,05 Sm
7 18,30£0,12 9,66+0,06  8,64+0,06  1,11£0,00 47.21+0,03  6,46+0,04 m
8 18,2540,13  12,54+0,08 5712005 2,20£0,00 31,25+0,08  6,45+0,04 Sm
9 17,3320,10  13,85+0,07 3,47x0,03  4,00£0,02 20,01£0,08  6,12+0,03 St
10 1720£0,09 11,7820,05 5424004 2,17#0,01 3149+0,10  6,07+0,03 Sm
11 15,6240,10  10,80£0,05 4,8240,05 2,24+0,01 30,80+0,11  5,51+0,03 Sm
12 11,9540,11  6,9240,05  5,0240,05  1,38+£0,00 41,97+0,08  4,2240,04 m
13 11,5240,11  5,9420,05  5,5820,05  1,06£0,00 4844+0,03  4,07+0,03 m
14 9,46+£0,06 8504005  095+0,01  9,05£0,10 10,01£0,09  3.34+0,02 t
1§ 9,43£0,07 7124004  2,31+0,02  3,0740,00 24,51+0,03  3,33+0,02 St

Haploid komplementin total uzunlugu: 277,03 pm.

Rakamlar toplam 5 plaga ait karyotip analizlerinin ortalamasidur.

Tablodaki ortalama degerler DUNCAN testine gore P=0.03 seviyesinde istatistiksel
olarak degerlendirilmistir,
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Sekil 4.2.7¢. Antepfistig1 (Pistacia vera L.) nin erkek ¢dgiirlerini verecek olan
tohumlarinin karyogrami

Cizelge 4.2.9°. Antepfistigi (Pistacia vera L.)’ nin erkek ¢ogiirlerini verecek
olan tohumlarin idiogrami
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu calisma ile ilk kez, klonal c¢ogaltilan antepfistigt (Pistacia vera L.)

agaclan ile tohumlarindan, erkek ve disi cinse ait karyolojik bulgulara ulagsmak i¢in

rutin olarak kullanilabilecek sitolojik bir cinsiyet belirleme protokolii tanimlanmaistir.

Ancak bu protokoliiniin kullanimindan once su hususlarin dikkate alinmasi

yerinde olacaktir:

1.

Calisma sonucunda, mikrogogaltilan olgun disi antepfistig1 siirgiinlerinde
kok olusumu saglanamamis ve olgun disi antepfistifi agaglarina ait
karyolojik bulgulara ulagilamamistir. Ancak, Oncelikle olgun disi
antepfistigi  agaclarinin  mikrocogaltimina ait caligmalarin  devam
ettirilerek, calismamizda gelistirilen sitolojik cinsiyet belirleme
protokoliiniin, klonal olarak cogaltilmis bu hatlara ait koklere de
uygulanmasi gereklidir.

Cogaltimi zor bir bitki tiirii olan antepfistiginin in vitro mikrogogaltilmasi
icin farkli laboratuarlarda bircok arastirici tarafindan ¢ok sayida
aragtirma yapilmaktadir. Ancak antepfistiginin in vitro klonal ¢ogaltimi
icin dncelikle yeniden test edilmis bir entegre mikrocogaltim metodu ve
metodun gelistirilmesi ve genis Olcekte uygulanmasi i¢in bir arastirma
merkezinin kurulmasi gereklidir.

Calismada gelistirilen sitolojik cinsiyet belirleme protokoliiniin, genis
Olcekte kullamilmadan Once, uygulayict kurulus tarafindan her
asamasinda tekrar edilebilirligi test edilmelidir.

Cinsiyet kromozomlarinin gelisimini tam anlamiyla anlamak, ancak,

dioik bitkilerin cinsiyet tayininin molekiiler bakis acisiyla yorumlanmasi
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ile miimkiin olabilir. Bu baglamda, caligma sonuglarimizin ayrica,
elektron mikroskopi, FISH ve diger molekiiler yontemlerle (RAPD, ISSR
ve SSR) dogrulanmasi gereklidir.

5. Antepfistig1 tizerine yapilan bu calismanin sonuglari, kromozom yapisi
ve cinsiyet mekanizmasi heniiz aydinlatilmamis olan diger dioik yapi
gosteren odunsu bitkiler i¢in bir model olusturabilir ve asagida tartigilan
ileriye yonelik caligmalarin molekiiler tekniklerle desteklenerek
yapilmasiyla antepfistigt gibi odunsu bitkilerin kompleks cinsiyet
belirleme mekanizmalarinin aydinlatilmasini miimkiin kilabilir.

Antepfistiginda cinsiyet belirleme mekanizmalarinin tespit edilmesi icin

yapilmas1 gereken ileriye doniik calismalar ise su sekilde 6zetleyebiliriz:

1. Antepfistiginin cinsiyet belirleme mekanizmasinin tam olarak ortaya
konmasi icin hem mikrogogaltilmis, hem dogal sartlar altinda genglik
doneminde olan, hem de olgun in vivo bitkilerde, detayli molekiiler
biyolojik caligmalar yiiriitiilmelidir.

2. Antepfistifinda cinsiyet kromozomu gelisiminin siire¢ ve kokenini
anlamak icin, gelisimsel siirecin farkli asamalarinda, bir¢cok genotip
tizerinde caligmak gereklidir. Cinsiyet kromozomunun erken ve gec
agsamalarina sahip olan bu farkli genotipler, bu caligmalari miimkiin
kilacak onemli materyal kaynaklaridir.

3. Antepfistigina ait cinsiyet tayininden sorumlu genlerin klonlanmasi,
aslinda bircok yonden giivenilirligi diisiik olan cinsiyet belirleme
aragtirmalarinin - dogrulanmasi1 ve cinsiyet kromozomu gelisim ve

farklilagmasinin sirriin ortaya ¢ikarilmasi igin, en dnemli asamadir.
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4. Cinsiyet kromozomlarna ait genomik sekanslarin ve/veya genomun
timiiniin bilinmesi, parcali DNA markdorlerine veya sekans verilerine
dayanarak sonug¢ c¢ikarmada karsilasilan zorluklara care olacaktir ve
cinsiyeti belirleyen genleri tam olarak tamimlamamiza olanak
saglayacaktir.

5. Gelistirilecek genomik ara¢ ve kaynaklar, ayrica cinsiyet kromozomu
gelisimi ve cinsiyet belirlemesinde, cevre ve genotip arasindaki
etkilesimlerin etkilerinin aragtirllmasini da kolaylastiracaktir.

Ozetle, bu calismada tanimlanan sitolojik cinsiyet belirleme protokoliiniin

gelecekte antepfistig1 endiistrisinin gelismesine faydali olacagini timit ediyoruz.
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