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AMAC

Ic ve dis ticaretimizde 6nemli bir yeri olan Antepfistiginmn, ulusal
ekonomimize katkisini artirmak i¢in, {stiin karakterli varyetelerden kurulmus
meyve bahgeleri gereklidir.

Zararli ve hastaliklarla yetersiz miicadele, uniform verimli plantasyonlar
i¢in teorik yetersizlik, kaliteli seckin anag¢ ve kalemlerin kullanilmamasi, sulama,
giibreleme, budama ve ilaglama yetersizligi ve hasat sirasinda gozlere verilen
zararlar, Antepfistiginda verimi etkileyen onemli faktdrlerdendir. Antepfistigi
iretiminin artirtlmasi; iri meyve yapili, yiiksek verimi olan, periyodisitesi az olan
yada olmayan, yesil i¢ renkli cesitlerle ve uygun ekolojik ve teknik kosullarin
saglanmasi ile olusturulabilir.

Ulkemiz, 6zellikle de Giineydogu Anadolu Bélgesi, Antepfistigimnin en
onemli gen merkezlerinden biri olup, bu bolgede (6zellikle Gaziantep, Urfa ve
Siirt) yiizyillardir yetistirilmektedir. Antepfistig1 dioik bir bitkidir. D1 déllenme
gosteren bir cins oldugu i¢in tohumdan gelisen her fert genetik olarak degiskendir
ve % 50 erkek, % 50 disi aga¢ olma olasiligina sahiptir. Zigotik kokenli
tohumlardan yetisen fidelerde agilim s6z konusu oldugundan erkek ve disi
agaclarin mutlaka {stiin nitelikli kiiltiir varyeteleri ile asilanmasi gereklidir.
Asilamada goriilecek olas1 uyusmazliklardan dolay1 ara as1 gerekebilmektedir. Bu
da {irlin aliminda zaman kaybina neden olmaktadir. Bu zaman kaybi1 Antepfistigi
yetistiriciliginin gelistirilmesini etkileyen 6nemli faktorlerden biridir.

Antepfistiginda verimi etkileyen faktorlerden birisi de erkek ve disi
agacglarin ¢igeklenme siireleridir. Antepfistiginda c¢iceklenme zamani, hava
sicakligina, anaca, agacin beslenme durumu ve yasma bagl olarak degisebilir.
Antep fistiklarinin disi ve erkek cesitleri ve tiirleri arasinda tozlasma bakimindan
birbirleriyle uyusmazlik yoktur. Uyusmazlik olmamakla birlikte erkek ve disi
ciceklerin farkli zamanda cicek agmasi yaygindir. Genellikle erkek agaclar
disilerden daha once ¢igek agar ve polen vermeye baslar. Bu da iirlin aliminda
verim kaybina neden olur. Bu nedenle, disilerle es zamanli ¢igeklenme zamanina
sahip olan uygun erkek tiplerinin ¢ogaltilmas1 6nem tasimaktadir.

Antepfistiginda verim kaybina neden olan i¢i bos meyve (fis meyve)

olusumu; genellikle bahgedeki erkek aga¢ sayisi, erkek ve disi ¢iceklerin ayni
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zamanda olgunlasmamasi, erkeklerin zayif anag¢ iizerine asilanmasi ve farkh
iklimsel faktorlere bagli olarak ortaya c¢ikar. Bundan dolayr disi agaclar ile es
zamanlt cicek acan {istlin nitelikli erkek agaclarin klonlanmasi, tozlagsmanin
artmasini saglayarak fis meyve olusumunu engelleyecek ve bdylece verimin
artmast mimkiin olacaktir. Bilindigi tiizere gilinlimiizde fistik agaglarinin
cogaltilmasinda kullanilan geleneksel metotlar talepleri karsilamada belirgin bir
sekilde yetersiz kalmaktadir.

Tiirkiyede ekonomik olarak sulanabilir 8,5 milyon hektar alanin yaklasik
1,5 milyon hektar1 (yaklasik % 20’si) GAP bolgesinde bulunmaktadir. Halen bu
miktarin yaklasik 180.000 hektarlik boliimii isletmeye agilmustir.

GAP'!n sulama projelerinin tamamlanmasiyla 1.5 milyon hektar alanin
sulamaya agilmasi hedeflenmektedir. 2005 yili itibariyle DSI tarafindan 236 019
hektar alan sulamaya acilmistir. Fiziki gerceklesme agisindan, sulama projelerinin
% 13.7’si1 1sletmede, % 8.3’ insaat halinde, % 21.8’1 ihale ve % 56.2’si planlama
asamasindadir (Anonim, 2006a).

Ulkemizin toplam yiizolgiimiiniin % 9.7'sini olusturan ve yiizol¢iimii
75.358 kilometre kare olan Giineydogu Anadolu Bolgemizde, GAP ile birlikte
sulu tarim olanaklarinin artmasi sonucu, zeytinden fistiga, findiktan narenciyeye
kadar genis yelpazede iiriinler yetistirilebilecektir.

Bu baglamda yeni Antepfistigt bahgelerinin kurulmasi i¢in  uygun
cesitlerin hizli ¢ogaltimi gerekmektedir. Bu nedenle mevcut ¢ogaltim teknikleri
yeni metotlarla desteklenmelidir. Bitki hiicre, doku ve organ kiiltiir teknikleri
(organogenezis, embriyogenezis, mikroasilama), geleneksel metotlara umut verici
alternatif bir yaklasimdir. Calismamizin amaci Ustiin 6zelliklere sahip erkek
Antepfistig1 agaglarinin mikrogogaltimi i¢in rutin olarak kullanilabilecek entegre

bir protokol gelistirmektir.
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OZET

Doktora Tezi
Erkek Antepfistig1 (Pistacia vera L.cv. “Atl”)
Agaglarinin Mikrogogaltilmast

Engin TILKAT

Dicle Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali

2006, Sayfa 142

Bu c¢alismada 25 yillik olgun erkek Antepfistigi (Pistacia vera L.) cv.
‘Atlr’ agaclarindan alman apikal tomurcuklar kullanilarak bir in vitro klonal
mikrogogaltim metodu gelistirildi. Kiiltiire alinacak olan eksplantlarin yiizey
sterilizasyonu % 10’luk NaOCl i¢inde 40 dakika boyunca calkalanarak yapildi.

Siirgiin  ucglarindan itibaren, kiiltiir baglatilmasi, siirgiin gogaltilmasi,
rejenere siirgiinlerin koklendirilmesi ve koklendirilmis fidelerin sera kosullarina
adaptasyonu i¢in metotlar gelistirildi.

Kiiltiir baslatilmasi1 i¢in 6-Benzylaminopurin (BA)’in mutlaka gerekli
oldugu tespit edildi. Siirgilin proliferasyonu i¢in test edilen sitokininler (BA, Kin,
TDZ) igerisinde 0,5-2.0 mgl' araligimda BA igeren, 5.5 gl agar ve 30 gl
sakkaroz igeren, 1/1 konsantrasyonunda MS besi ortaminin en iyi sonu¢ verdigi
tespit edildi.

Siirgiin proliferasyonuna optimizasyon ¢aligmalarinda tespit edilen en iyi
sitokinin konsantrasyonuna (0.5-2.0 mgl" BA) oksin, gibberellin ve poliamin
ilavesinin olumlu sonuglar vermedigi tespit edildi.

In vitro rejenere edilen siirgiinlerin koklendirilme ¢alismalarinda en iyi
oran (% 73), 1.0 mgl" BA igeren MS besi ortaminda daha énce 20 kez alt kiiltiirii
yapilmis 4 cm uzunlugundaki siirgiinlerin 2.0 mgl” IBA igeren MS besi ortaminda

kiiltiire alinmasiyla elde edildi.
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Test edilen diger oksinlerde (IAA, NAA ve 2-4 D) daha diisiik koklenme
oranlar1 elde edilmistir. /n vitro koklendirilen bitkicikler in vivo kosullara basarili
bir sekilde (% 95) adapte edildi.

Sonuglar seckin Antepfistig1 agaglarinin klonlanma stratejileri agisindan

tartigildi.

Anahtar Kelimeler: Erkek Antepfistigi, in vitro, mikrogogaltim



SUMMARY

PhD. Thesis
Micropropagation of Mature-Male Pistachio

(Pistacia vera L. cv. Ath)

Engin TILKAT
Dicle University
Graduated School of Natural and Applied Science
Department of Biology

2006, Page: 142

Methods were developed for the in vitro micropropagation of pistachio
(Pistacia vera L.) cv. ‘Atli’ using apical tips from mature (twenty-five year old)
trees. Mature shoot tips of ‘Atli’ were surface sterilised with a 10% sodium
hypochloride (commerical bleach) solution for forty minutes.

Methods were described for the initiation, proliferation, rooting and
acclimatisation of mature apical shoot tips. Cytokinin 6-benzyl aminopurine (BA)
was found to be essential for the induction of organogenezis from mature apical
shoot tips on a 1/1 MS medium. BA at 0.5 - 2.0 mgl" gave the best results for the
proliferation of cultures from apical shoot tips among the tested cytokinins (BA,
Kin, TDZ). Inclusion of auxins, polyamines and gibberellins as applied to the best
cytokinin treatment was not effective for further shoot multiplication. The best
rooting (73%) of mature male Pistacia vera regenerated materials which was
previously subcultured twenty times on MS basal medium supplemented with 1.0
mgl” BA was achieved with explants (four cm long) on 2.0 mgl™ IBA containing
an MS medium. Lower rooting responses were obtained from the regenerated
mature material of Pistacia vera L. by using other auxins. /n vitro rooted shoots
of mature Pistacia vera materials were successfully aclimatised (95%) in vivo.

Results are discussed for cloning strategies of selected male trees.

KEYWORDS: Male pistachio, in vitro and micropropagation
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1. GIRIS

Tarimsal iiretimin ge¢misi diisiiniildiigiinde, devrim olarak adlandirilan iki
onemli donem mevcuttur. Bunlardan birincisi, iistiin varyetelerin elde edilmesi,
ticari giibreler ve ileri tarimsal tekniklerin uygulanmasiyla ortaya c¢ikan yesil
devrim (green revolution), digeri de 6zellikle son 20 yilda etkisi gittikge artan ve
bitki biyoteknolojisinin uygulanmasiyla ortaya ¢ikan gen devrimi (gene
revolution)’dir.

Yesil devrimde iiretim tohum-bitki-tohum dongiisiinde gergeklestirilmis,
DNA’nin yapisinin anlagilmasi, bakteri genetigi, bitki doku kiiltlirtiniin geligimi
ve bu tekniklerin birgok bitkiye uygulanabilir olmasi gen devrimi doneminin
baslamasini hizlandirmistir (Babaoglu ve ark., 2002).

Calismalarimizi da kapsayan bitki doku kiiltiirii tekniklerinde kullanilan
temel nokta bitki rejenerasyonudur. Bitki rejenerasyonu, kiiltiirii yapilan hiicre
veya dokularin 6zellikleri bakimindan;

Organize olmus meristematik dokular1 igeren somatik dokulardan
rejenerasyon,

Meristematik olmayan somatik hiicrelerden rejenerasyon,

Mayoz boliinme gecirmis gametik hiicrelerden rejenerasyon,

olmak tlizere 1ti¢ farkli kisimda incelenir. Calismalarimizda da
kullandigimiz birinci tip rejenerasyona, meristematik dokular iceren apikal ve
lateral ug kiiltiirii yoluyla klonal ¢ogaltim da denilmektedir (Babaoglu ve ark.,
2002).

Bitki doku kiiltiirlerinin bitki 1slahinda kullanilan baslica uygulama
alanlar1 arasinda; tiirler aras1 melezlemelerden sonra embriyo kiiltiirleri, haploid
bitki iiretiminde anter (polen) ve yumurtalik (oviil) kiiltlirleri, somaklonal
varyasyonlar, in vitro seleksiyonlar, germplazm muhafazalari, somatik hiicre
melezlemesi (protoplast flizyonu) ve gen transferleri ile hastaliksiz bitki eldesinde
meristem kiiltiirleri, mikrogogaltim, sentetik tohum (somatik embriyolar) {liretimi,
kallus-hiicre siispansiyonlariyla sekonder metabolit iiretimi ve kimerik bitki
olusturmak sayilabilir.

Genetik olarak degistirilmis 70’ten fazla bitki tiirlinlin hepsinde bir takim
doku kiiltiirii teknikleri uygulanmistir (Brown and Thorpe, 1995). Modern tarimda



en fazla 150 bitki tlirtiniin tariminin yapildigi ve bunlarin iyilestirilmesinde klasik
yontemlerin sinirma geldigi diisiiniiliirse, bitki doku kiiltiiri tekniklerinin stiratle
gelistirilmesinin ve uygulanmasinin 6nemi daha 1iyi anlagilir. Bitki doku
kiiltiiriiniin en 6nemli etkisi ve uygulama alani, mikrogogaltimda hatta bundan
daha 6nemlisi bitkilerin hiicre seviyesinde kontrollii manipulasyonunda olacaktir.
Bunlar soguga, kurakliga, tuza, agir metallere, herbisitlere, hastalik ve zararlilara
dayanikliliktir.

Bitki Biyoteknolojisi alanina da giren 1slah g¢aligmalarinda ¢ogunlukla
verim artirma yollar1 aranmustir. Ancak geleneksel 1slah caligmalari,
biyoteknolojik yontemlerle desteklenmedik¢e uzun ve beraberinde bir¢ok sorun
barindiran sancili bir siirectir. Bitki hiicre ve doku kiiltiir teknikleri, son yillarda
tilkemizde de daha fazla kullanilmaya baslanan DNA markdrleri yardimiyla
seleksiyon (MAS) teknikleri, AFLP, RAPD, ISSR, SSR ve SCAR gibi
polimorfizm tespitlerinde kullanilan molekiiler teknikler, DNA’y1 istedigimiz
miktarda  ¢ogaltabilmemize ve  lizerlerinde sayisiz  manipulasyonlar
yapabilmemize olanak veren RT-PCR ile QTL gibi bir¢ok ileri molekiiler
tekniklerin de klasik 1slah caligmalarinin yaninda yer almasi 1slah c¢aligmalarina
son derece giiclii bir ivme kazandirmstir.

Antepfistig1 (Pistacia vera L.) Ortadogu, Akdeniz iilkeleri ve Amerika
Birlesik Devletlerinin yar1 kurak bolgelerinde yaygin olarak kiiltiire alinan bir
kiiltiir bitkisidir. Fistik agaclar1 yazlar 1lik ve kiglar1 soguk olmak tizere ¢ok 6zel
iklimsel sartlara ihtiya¢ duyan bir bitki tliriidiir.

Tiirkiye, elverissiz toprak sartlarin1 ekonomik kazanca ¢evirebilen bu ¢ok
degerli meyve tiiriinden heniiz geregi gibi yararlanamamaktadir. Iran ve 6zellikle
ABD sulu kosullarda ve en iyi bakim sartlarinda Antepfistigi yetistirirken,
Tirkiye’de bu tip plantasyonlar ¢ok sinirlidir. Sulama imkanlarinin gelistirilmesi
ile bu yonde biiyiik bir atilim yapilabilir.

Bu baglamda, GAP Bolgesi iiriin ¢esitliligi tahminlerine gore, bolgede
Antepfistigina ¢ok genis plantasyonlar ayrilmast miimkiin goriilmektedir. Bu
durum hayata gecirildiginde, modern yetistirme teknikleri ve 1slah edilmis siiper

cesit ve anacglarin da kullanimi ile mevcut durum katlanarak gelisecektir.



Tirkiye, Antepfistig1r konusunda sahip oldugu potansiyel giicli, ekonomik,
sosyal ve cevresel kazanglara doniistirme bakimindan olduk¢a sanslh
goriilmektedir. Ciinkii ilgili kesimler, bu iiriinlin ne kadar degerli oldugu ve rakip
tilkelerin nasil ¢alistig1 hakkinda belirli bir biling diizeyine gelmis olup, ciddi bir
atilim i¢in hazir goriinmektedirler. Bu faydalarin gergeklesmesi i¢in sinirlandirict
faktorler, ekonomik darbogazlar yiiziinden sulanan alanlarin yeterince hizh
artmamasi ve arastirma gelistirme hizmetlerinin yetersiz kalmasi olabilir.

Antepfistigt ve mamiilleri hakkindaki gelismelerin gergeklestirilmesi igin
yeterli aragtirma gelistirme kapasitesi heniiz saglanabilmis degildir. Halen iilke
genelinde bu konuda calisan bilim adami sayis1 ¢ok sinirlidir. Bunlarin da tamami
yalmzca  Antepfistigi  konusunda  c¢alismamakta, baska  sorumluluklar
tistlenmektedir. Antepfistigt Arastirma Enstitiisii, ilgili biitiin disiplinleri
kapsayamamakta, baska kuruluslarla yapilan isbirligi ise, her zaman yeterli
olmamaktadir.

Ancak Iran’in sulama potansiyelinin sonuna gelmesine Kkarsilik,
Tiirkiye’ nin heniiz kullanmadig1 biiytik bir sulu Antepfistig1 yetistirme potansiyeli
vardir. Ayrica, yeni kurulacak bu bahgelerde, Iran orijinli fistiklarin dogrudan
kullanilmasi ile verim, biiyiikliikk ve ¢itlama konusundaki acil sorun ¢oziiliirken,
orta vadede, yerli fistiklarin {stiin kalite Ozellikleri, erken meyveye baslama,
biiytikliik ve yiiksek citlama gibi mutlak gerekli ticari 6zelliklerle birlestirilebilir
ve bdylece Iran ve ABD’ye karsi mukayeseli bir avantaj elde edilebilir.
Tiiketicilerdeki bilinglenme diizeyi yiikseldikge, Iran fistigmnin {iretim ve
islenmesi sirasindaki bazi hijyenik yetersizlikler daha ¢ok sorgulanacagindan,
yalnizca ucuz olma, pazar paymin muhafazasina yetmeyecektir. Tiirkiye’nin de
kendi teknolojilerini hizla modernize etmesi kosuluyla, bu bir firsata
doniistiiriilebilecektir.

Bu bakimdan, ticari 6neme sahip bu kiiltiir bitkimizin yetistirme basarilar
konusunda iilkemize getirecegi faydalar goz Oniine alindiginda klasik 1slah
metotlarinin yeni metot ve tekniklerle desteklenmesinin dnemi ve gerekliligi net

bir sekilde ortaya ¢cikmaktadir.



2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Antepfistig1 Hakkinda Genel Bilgiler
2.1.1. Orjini ve Tarihgesi

Antepfistig1 (Pistacia vera L.) anavatan1 Ortadogu olan, Pistacia cinsinin
11 tiriini igeren Anacardiaceae familyasmin bir lyesidir (Zohary 1952).
Antepfistig1 Iran, Irak, Suriye ve Tiirkiye’yi de igeren Dogu Akdeniz iilkeleri,
Amerika Birlesik Devletleri, Cin ve Avustralya’nin sicak ve kurak alanlarinda
yayginca yetistirilen ve gittik¢e artan ekonomik degere sahip bir bitki tiirtidiir.

Antepfistig1 kuzey ve gliney yar kiirelerinin 30-45° paralellerinin uygun
mikroklimalarinda yetismektedir. Ulkemizde Antepfistiginin yetistirildigi yerler,
basta Gaziantep olmak ilizere Sanlurfa, Kahramanmaras, Adiyaman, Malatya,
Diyarbakir ile Siirt illerimizdir. Ticarette Antepfistigi meyveleri catlak orani,
biiyiikliigii ve ¢ekirdek (meyve) rengine gore siniflandirilir (Ayfer 1990).

Antepfistigimin orjini giinlimiiz ylizyilinin baglarina kadar bilinmiyordu.
Vavilov’a gore (1951) fistigin orjini, (1) Hindistan’in kuzeydogusu, Afganistan,
Tacikistan ve Ozbekistan’1 kapsayan Orta Asya ve (2) Asya’nin ¢ok az boliimiinii
olusturan ve Kafkasya, Iran ve Tiirkmenistan’in daglik bolgelerinden olusan
yakindogudur.

Ulkemiz yakindogu gen merkezi igerisinde yer almaktadir. Son
istatistiklere gore Antepfistig1 yetistiriciligi 56 ilimize yayilmistir. Ancak,
tiretimimizin % 94’tinii Giineydogu Anadolu Bolgesi olusturmaktadir. Bu
bolgemiz, Antepfistiginin gen merkezi ve ilk kez Kkiiltiire alinan yer olmasi
yaninda, sahip oldugu kendine 6zgii ekolojik o6zellikleri nedeniyle, bu meyve
tiiriiniin bagaril1 bir sekilde yetismesine ve yayilmasina onciiliik etmistir.

Antepfistigt  (Pistacia vera L.)’min kiiltiire alimis1 ¢ok eskilere
dayanmaktadir. Konu ile ilgili literatiirler, bu {riiniimiiziin Glineydogu
Anadolu’ya yerlesen Etiler tarafindan kiiltiire alindigmi, o caglarda kral
sofralarina  girdigini, dolayisiyla ¢ok eskilerden beri kiiltiir ¢esitlerinin
bulundugunu ve meyve degerinin bilindigini belirtmektedirler.

Bununla beraber son arkeolojik bulgular Tiirkiye, Urdiin, Suriye, Irak ve
fran’da M.O. 7000 yillarinda fistigin gida olarak kullamldigini ortaya koymustur
(Kirkbride, 1966, Bender, 1975, Kramer, 1982, De Conteson, 1983).



Arkeologlar fistigin Irak’in kuzeydogu bolgesindeki Jarmo bdolgesinde
M.O. 6750 yillarinda yaygin olarak tiiketildigine dair bulgulara rastlamislardir.

Belgika kraligesi Sheba, Asur devletine yaptigi ziyaret esnasinda az
miktardaki fistiga 6zel kullanim i¢in el koymustu ve sadece meshur imparatorluk
sarayinin bahgesinde yetisen fistik agaglari, o donem i¢in aslinda seckinligin ve
imtiyazligin bir simgesiydi (Whitehouse, 1957). Fistik agaclar1 M.O. 8. yy.
civarlarinda Babil Krali Meradoch-Boledan’in bahgesinde de ekiliydi (Brothwell
ve Brothwell, 1969). M.O. 2. yy.’da Niconder simdiki Irak simirina yakin, Iran’mn
giineybatisinda bir koy olan Susa’da fistik agaglar1 bulmustur (Joret, 1976). M.S.
1. yy.’da Poseidon’lular Suriye’de yetistirilmis fistiklar1 kayitlara ge¢irmistir ki bu
da Romali ve Yunanh yazarlari yaniltarak fistigin orijin merkezinin Suriye
oldugunu dusiindirmiistiir (Joret, 1976). Fistik agaclarinin Avrupa’ya gelisi
Hristiyanlhigin baslangic tarihleriyle ayn1 zamana denk gelir (Moldenke ve Alma,
1952). M.S. 1. yy.’da Filistin’de yetistirilen varyeteler, Anadolu’dan Suriye’ye ve
Suriye’den de Italya ya aktarildi ve bu tarihlerde Roma imparatoru Vitellius
tarafindan Roma’da tamtildi. Fistik daha sonra Italya ve Fransa’dan, Ispanya’ya
ve 1853-1854’te ise ABD’ye aktarildi. Fistigin Ispanya’ya gelis yollarindan birisi
de Araplar vasitas: iledir. Ortagag’da Ispanya’da Endiiliis Devleti’ni kuran
Araplar, fistik tohumlarin1 ve agaclarim da Ispanya’nim giineyine ve Sicilya’ya
aktardilar. Fistigin Amerika’ya getirilisi 1854 yilinda bir tohum distribitdrii olan
Charles Mason tarafindan gerceklestirildi.

Fistik tarimi, ana merkezi orta dogudan, doguya dogru da yayildi ve M.S.
10. yy.’da Iran’dan ipek yolu vasitasiyla Cin ve ¢evresinde yayginlasti (Lemaister,
1959). Son zamanlarda ise Avustralya’da lretilmeye baslandi. Fistik ismi eski
Pers dili olan Zendor Aveston’daki “pista-pistak™tan tiiretilmistir. Dioskurides’e
gore Latin sozciigii pistachio sakiz, recine anlaminda olan “pissa” ve iyilestirme
anlaminda olan “aklomai” den tiiretilmistir. Genellikle Fistik Araplar tarafindan
Gatoum diye adlandirilan Yakub’un findiklar olarak bilinir (Moldenke ve Alma,
1952).

1854 yilinda Charles Mason tarafindan Kaliforniya, Teksas ve diger gliney
bolgelerde kiiltiir calismalarini baslatmak i¢in tohum dagitilmistir. 1875 yilinda az

sayida fisttk agac1 Sonoma’da dikilmek i¢in Fransa’dan getirilmistir. 1900’1



yillarin baslarinda Amerikan hiikiimeti Kaliforniya Chico’da degisik Antepfistig
tiirleri ve farkli fistik tiirlerinin kiiltiirtinii baslatt1 ve burada biiyiik bir bitki {iretim
deney istasyonu kurdu. Ticari Antepfistigi iiretimi ise 1970 yillarinda 6zellikle
Kaliforniya’nin San Joaquin vadisinde baslamistir (Anonim, 2006b).

Ulkemizde ise ticari Antepfistigi iiretiminin yakin tarihine bakacak
olursak; ilk olarak 1937 yilinda “fistik istasyonu” adiyla kurulmus olan
Antepfistigi Arastirma Enstitiisii ve daha sonra ise 1943 yilinda kurulan
Ceylanpinar Tarim Isletmesi Miidiirliigii'nde ~ Antepfistiginin  iiretimi  ve

plantasyonu ile ilgili caligmalar yapilmaya baslanmistir.

2.1.2. Biyolojisi
2.1.2.1. Agac Ozelligi

Antepfistigt hem mahun cevizi (cashew) hem de mangonun akrabasi bir
bitkidir. Yapraklarini her yil doken dioik bir bitkidir. Genellikle riizgarla tozlasir.
Erkek agaclar sadece polen iiretir. Disi agaclar ise meyveyi olusturur. Diger
meyve agaglar1 gibi Antepfistig1 da bir yil ¢ok, diger yil ise daha az iiriin verir.
Antepfistig1 agaglart oldukg¢a yavas gelisir. Bahgelerin kurulmasinda 7 - 10 yil
sonra verimli {iriin alinmaya baslarken yogun iiretime 20 yil civarinda ulagilir.
Fistik iiretiminde iklim olduk¢a Onemlidir. Yumusak bir kis veya tozlasma
periyodunda yogun yagmur olmasi verimi azaltabilir. Antepfistigi agaclari
degisik anaglar lizerinde yetisir. Kontrollii kosullarda yetistirilen anaglar bir yilda
as1 kalimlhigina ulasir. Anag¢ kullanilmasinin nedeni daha saglikli ve daha iyi bir
gelismeye olanak saglamalaridir. Antepfistigi Ortadogu, Avrupa ve Asya’da
birgok tlkede yiizyillardir iiretilmesine ragmen bugiin 06zellikle Amerika’da
Oonemli bir ticari iiriin olmustur. Bunun da nedeni tek bir tip disi ve erkek ¢esidin
kullanilmasidir.

Antepfistig1 yazlar1 uzun, sicak, kurak ve kislar1 nisbeten soguk olan
bolgelerde ekonomik olarak yetisebilmektedir. Antepfistiginin yetisme alanlarini
belirleyen dnemli faktorlerden birisi sicakliktir. Yaz aylarinda meyvenin gelismesi
ve olgunlagsmasi i¢in, olduk¢a fazla ve uzun siire yiiksek sicaklik, kis aylarinda ise

belli bir siire diisiik sicakliga ihtiya¢ gosterir. Ancak kis soguklarinin -15 °C ve



daha fazla diisme ihtimalinin oldugu alanlarda meyve gozlerinde zararlanma
olabilir.

Antepfistigi agaclar1 10 metreye kadar biiyliyebilir. Geng¢ yapraklarin
tiylii, olgun yapraklarin ise loblu olmasiyla bilesik pinnatlardan ayrilir. Dis
taraflarinda elle veya mekanik etkiyle meyve olgunlasinca ayrilabilen etli kabuk
bulunur. Ticari Antepfistig1 yetistiriciligi ¢ok 0Ozel bir iklim gerektirir. Bu
agaclarin, yazin 98-110 giin boyunca 30 °C ve iistii, soguk kis giinlerinde ise en az
1000 saat 7°C ve altindaki sicaklikta soguklamaya ihtiyaglar1 vardir. Bu nedenle
diinyada fistik yetistiriciligi yapilan yerler sinirhidir. Diinyadaki ticari fistik
tretimi 1977°de 107.000 tondan, 2005 yilinda 992.000 tona yiikselerek 9 kat
artmistir (Kaliforniya Fistik komisyonu, Web sitesi). Iran, Suriye, Tiirkiye ve
Yunanistan’daki artig sirasiyla; 9.4, 11.2, 33 ve 5.8 kat artig olarak
gergeklesmisken  Amerika  Birlesik  Devletlerindeki  liretim 1978  de
onemsenmeyecek bir miktardan yaklagik 62 kat artarak 2005 yilinda 282.400
metrik tona (Mt.) ulasmis A.B.D.’ni Iran’m ardindan diinyanm en biiyiik iireticisi
haline getirmistir (Kaliforniya Fistik komisyonu, Web sitesi).

Anacardiaceae familyasina giren Pistacia cinsinin meyve agaci ve siis
bitkisi olarak deger kazanan 11 tiirii vardir (Ozbek, 1978). Bu tiirler arasinda
gruplama yapilirken yaprak, c¢icek, meyve ve gelisme durumlar dikkate
alinmaktadir. Pistacia tiirlerinde yapraklar bilesiktir. Bir yapraktaki yaprake¢ik
sayist 1-20 arasinda degisebilmektedir.

Kisa boylu bir aga¢ olan Antepfistiginin, bes yaprakeiktan olusan yesil
yapraklari, salkimlar halinde acan kiiciik cicekleri vardir. Bu ¢igekler
olgunlastiginda, 2-2,5 cm uzunlukta, disinda kirmizimsi ve yumusak bir kabugu,
bunun i¢inde sert kabugu olan ve bunun icinde de yesil ya da sar1 renkli tohum
bulunan bir meyve verir.

Antepfistigt meyveleri temmuz ayinda gelisir. Gelisen meyve dis
kisimdaki kabukta dogal olarak gelisen bir catlak olusmasina neden olur.
Meyveler olgunlastiginda, en dis kisimdaki etli tabaka elle sikildiginda kolayca
ayrilir. Tyice olgunlasan meyveler kirmizimsi renge doner. Meyvelerin toplanmasi
dogal olarak gelisecek catlagin olusmasi acgisindan cok Onemlidir. Genelde

agustos sonu ya da eyliil ay1 basinda meyveler toplanir. Antepfistigi meyveleri



genelde agaclar sallanarak ya da elle toplanir. Amerika ve Avustralya’da ise
mekanik olarak iiriin toplama yapilabilmektedir. Uriinler toplandiktan sonra en dis
kisimdaki etli bolim en kisa zamanda (24 saat icinde) meyveden
uzaklagtirllmalidir. Aksi takdirde bu etli tabaka nemi emerek, kabugun
boyanmasma ve aflatoksin olusumuna yada kontaminasyona neden olur.
Meyvenin dis kismindaki tabaka plastik bir torbada meyveler karistirilarak
uzaklastirilabilir.

Fistigin sert kabugu, kavruldugunda ya da flizerine sert bir cisimle
vuruldugunda catlar. Elle zorlanan catlak kabuk ikiye ayrilir. Uzun siire
saklanabilen Antepfistiginin i¢i kuruyemis (¢erez) olarak sevilerek yenildigi gibi
sekercilikte, pastacilikta, helvacilikta ve tatlicilikta (6zellikle baklava yapiminda)
kullanilmaktadir.

Antepfistigt  kuvvetli kok yapist nedeniyle baska higcbir bitkinin
yetisemeyecegi sahalarda yasayabilmekte, hatta iirlin de verebilmektedir.
Antepfistiginin bu 6zelligi, baz1 yanlis diistincelere yol agmaktadir. Halk arasinda
"Antepfistig, mutlaka kotii karakterli topraklara dikilir" gibi yanlis bir anlayis
vardir. Halbuki biitiin meyve tiirlerinde oldugu gibi Antepfistig1 da nisbeten derin,
siizek, tinl1 ve kismen kiregli topraklar1 sevmektedir. Dikilen fidanin g¢abuk
gelismesi, erken meyveye yatmasi, bol ve diizenli iirlin verebilmesi i¢in, toprak

sartlarinin istenilen nitelikte olmasi ve bakim islerinin iyi yapilmasi gerekir.

2.1.2.2. Yaprak Ozelligi

Yapraklar her yil dokiiliir, ¢ok nadiren trifolyat ya da basit yapidadirlar.
Trifoliyat ya da imparipennat olan yapraklar biiyliik 1-2 ¢ift, yumurtams: veya
genis mizraksi, 5-10 cm boyunda, 3-6 cm eninde agsi damarlidir. Terminal (ug)
yaprakeik kesin olarak vardir. Terminal yaprak¢ik yandakiler kadar ya da biraz
biiylik olabilir. Baz1 yabani fistik tiirleri biiyiik ve gosterisli yapraklarindan dolay1
Amerika’da yol boylarinda siis bitkisi olarak yetistirilir.

Yapraklar siirgiin u¢larinda tekli olabilecegi gibi, genellikle 1-2, bazen de
3 ¢ift yaprakhidir. Yaprake¢ik sapinda kanat (brakte) bulunmaz. Yapraklar1 koyu

yesil renkli, iist yiizeyleri parlak, alt ylizeyleri ise mattir.



Yaprakgeiklar, disi Antepfistig1 agaclarinda ovale yakin, erkek Antepfistigi
agaclarinda ise, enleri daralmis, sivri u¢lu, hi¢cbir zaman 6teki Pistacia tiirlerinde

oldugu kadar dar yapili degildir (Bilgen, 1973).

2.1.2.3. Cicek Ozelligi:

Cicekler salkim seklinde tag yapraklar1 olmayan, yesilimsi sar1 renklidir.

Yiizlerce kendine 6zgii cicek iceren, hem erkek hem de disi ¢iceklenmeler
aniden gergeklesir. Cicek durumu Panikuladir. Cigeklerin her iki tipi (erkek ve
disi) de apetaldir ve tozlasma riizgarla olur. Erkek tiirlerin erken ¢igeklenmesi
(proteandri) yaygin goriilen bir durumdur.

Cigek tomurcuklart bir Onceki takvim yilinda ayirt edilebilir sekilde
olusurlar (Ayfer, 1963). Filiz uzamas1 Mart ayinin sonunda baglar ve Nisan sonu
ile Mayis ortalarinda son bulur (Crane ve Iwakiri, 1981).

Genellikle biiytime ve ¢igeklenmenin oldugu dallarda en tepede bir apikal
(ug), bir ya da iki aksillar (yan) tomurcuk bulunur (Resim 1). Apikal ve 6zellikle
lateral tomurcuklar, c¢icek tomurcuklarindan oldukg¢a kiigiiktiirler ve lateral
tomurcuklar muhtemelen takip eden yilda ya da dormansi kalktiginda lateral dal
olarak gelisirler. Ci¢ek tomurcuklar1 mart ayimin sonuna dogru agilmaya baglar ve
genellikle mayis ayinin sonlarinda anthesis meydana gelir. Yaklasik {i¢ hafta
sonra biiyiimeleri ve farklilagmalari hizlanir (Ayfer, 1963). Yani Antepfistigi

agaclar1 bir 6nceki yilda gelisen dalda meyvesini verir (Crane, 1984).
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Resim 1. (a) Apikal ve (b) Lateral Tomurcuklar
2.1.2.3.1 Disi Cicek

Cok kiiciik olan Antepfistig1 disi ¢igekleri, cok kisa saplart ve bunlarin
dibindeki birer brakte ile, birkag tanesi bir arada olarak, salkim iizerinde yer alirlar

(Resim 2).

Resim 2. Disi Cigek
Disi ¢igekler 2-3 mm.den kiigiiktiir. Disicik borusu (Stilus) kisadir. Disicik
tepesi (Stigma) ise c¢icek tozlarini tutacak sekilde piiriizlii ve ii¢ pargalidir.

Tepecigin alani yaklagik 3 mm? dir (Kaska ve ark., 1989).
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Yumurtalik meyvenin sekline uygun olarak elips, yumurta bi¢iminde veya
yuvarlaktir. Kuru (1984), tohum taslaginin anatrop ve tek integiimentli oldugunu

belirtirken, Polito ve Luza (1989), iki integlimentli oldugunu bildirmislerdir.

Antepfistigimin erkek ve disi ¢i¢eklerinde tag yapraklari bulunmamaktadir.
Bu nedenle ¢igeklenmenin baslangicin1 ve bitisini tespit etmek giic olmaktadir.
Erkek agaclarda 10-15 salkimda erkek organ basgiklarinin (anter) patlamaya
basladig1, disi agaclarda ise salkim iizerindeki ¢iceklerin % 5’nin krem renge
donistiigi veya digerlerine gore biraz daha koyulastigi tarih, ciceklenme
baslangici ve disi ¢igeklerin % 75’inin krem yesil renge doniistiigli tarih ise tam
ciceklenme olarak kabul edilmektedir. Ote yandan erkek agaclarda anterlerin
yaklasik hepsinin patladigi, disi organlarin (pistil) yaklasik % 90’mnin renginin

yesile doniistiigii tarih ¢igeklenme sonu olarak kabul edilmektedir.

2.1.2.3.2 Erkek Cicek

Disi cigeklerle ayni sekilde Antepfistig1 erkek ¢igekleri de ¢ok kiigiiktiirler
ve cok kisa saplarla salkimlara baglanmiglardir (Resim 3). Erkek c¢icek
salkimlarinda 200-600 arasinda degisen sayida cicek vardir (Atl ve ark., 1994).
Bir erkek c¢icegin genel olarak morfolojisine bakildiginda, yaklasik 5-6 erkek
organ igerdigi, filamentlerinin ¢ok kisa oldugu, anterlerin dérder bolmeli ve ¢ok

sayida ¢icek tozu icerdigi goriiliir (Bilgen, 1973; Ozbek, 1978; Kuru, 1984).
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Resim 3. Erkek Cigek

2.1.2.4 Dollenme Biyolojisi

Antepfistigiin erkek ve disi cigekleri ayr1 ayr1 agaglar iizerinde bulunur.
Antepfistiginda meyvenin yenilen kismu tohumu oldugundan, meyve eldesi i¢in
tozlagsma ve dollenme zorunludur. Dollenmeyen ¢igekler dokiiliir veya bunlardan
ici bos (fis) meyveler meydana gelir, dolayisiyla verim dogrudan etkilenir.
Doéllenme yetersizliginin birgok nedeni olmakla birlikte, en dnemli neden, ¢igek
tozu yetersizligidir. Neticede Antepfistig1 bahgelerimizde ¢icek ve kiigiik meyve
dokiimleri sik sik goriilmekte ve lireticilerimiz zarara ugramaktadir. Normal bir
disi Antepfistig1 ¢icek salkiminda ¢eside gore degismekle birlikte, ortalama olarak
80-130 adet ¢icek bulunur (Bilgen, 1973; Ozbek, 1978) (Resim 4).
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Resim 4. Disi ¢icek salkimi

Bunun 20 tanesi meyve baglarsa, bu orta derecede bir verime kars1 gelir.
Sayet salkimda 40 tane meyve olmussa, bu da oldukca yiiksek mahsul demektir.
Halbuki salkim seyrelmesi gosteren meyve salkimlarinda, 1-6 meyve kalmaktadir.
Tiim bunlarin en Onemli nedeni, Treticilerimizin bahgelerine erkek agag
dikmemeleridir. Antepfistig1 bahgelerinde genel olarak, 8-11 disi agaca 1 erkek
agac hesaplanmalidir. Erkek agaclar iiriin vermediginden, treticilerimiz bunlara
bahgelerinde yer vermemekte veya cok az yer vermektedirler. Ureticilerimiz
bahgelerindeki erkek agaclara kayip degil kazang goziiyle baktiklar: taktirde
yukarida anlatilan ¢igek ve meyve dokiimleri olmayacaktir. Aksi taktirde bu
dokiimler, her iirlin yilinda kagiilmazdir.

Bahgede bulundurulmasi gereken erkekler; biiylik ta¢ olusturmals,
periyodisite gdstermemeli, ¢igeklenme siiresi uzun ve disilerin ¢igeklenmesiyle
uyusma siiresi yiiksek olmali, ¢igcek tozlari bol ve c¢imlenme yiizdesi yliksek
olmalidir (Ath H.S., 1992).

Ulkemizde Antepfistiklar1 mart sonu vaya nisan baslarinda uyanmakta,
genellikle nisan aymin ilk yarisinda ¢igek agmaktadir. Bu donemdeki diisiik
sicakliklar ¢iceklere ve geng yapraklara biiylik zarar verebilmektedir. Yeni bahge
tesis edilirken, Ozellikle soguk hava akimimin oldugu yerlerde bahge
kurulmamalidir. Cigeklenme periyodunda uzun siire devam eden serin ve yagish

hava, erkek agaglarin ¢icek tozlarinin yayilmasini olumsuz etkilemektedir.
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Ayfer (1959), yaptig1 ¢alismalarda farkl erkek tiplerin déllenmede 6nem
teskil eden baz1 6zelliklerini belirtmistir. Yapilan arastirmada, melengi¢, buttum
ve melez tipler gibi yabani Pistacia’larda erkek ¢igeklerin disilerden daha erken
olgunlagsmalarinin  Pistacia vera L.’de oldugu kadar bariz olmadigi
belirtilmektedir. Ayrica P. vera disilerinin ¢iceklenme siiresi ortalamasinin, oteki
Pistacia tiirleri erkeklerinin ortalamasindan uzun oldugundan bahsedilmektedir.
Ortalama c¢iceklenme siiresinin P.vera’nin disi agaclarinda 11 giin, erkek
agaclarinda 9.3 gilin oldugunu saptamistir. Ancak arastiric1 erkek tipler arasinda
cok biiyiik farkliliklar oldugunu da bildirmistir.

Ote yandan Kuru (1984), ¢iceklenme siiresinin erkek agaglarda, yillara
gore degismekle birlikte, 5.16 - 8.10 giin arasinda oldugunu, disi agaglarda ise
yine yillara gore 11.23 - 12.07 giin arasinda degistigini bildirmiglerdir.

Antepfistigt erkekleri cok fazla miktarda c¢igek tozu olusturmaktadir.
Bununla birlikte bahge kurarken erkek agacglarin degisik yerlere dikilmesi
gerekmektedir (Crane, 1974; Opitz, 1975; Ozbek, 1978; Crane ve Maranto; 1989;
Kagka ve ark, 1989).

Cigeklerin farkli zamanda agilmasinin derecesi, ¢esit yada tipin genetik
yapisina, mevsimsel olarak hava sicakligina, agacin beslenme durumuna, yasina
vb. etmenlere bagli oldugu gibi (Crane, 1937; Ayfer, 1959; Bilgen, 2001), disi
agaclarin soguklanma gereksinimlerinin erkeklere oranla daha uzun olmasi ile de
ilgilidir (Procopiou, 1973).

Bu konuda 6zellikle sicakligin ¢ok 6nemli rol oynadigini belirten Ayfer
(1959), uzun ve serin bir ilkbahardan sonra havalarin birden 1sinmasinin
proteandriyi azalttigin1i ve erkek ile disi ciceklerin acilma zamaninin denk
geldigini bildirmistir.

Crane (1974), Crane ve Forde (1974), Pistacia atlantica’nin genel olarak
Antepfistiklarindan biraz 6nce c¢icek agtiklarini ve tozlanma zamaninin
birbirlerine denk geldigini, bdylece agik tozlanma ile hibrit bireyler olustugunu
bildirmektedirler.

Magss (1977), Antepfistigi bahgesi icinde erkek agactan uzaklastik¢a
havada bulunan ¢icek tozu yogunlugunun azalma durumunu arastirmistir.

Aragtirict  havada bulunan ¢igek tozu yogunlugunun azalma durumunu
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aragtirmigtir. Arastirict havada, saat 10:25 ve 13:50 arasinda agagtan 2 m
uzaklikta 26.1, 6 m uzaklikta 3.3 ve 26 m uzaklikta 0.3 adet ¢i¢ek tozu/ mm2/saat

bulundugunu saptamistir.

2.1.2.4.1. Ciceklenme ve Dollenmede Erkek Agaclarin Onemi

Antepfistiklarinda tozlanma riizgarla olur. Erkek ve disi ¢igekler ayri
agagclar tizerinde bulundugundan, bahcede belirli oranda erkek agaca gerek vardir.
Erkek agacin gorevi, dagittig1 cicek tozlari ile disi ¢igekleri dollemektir. Erkek
agaclarin baska bir gorevi yoktur. Yani erkek agaglar meyve vermez. Bu nedenle
ireticilerimiz, meyve vermeyen bu erkek agaclara, miimkiin oldugu kadar
bahgesinde yer vermek istememektedir. Bir baska ifade ile iiretici, bahgesinde
erkek agaca ne kadar az yer verirse kendisini o kadar karli zannetmektedir. Bu
diisiince nedeni ile gerek yabani sahalarin agilanmasi sirasinda, gerekse yeni
kurulan tesislerde, asilamalar tamamen disi ¢esitlere yapilmaktadir. Ornegin fistik
bolgesi disinda 600 agachik fistiklik tesis etmek isteyen bir girisimcinin
bahgesinde ortalama 600 / 8 = 75 adet erkek agaca yer vermesi gerekmektedir.
Ancak, bahgesinde bu oranda erkek agaca yer veren bir iiretici ile karsilagmak,
neredeyse imkansizdir. Herkes “Ben bahgeme erkek dikmeyeyim, komsum diksin,
onun bahgesindeki erkeklerden istifade edeyim” diisiincesinde oldugundan,
tamamen fistik iiretimi yapilan bir kdyde, tek bir erkek agaca bile rastlamak bazen
miimkiin olmayabilmektedir. Bu durumdan tozlanma ve déllenme olumsuz yonde
etkilendiginden, verimde biiylik kayiplar ortaya ¢ikmaktadir.

Bu konuda erkegin yararli oldugunu diisiinen bir kisim iireticiler de belli
oranda erkege yer ayirma yerine, bazi disi agaclarin birer dalina erkek asilamay1
tercih etmektedirler. Bu sekilde asilamalarda erkekler, disilerden daha hizli
bliytidiiklerinden, agacta birden fazla ta¢ ortaya ¢ikmaktadir. Hatta bu durumda
hizli gelisen erkek dalin, disi dallardaki gelismeye baskin ¢ikarak, onlar1 geri
duruma diisiirdiigii sik¢a rastlanmaktadir. Bu konudaki bir baska goriis te, disi
agacin bir dalina erkek asi yapildiginda, disi ve erkek c¢igeklerin ciceklenme
devrelerinin uyustugu, yani protandrinin ortadan kalktig1 seklindedir ki, bu da
dogru degildir. Ciinkii asilamalardan sonra ortaya c¢ikacak karakterler, anagtan ¢ok

kalemin etkisindedir.
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Erkek asilamalarda dikkat edilmesi gereken 6nemli noktalardan birisi de,
cigeklenme zamani esen hakim riizgarin yoniidiir. Bahge tesisinde erkek agaclarin
yerleri, riizgarin erkek agaclardan ¢icek tozlarini disilere ulastirabilecegi sekilde
secilmelidir. Bunun gibi ayn1 agacin bir dalina yapilacak asilamalarda da erkek
asilar, agacta riizgarin geldigi taraftaki dala yapilmahdir (Ak, 2001).

Erkek  agaclarda da  disiler gibi  periyodisite  gOsterenlerle
karsilagilmaktadir. Yine erkekler arasinda cicek tozu nitelikleri ve i¢li meyve
tutumuna etkileri bakimindan da farkliliklar vardir. Bahgelerde bu nitelikler
bakimindan en {istiin olanlara yer verilmektedir. Ornegin kara sakizlarin babalik
nitelikleri 1iyi degildir ve bunlarin erkek tip olarak bahgede birakilmasi

faydasizdir.

2.1.2.4.2. Disilerle Aym Zamanda Olgunlasan Erkeklerin Onemi

Bazen her tiirlii kiiltiirel 6nlemlerin alindig1 ve yeteri kadar erkek agacin
bulundugu baz1 bahgelerde fazla miktarda ¢igek ve kiiciik meyve dokiimiiniin
oldugu gozlenmektedir. Fis meyve oraninin da fazla oldugu bu gibi bahgelerde
sorun dollenme biyolojisi ile ilgilidir.

Burada en c¢ok karsilasilan durum ¢icek agma periyotlar1 birbirine
uymayan disi ve erkek agaclarin o bahgede bir araya gelmis olmasidir. Pistacia
tirleri erkekleri ¢igeklenme devreleri bakimindan genis bir zaman araligi
olusturur. Iste ¢iceklenme zamanlari farkli degisik erkek tipleri ayn1 bahgede bir
araya getirilmesi dollenme bakimindan ¢ok yararli olacaktir. Bugilin i¢in dag
koylerindeki Antepfistigi agaclarinin daha diizenli ve bol meyve alinmasinin
nedeni degisik zamanlarda ¢igek tozu dagitan bol miktarda erkek agacin varligidir.
Bu nedenle bahgedeki erkek agaclar kesilmemeli veya disilere agilanmamalidir,

aksine bunlar iyi muhafaza edilmelidir.

2.1.2.5. Meyve Ozelligi:

Meyveleri 10-20 mm uzunluk ve 6-12 mm genislikte, uzun ovalden kiireye
kadar degisik sekilli ve ¢ogu kez yandan basiktir (Ayfer, 1959). Meyve yar1 kuru
ve tek cekirdeklidir. Meyvenin olgunlugu, yar1 saydam bir halden opak bir

gbriinlim alinca ve embriyoyu kusatan endokarptan, mezokarp ve ekzokarp’in
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ayrilmasi ve yumusamasiyla anlasilir. Endokarp ince kirmizi-menekse renkli ve
tohum acik renklerden siyah yesile siralanir. Meyvelerdeki ventral agiklik (yan
cizgi) ilk kez Temmuz sonlarinda goézlenir. Tohum Eyliil ortalarinda tam
fizyolojik olgunluga ulasir. Fizyolojik olgunluk, kabuktan epikarpin kolayca
ayrilmasiyla anlasilir (Crane, 1978). Bu ayrilma seftalinin ¢ekirdeginin meyvanin
etli kismindan ayrilmasi kadar kolaydir. Diinyada Pistacia vera’nin elliden fazla
kiiltiir varyetesi ve sayilamayacak sayida yabani varyetesi bulunmaktadir
(Anonim, 2002)

Kirmiz1 ekzokarpli meyveler liziim gibi salkim olustururlar (Resim 5).
Fistik ¢ekirdegi olarak bilinirse de Antepfistig1 meyveleri yenilebilir tohum kismi
botanikte drupa tipi meyveye girer. Boyu eninden fazla olan ¢ekirdekler yaklagik
1-1.5 cm uzunlugunda ve 0.5-1 cm enindedir ve fildisi renkli bir kabukla kaplidir.
Meyve olgunlaginca genellikle kabuk catlar. Uygun olmayan yetistirme

kosullarinda tohum kabugu catlamaz. Tohum rengi sar1 ve yesilin degisik

Resim 5. Antepfistigi meyve salkimi

Antepfistig1 yag (yaklasik %55) ve protein (yaklasik %22) bakimindan
oldukca zengindir. Genellikle agaglar 5-8. yillarinda meyve vermeye baglarlar. 15
veya bazi varyetelerde 20. yilinda tam verim elde edilir. Uriin verimi kuraklik,

fazla yagis, sicaklik ve fazla riizgardan da etkilenir.
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Citlama ve bos meyve orani, yillara, anaca, ¢igcek tozu kaynagina, c¢eside,
ekolojik kosullara vb. gore degisebilmektedir. Citlama olayr dogrudan ig
gelisimine baghdir. Citlak olan meyveler her zaman citlamamiglara gére daha
agirdir (Nevo ve ark, 1974).

Crane (1978), endokarp sertlesmesinin, meyvenin ug tarafindan ve meyve
olusumundan birka¢ hafta sonra bagladigini, ¢itlamanin ise temmuz sonunda,
meyvenin fizyolojik olarak olgunlagsmasindan en az bir ay once basladigin1 ve
hasat siiresince (Eyliil ortasina kadar) devam ettigini bildirmektedir.

Crane ve Iwakiri (1980, 1981) ¢itlamanin dogrudan dogruya meyve i¢inin
biiyiime ve gelismesiyle ilgili oldugunu bildirmislerdir. Ote yandan endokarp bos
meyvelerde ¢itlamamaktadir.

Pontikis (1989), Yunanistan’da tozlayici olarak Pistacia terebinthus ve
Pistacia vera erkeklerinin kullanildigini, ancak P. vera ¢igek tozlarinin ¢itlamayi

arttirdigi icin tercih edildigini bildirmektedir.

2.1.2.6. Anag Ozelligi:

Ulkemizde en ¢ok Pistacia vera’min Uzun ve Kirmizi cesitlerinin
tohumlarindan {iretilen fideler kullanilmaktadir (Ayfer, 1990). Tiirkiye’de yetisen
cesitler icerisinde, Siirt ¢esidinin as1 kalinligina daha hizli ulastigi saptanmigtir
(Tekin ve ark., 2001). Joley (1953), Pistacia vera tohumlarindan elde edilen
fidelerin toprak nematodlarina dayanikli oldugunu belirtmektedirler. Yapilan
calismalarda tag gelisimi ve verim yoniinden Pistacia vera’nin, Pistacia atlantica
ve Pistacia khinjuk’tan daha diisiik degerler verdigi belirtilmektedir (Ulusarag,
1992). Pistacia vera, Verticillium dahliae hastaligina hassas olmas1 nedeniyle iyi
anag Ozelliginde degildir ve son yillarda anag olarak onerilmemektedir.

Fideler ilk ¢ikista, Ozellikle erken donemlerde 1sitilan seralarda tiipli
yetistiricilikte, iri yapraklari nedeniyle kendini tasiyamadigindan yatma
olmaktadir. Bunu engellemek i¢in ekimden 2 ay sonra destek dikilerek dik

gelismeleri saglanmalidir (Arpact ve ark., 1999).
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2.1.3. Ekolojik Istekleri

Antepfistig1 yetistiriciligi bakimindan bitkinin ekolojik isteklerini, sicaklik,
su ve toprak yoniinden ele almak gerekirse; sicakligin yetistiriciligi sinirlayan en
onemli iklim elementlerinden biri oldugu sdylenebilir. Ciinkii Antepfistigi, kis
dinlenme periyodunda olduk¢a fazla bir soguga ve yaz aylarinda, meyvelerini
olgunlastirabilmek i¢in, oldukca yiiksek 1s1 toplamina ihtiya¢ gdsteren bir meyve

tiridiir (Ayfer, 1963).

2.1.3.1. Sicakhk Istegi

Fistigin yayilmasinda sicaklik faktorii bakimindan dort sart onemlidir
(Ozbek, 1978).

- Kis donlar1

- Tlkbahar geg donlart

- Kis dinlenmesi

- Yaz sicaklik toplami

Bir yerde Antepfistiginin ekonomik olarak yetistirilip yetistirilemeyecegini
tetkik ederken bu dort 1s1 faktoriiniin etkilerini incelemek gerekir.

1. Kis donlari: Antepfistiginin dogal yayilma alani olan Giineydogu
Anadolu’da yazlar ¢ok sicak olmakla beraber, kislar da oldukca soguk gegcer.
Bolgede yazin sicakligi golgede 40 °C’ye kisin da -14 ve -16 °C derecelere
diismesi dogaldir. Ocak ay1 ortalama sicakligi 5,5-6,0°C veya kis aylart (yani
Aralik, Ocak ve Subat) ortalamasi 7,0-7,5°C olan yerlerde Antepfistigi
yetistiriciligi yapilabilir. Bolgede 0°C veya bunun altindaki sicaklikta gegen giin
sayist yilda 49-59 dur.

Bazi ekstrem kiglarda Giiney-Dogu Anadolu Bolgesinde sicaklik -21 °C ye
diismiis ve fistik agac¢lar1 bundan zarar gérmemistir. Ankara sartlarinda sicakligin
-25 °C’ye dustiigi zamanlarda bile don zararindan sikayet edilmedigi
belirtilmektedir (Ozbek, 1978). Bu durum kis donlari bakimindan Antepfistigi
yetistiriciligini sinirlandiran herhangi bir faktoriin s6z konusu olmayacagini
gostermektedir.

2. llkbahar Geg Donlart: ilkbaharin geg donlar1 gerek sebzecilikte gerekse

pek cok meyve tiiriimiizde iiretimi tehdit eden en 6nemli etkendir. F.D. Young’in
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yaptig1 aragtirmalar meyve agaclarinin diisiik sicakliga karsi degisik fenolojik
safhalarda degisik reaksiyon gosterdiklerini ve meyve agaclarimin distk
sicakliktan en fazla etkilendikleri fenolojik sathanin, ¢igeklerin kiiciik meyveye
heniiz donmiis oldugu devre oldugunu ortaya koymustur (Ayfer, 1959).

Glineydogu Anadolu’da Antepfistiklari genellikle Nisan ayinin son iki
haftas1 igerisinde ¢icek agmaktadir. Bu duruma gore elverissiz yerler ve olagan
dist yillar s6z konusu olmadikca fistiklarda ilkbaharin ge¢ donlarindan
korkmamak gerekir. Antepfistiklarinda ¢igeklenme, badem, kayist ve benzeri
meyvelere gore daha ge¢ olmaktadir. Bu nedenle ilkbaharin ge¢ donlarindan zarar
gorme bu meyve tiirlerine gore daha seyrek ve daha az olmaktadir.

3. Kis Dinlenmesi: Tiim meyve agaclarinda oldugu gibi Antepfistiklarinda
da normal c¢icek agmalar1 ve siirglinler verebilmeleri i¢in belli bir siire kis
dinlenmesi gegirme gereksinimi vardir. Ulkemizde bu bakimdan bir problem
yoktur, zira iilkemizde, kis aylarinda 7 °C’nin altinda gecgen sicaklik toplami, bu
yonden en segici olan bitki cesitlerinin bile isteklerini karsilamaya yetecek bir
Ol¢iidedir. Buna karsilik, Kibris, Kaliforniya ve Arizona’daki fistik yetistiriciligi
yetersiz kig soguklamasindan zarar gérmektedir. Bu zarar, tomurcuklarin diizgiin
ve ¢ok sayida agilmamasi, ¢iceklerde agilmanin gecikmesi, disi ¢igeklerin reseptif
(alic1) hale gelmeden 6lmeleri, yapraklanmanin gecikmesi ve salkimlarda olusan
meyvelerde olgunlagmanin gecikmesi seklinde olmaktadir.

4. Yaz Sicaklik Toplami: Antepfistiklarinda meyvenin olgunlagmasi i¢in
yeterli bir yaz sicakligi toplamina ihtiya¢c vardir. Antepfistiklar1 meyvelerini
olgunlastirabilmek i¢in, sicak ve uzun siiren kuru sartlara gereksinim duyarlar.
Sicaklik toplaminin yeterli olmadigi yerlerde meyveler iglerini tamamen
dolduramaz, sert kabuk catlamaz ve dis kabuk sert kabuktan kolay ayrilmaz
(Ozbek, 1978). Bu durum Antepfistiginin ekonomik olarak yetismesini engeller.
Gilineydogu Anadolu Bélgesinde bu yonden hicbir problem yoktur. Tiirkiye’nin en
sicak illerini i¢ine alan bu bolgede fistiklar en iyi sekilde olgunlagmaktadir. Fistik
bolgelerimizde, yaz aylarinin 21 yillik sicaklik ortalamasi 25 °C’nin {istiindedir.

30 °C’nin tstiindeki giinlerin sayisi ise 98-110’dur.
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2.1.3.2 Su istegi

Tirkiye Antepfistig1 yetistiriciliginin en 6nemli sorunu, susuz topraklarda
yetistiricilik yapilmasindan kaynaklanan verim diislikligtdiir. Son 10 yillik
verilere gore, liretimin %85’ini, kurak ve sicak iklimin hakim oldugu Sanliurfa,
Gaziantep ve Adiyaman illeri vermektedir. Ulkemizde bu sartlarda ortalama
verim, 2.75 kg/agac iken sulu sartlarda fistik tarimi yapilan Amerika’da ise bu
oran ortalama 15 kg/agac’tir.

Antepfistig1 yurdumuzun hemen her bdlgesinde sulanmadan yetistirilir. Bu
durum esas bolgede sulama imkanlarimin olmayisindan ve Antepfistiginin
yetistiriciliginin yapildigi bolgelere su gotiiriillmeyisinden kaynaklanmaktadir.

Antepfistig1 kserofit (kurakliga dayanikli) bir bitkidir. Topragin ve anacin
cesidine gore kokleri 5-6 metre derinlige gidebilir. Ozellikle ilk yillarda tag
sistemine gore kok sisteminin biiyiime giicii ¢ok fazladir. Bu nedenle yaz
aylarinda topragin list tabakalarinda meydana gelecek kurakliklar Antepfistig i¢in
onemli degildir.

Antepfistig1 topraktaki durgun sudan ve yiiksek taban suyu seviyesinden
hi¢ hoslanmaz, bu durum uzunca bir zaman devam ederse bitkiler kurur (Ayfer,

1963).

2.1.3.3 Toprak Istegi

Antepfistig1, bagka meyvelerin yetisemeyecegi, tagh ve kiregli topraklarda
yetisebilmektedir. Bu durum bazi yanlis diisiincelere yol agmistir. Oyle ki,
Antepfistiginin baska higbir bitkinin yetistirilemeyecegi sahalarda yetistirilmesi
gerekir, zannedilmistir. Dogal olarak boyle bir goriise katilmak miimkiin degildir.
Antepfistig1 zayif topraklara ve kurakliga karsi biiyiik bir direng gdsteren bir
meyve tlriidiir. Fakat onun bu 6zelligini yanlis degerlendirerek ozellikle bu tiir
alanlara dikim yapmak, oldukc¢a yanlis bir uygulama olacaktir. Bos birakip higbir
sey almamaktansa, Antepfistig1 dikip, bir sey almak tabiki daha dogrudur. Ancak
bu durumda da ondan biiylik ekonomik faydalar beklemek yanlistir. Agacin ¢abuk
ve kuvvetli biiyltimesi, bol ve diizenli bir iirlin verebilmesi i¢in hem toprak

sartlarinin, hem de bakim ve kiiltiir sartlarinin ¢ok iyi olmas1 gerekmektedir.
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Pratikte, Antepfistiginin agir killi taban topraklar hari¢, her toprakta
yetistigi kabul edilir ve bu yonden incir, zeytin ve bademden daha az segici
oldugu soylenir. Bu goriis, kullanilan anaca da bagli kalmak sartiyla, bir bakima
dogrudur. Bu nedenle toprak sartlarina gore ana¢ se¢imine ¢ok dikkat edilmelidir.

Anaglarin  degisik  topraklara biiyilk bir adaptasyon yetenegi
gostermesinden dolay1r Antepfistiginin ¢ok cesitli topraklarda yetistigi goriiliirse
de, en cok nispeten derin, su tutmayan, fazla kire¢ igeren tinli topraklardan

hoslanir (Kuru, 1993).

2.1.4. Diinyada ve Tiirkiye’de Antepfisti@1 Yetistiriciliginin Bugiinkii
Durumu

Antepfistig1 Tiirkiye’nin 58 ilinde yetisebilmekle birlikte iklimsel istekleri
optimal olarak Giineydogu Anadolu Bolgesinde karsilanabilmektedir. Bu nedenle
iilkemizde Antepfistig1 liretimi Giineydogu Anadolu Bolgesinde yogunlagmis, son
10 y1l igerisinde 6zellikle Ege Bolgesinde de yayginlagmis ancak genis bir iiretim
alan1 bulamamistir. Gilineydogu Anadolu Bolgesindeki Antepfistigi iiretimi
Tiirkiye toplam Antepfistig1 tiretiminin %87.88’ini olusturmaktadir (Polat ve ark,
2004). iller bazinda Antepfistig1 iiretimi karsilastirildiginda, Sanlurfa’nin ilk
sirayt aldigi, bu ili daha sonra Gaziantep, Adiyaman, Siirt ve Batman illerinin
takip ettigi goriilmektedir (Tablo 1).
Tablo 1. Tiirkiye’de Antepfistigi Agag Sayist ve Uretimi (ton) ve Uriin Drumu (Ak ve ark.,1999)

Bolge Agag Sayilar Uretim
Toplam Uriin Veren Ton % Uriin
kg/agac
SANLIURFA 14 845 660 8125210 21439.8 46.11 | 2.64
GAZIANTEP 14 838 800 9162 500 12 377.0 26.62 | 1.35
ADIYAMAN 5490 300 3 305 000 3817.5 8.21 1.16
K.MARAS 1415 000 799 000 2 467.5 5.31 3.09
SIIRT 1 140 100 558 700 1311.5 2.82 2.35
DIYARBAKIR 195 900 83 575 710.00 1.53 8.50
CANAKKALE 339710 280 040 567.80 1.22 2.03
BATMAN 174 370 56 300 540.30 1.16 9.60
MARDIN 598 996 156 150 522.50 1.12 3.35
MANISA 796 511 409 211 462.30 0.99 1.13
iZMIR 312 320 160 290 421.30 091 2.63
AYDIN 363 780 144 180 381.50 0.82 2.65
TOPLAM 40 511 447 23 240 156 45019 96.82 | 1.94
Digerleri 3568 553 1239 844 1481 3.18 1.19
TURKIYE 44080 000 | 24 480 000 | 46 500 100.00 | 1.90




23

Ulkemizde ¢ok eski zamanlardan beri Antepfistif1 yetistiriciliginin
yapilmasma karsin, iiretim istenilen seviyede artmamis ve entansif iiretime
gecilememistir. Bunun nedenleri; Antepfistiginin 6teki meyve tiirlerinin ve
sebzelerinin yetisemeyecegi kotii toprak kosullarinda yetistirilecegi kanisinin
yaygin olmasi nedeni ile yetistiriciligin tamamen kuru kosullarda ve g¢ogunlukla
kirag, taghk ve meyilli arazilerde yapilmasi, kotii kosullarda yetistirilen
Antepfistiklarinin genglik kisirliklarinin fazla olmasi, yaygin olarak yetistirilen
cesitlerimizin mutlak periyodisiteye daha yatkin olmasi ve 6zellikle iistiin nitelikli
erkeklerin bulunmayisidir. Bu sorunlar yiiziinden iireticiler birinci sinif arazilerde
Antepfistig1 yetistirmeye yanasmamaktadir. iran ve ABD disindaki iiretici
iilkelerde de yetistirme kosullar1 Tiirkiye’dekine benzemektedir. Iran ve
A.B.D.’deki yetistiriciligin tamami sulu kosullarda ve verimli taban arazilerde
yapilmaktadir (Tablo 2). Buna karsin ililkemizde Antepfistigi yetistiriciliginin
sadece % 37.5’u sulu kosullarda, geri kalan % 62.5’u ise tamamen kuru sartlar

altinda yapilmaktadir (Polat ve ark, 2004).



Tablo 2 : Diinya fistik liretiminin yillara ve tilkelere gore dagilimi
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Yil *[ran | **iran |U.S.A. |Tiirkiye| Suriye |Yunanistan| Italya | Toplam (Lbs)
(RPPC) (W/oRPP Tah.)
1977 44.0 vly 4.5 39.6 11.8 3.6 4.4 107.9
1978 132.0 vly 2.5 4.0 15.2 32 0.4 157.3
1979 22.0 vly 172 | 352 17.0 4.8 10.0 106.2
1980 55.0 vly 27.2 15.4 11.0 5.6 0.4 114.6
1981 92.4 vly 144 | 462 20.2 5.0 9.8 188.0
1982 50.6 vly 439 | 242 17.6 3.6 0.4 140.3
1983 132.0 vly 26.3 39.6 20.2 5.6 8.8 2325
1984 154.0 vly 63.0 | 33.0 23.8 4.4 0.4 278.6
1985 140.0 vly 27.1 72.6 22.0 5.0 4.4 271.1
1986 130.0 vly 76.7 | 44.0 314 5.0 0.6 287.7
1987 70.0 vly 33.0 | 55.0 27.6 8.8 8.8 203.2
1988 180.0 | 1874 934 | 33.0 394 6.6 0.6 353.0
1989 70.0 88.2 38.8 | 77.2 34.8 10.8 7.2 238.8
1990 | 200.0 | 2094 | 119.8 | 30.8 44.0 5.8 0.6 401.0
1991 | 401.2 99.2 76.3 99.2 24.0 5.0 6.6 612.3
1992 | 4453 | 2425 | 1465 | 44.0 44.0 10.0 0.6 690.4
1993 | 504.9 | 220.5 | 1509 | 110.0 48.4 9.0 8.8 832.0
1994 | 4299 | 1433 | 1283 | 55.1 52.9 9.3 0.7 676.2
1995 | 518.1 | 264.6 | 147.7 | 66.1 353 8.8 4.9 780.9
1996 175.0 vly 104.3 | 88.2 39.7 9.6 0.7 417.5
1997 150.0 | 100.0 | 179.5 | 88.1 33.1 11.0 8.8 470.5
1998 | 375.0 vly 187.5 | 55.1 79.4 11.0 1,1 709,1
1999 | 289,2 | 289,2 | 1224 | 88.0 66.3 11.0 5,8 582,7
2000 | 264,6 | 264,6 | 241.6 | 132.3 68.3 14.3 0.2 721,3
2001 | 253,5 | 1543 | 1603 | 77,2 88,0 14,3 0,2 593,5
2002 | 485,0 | 396,8 [ 3024 [ 77,2 116,5 18,7 4,1 1003,9
2003 | 407.6 | 364.0 | 118.0 | 1984 [ 110.2 19.8 4.4 858.4
2004 | 4189 | 286.6 | 346.8 | 66.1 88.2 20.9 5.3 946.2
2005 | 4189 | 396.8 | 2824 [ 1323 [ 1323 20.9 5.3 992.1

Kaynak :Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanlig

Kaynak(*)
Kaynak(**)

Kaliforniya Fistik Komisyonu.

:Iran Tarim Bakanh1

:Rafsancan Fistik Ureticileri Kooperatifi (RPPC)

v/y : Veri Yok
Degerler(Lbs): Million Libres
(1 Lbs: 0.4 kg)
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Diinyada Antepfistig1 yetistiriciligi yapilan alan toplami 434.072 ha’dir.
Bu toplam alanin yaklasik % 65°i yani 280.000 ha’lik alan Iran’dadir. A.B.D.
44.000 ha ile bu bakimdan ikinci, Tirkiye ise 40.000 ha ile diinyada ii¢lincii
durumdadir (Karim Koshteh M.H. ve Vardan E. Urutyan, 2003). Bu iilkeleri
23.000 ha ile Tunus, 18.500 ha ile Suriye ve 15.000 ha ile Cin izlemektedir (Tablo
3).
Tablo 3. Antepfistig1 yetistiriciligi yapilan alan miktarlart

Yillar Tiirkiye A.B.D. Diinya
(ha) iran (ha) (ha) (ha)

1991  |30114 161461 22540 291602
1992 31429 171630 22860 311561
1993 | 32783 201893 23070 337890
1994 33343 206000 23270 343873
1995 | 34071 218000 24400 355046
1996 | 34981 231945 26000 372171
1997 36200 247130 26814 385819
1998 37214 259431 27880 401726
1999 37685 256444 29110 393860
2000 36349 274728 30200 407029
2001 36999 280510 31565 417746

2002 40000 280000 44000 434072
Kaynak: FAOSTAT, FAO, UNO (Anonim, 2003a,b)

Iran ve A.B.D. yogun kosullarda yetistirme yapmakta, yani sik dikilen
bahgelerde sulama ve gilibrelemenin oldugu goriilmektedir. Bunun yaninda soz
konusu iilkelerde ¢esit standardi saglanmis, bahgeler oransal periyodisitesi olan
kaliteli, verimli tek bir cesit ve bu g¢eside uygun istiin nitelikli bir erkekle
kurulmustur.

A.B.D.’de Antepfistig1 yetistiriciligi, diizenli ve genis bir arastirma
neticesinde baslamistir. 1930’lu yillarda Iran ve Orta Doguda seleksiyon yapilarak
yeni ¢esit 1slahina baslanmis, 1960’11 yillarda elde edilen ¢esit ve anaglarla 1970’11
yillarda devletin de desteklemesi sonucu sulu kosullarda ¢ok biiylik (5-10 bin
dekar) Antepfistigi bahgeleri tesis edilmistir. A.B.D. gilinlimiizdeki {iretimiyle
iilkemizi de ge¢mis diinyada ikinci bliyiik iretici lilke konumuna gelmistir.
A.B.D. bu hizli gelismeyi; yetistiriciligin sulu kosullarda, nematodlara ve

hastaliklara dayanikli anacgla, verimli ve kaliteli tek seckin cesitle yapilmasina,
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standardizasyon, pazarlama ve tanitim organizasyonun iyi yapilmasina, gii¢li
tiretici birliklerinin olusturulmasi gibi nedenlere bor¢ludur.

A.B.D.’de ¢ogunlukla damlama sulama sistemi kullanilmaktadir. Uygun
ve yeterli glibreleme yapilmakta, mekanik budama sistemi uygulanmakta ve diger
bakim tedbirlerinin de tamamlanmasiyla 25-30 yaslarindaki bir agagtan ortalama
16-18 kg iiriin alinabilmektedir.

A.B.D. ve Iran’daki yetistiricilikteki bu uygulamalara karsilik, iilkemizde
Antepfistig1 genellikle kirag, meyilli, topraklari kirecli, taglik ve kayalik arazilerde
yetistirilmektedir ve kuru kosullarda aga¢ basina ortalama verim ortalama 3-4 kg
civarindadir. Ulkemizde Antepfistig1 kiiltivasyonunun % 72.5°u kirag topraklarda,
geriye kalan % 27.5°1 ise verimli (fertil) topraklarda yapilmaktadir (Polat ve ark,
2004). Bu yetistirme bolgelerinde yillik yagis ortalamasi genellikle 600 mm.’nin
altindadir. Bu bahgelere sulama yapilmamakta, yaygin olarak yetistirilen
cesitlerde mutlak periyodisite goriilmektedir. Bahgelerde agaglarin seyrek oldugu
ve erkek agaglara onem verilmedigi icin bahgelerde disi agaclara yeterli ve
ciceklenme donemi uygun erkek bulundurulmamaktadir. Bu ylizden bos
(partenokarp) meyve orani yiiksek olmaktadir. Ulkemizdeki bu geleneksel
yetistiriciligin yaninda, uygun ekolojide, iyi ¢esitler ve uygun tozlayicilar
kullanilarak ve yogun kosullarda yetistiricilik yapilan bahcelerden 764 kg/da iiriin
alinabilecegi saptanmistir (Akkok ve Karaca, 1993).

Ureticilerimiz uzun yillardir erkek agaclarin islevini ve Onemini
anlayamadigindan  bahgelerindeki  erkekleri asilamak  suretiyle  disiye
cevirmiglerdir. Bu {ireticilerimizin bahgelerinin yakinlarinda yabani Pistacia
tiirleri bulundugundan ilk zamanlarda bahgelerinde ddllenme ile ilgili bir sorun
olugmamistir. Déllenme sorunlar1 ancak ¢evredeki yabaniliklerin kiiltiir ¢esitlerine
dontstiiriilmesiyle ortaya ¢ikmaya baglamis, salkim silkmesi, salkim seyrelmesi
ve bos meyve oraninda yiikselme gibi sorunlar c¢ogalmistir. Antepfistigi
yetistiriciliginde mevcut olan ve son yillarda da yaygin olarak sikayetlere neden
olan tozlasma ve dollenme sorunlarina en kisa zamanda ¢oziim bulunmasi

gerekmektedir.
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Ancak tiim bu olumsuzluklara karsin, énemli Antepfistif1 g¢esitlerimize
uygun istliin nitelikli tozlayicilar selekte edilerek, tozlasma ve dollenme
yetersizliginden meydana gelen salkim silkmesi, salkim seyrelmesi ve bos meyve
olusumu gibi sorunlara ¢oziim bulmak amaciyla Gaziantep’te Antepfistigi
Arastirma Enstitiisii  biinyesinde “Onemli Bazi Antepfistigi Cesitleri i¢in
Gaziantep ve Cevresindeki Erkek Tiplerin Secilmesi” adli bir calisma
gergeklestirilmistir (Ath ve Kaska, 2003)

Bununla birlikte, iran’m sulama potansiyelinin sonuna gelmesine karsilik,
Tiirkiye’ nin heniiz kullanmadig biiytik bir sulu Antepfistig1 yetistirme potansiyeli
vardir. Ayrica, yeni kurulacak bu bahgelerde, Iran orijinli fistiklarin dogrudan
kullanilmasi ile verim, irilik ve ¢itlama konusundaki acil sorun ¢oziiliirken, orta
vadede, yerli fistiklarin iistlin kalite 6zellikleri, erken meyveye baglama, irilik ve
yiiksek citlama gibi mutlak gerekli ticari 6zelliklerle birlestirilebilir ve bdylece
Iran ve ABD’ye kars1 mukayeseli bir avantaj elde edilebilir.

Tiiketicilerdeki bilinglenme diizeyi yiikseldikge, Iran fistiginin iiretim ve
islenmesi sirasindaki bazi hijyenik yetersizlikler daha ¢ok sorgulanacagindan,
yalnizca ucuz olma, pazar paymin muhafazasina yetmeyecektir. Tiirkiye’nin de
kendi teknolojilerini hizla modernize etmesi kosuluyla, bu bir firsata

doniistiiriilebilecektir.

2.1.5. Antepfistiginin insan Beslenmesindeki Onemi

Protein insan beslenmesinde Oonemli bir yer tutar. Protein noksanliginin
bitkisel iiretimle karsilanmasi, son yillarda ve 6zellikle gelismis iilkelerde artan
bir egilimdir. Antepfistiginin protein ve diger elementlerce zengin olusu, onu daha
da cazip duruma getirmektedir. Antepfistiginin 100 graminin bilesimi diger

onemli tirlinlerle birlikte asagidaki gibi rapor edilmistir (Tablo 4).



Tablo 4. Antepfistigi, Findik, Ceviz ve Sigir Eti Besin Degerleri
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Yenilen 100 g’da Antepfistig1 Findik Ceviz Sigir Eti

Protein (%) 19.3 12.6 14.8 13.6
Yag (%) 53.7 62.4 64.0 41.0
Karbohidrat (%) 19.0 16.7 15.8 -
Ca (mg) 131.0 209.0 99.0 8.0
P (mg) 500.0 337.0 380.0 124.0
Fe (mg) 7.3 3.4 3.1 2.0
K (mg) 972.0 704.0 450.0 355.0
Mg (mg) 120.0 - 158.0 -
Vitamin A (1u) 230.0 - 30.0 80.0
Vitamin Bl (mg) 0.67 0.46 0.23 0.06
Vitamin B6 (mg) 1.4 0.90 0.90 3.3
Vitamin E (mg) 5.2 - 0.70 -
Vitamin C (mg) 7.0 - - -
Kalori 597.0 634.0 651.0 428.0

Kaynak: Tekin ve ark., 2001, Tarim ve Koy isleri Bakanlig1 Tarimsal Arastirmalar Genel

Midiirliigli, Antep fistig1 yetistiriciligi kitabr)

Tablo 4’te de goriildiigii gibi Antepfistig1 meyvesinin protein karbohidrat,

potasyum, fosfor, demir, Vitamin A ve B1 yoniinden findik, ceviz ve sigir etinden

daha zengin oldugu anlasilmaktadir (Tekin H. ve ark, 2001)

Yine bagka kaynaklardan alinan, Antepfistigi’nin 100 graminda bulunan

bilesenlerin gram, kj, kcal bakimindan icerdigi besin degerleri, vitamin, mineral

ve yag asidi miktarlar1 asagida verilmektedir (Tablo 5, 6).

Tablo 5. Antepfistigi’nin 100 gr’nin igerdigi besin degerleri

Yenilen miktar

(Her 100g)
Gram (KJ) (kcal)
Protein 20.8g 387.27  92.56
Yag 51.6g 2007.82  479.88
Karbohidrat  16.4g 231.99  50.28
Diger 11.2¢g 56.2 18.6
Toplam 100g 2683.28 641.32

Kaynak: USDA Nutrient Database for Standard Reference

(Karim Koshteh M.H. ve Vardan E. Urutyan, 2003)
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Tablo 6. Antepfistigi’nin 100 gr’nin i¢erdigi mineral madde, vitamin ve yag asidi degerleri

Besin I¢erigi Birim 100 g. daki
miktari

Mineraller
Kasiyum, Ca mg 107
Demir, Fe mg 4.15
Magnezyum, Mg mg 121
Fosfor, P mg 490
Potasyum, K mg 1.025
Sodyum, Na mg 1
Cinko, Zn mg 2.20
Bakir, Cu mg 1.300
Mangan, Mn mg 1.200
Selenyum, Se ug 7.0
Vitaminler
Vitamin C, total ascorbic acid mg 5.0
Tiamin mg 0.870
Riboflavin mg 0.160
Niacin mg 1.300
Pantothenic acid mg 0.520
Vitamin B-6 mg 1.700
Folate, total ug 51
Vitamin A, IU Iu 553
Vitamin E (alpha-tocopherol) mg 2.30
Tocopherol, gamma mg 22.60
Yaglar
Toplam Yag Asitleri g 42.214
Fitosteroller mg 214
Stigmasterol mg 5
Campesterol mg 10
Beta-sitosterol mg 198
Amino asitler
Tryptophan g 0.273
Isoleucine g 0.900
Methionine g 0.338
Cystine g 0.357
Phenylalanine g 1.062
Valine g 1.239
Arginine g 2.028
Alanine g 0.921
Aspartic acid g 1.817
Glutamic acid g 3.819
Serine g 1.225
Diger
Karoten, beta ug 332

Kaynak: Anonim, 2004, USDA Nutrient Database For Standard Reference

(International Nut and Dried Fruit Council)

Diger kuruyemislerle karsilastirildiginda Antepfistiginin protein, A, B6, E
ve tiamin gibi uzun bir vitamin listesine sahip oldugu ve potasyum, kalsiyum,

demir, fosfor ve magnezyum gibi gerekli mineral elementleri de igerdigi goriiliir.
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Yukarida sayilan ¢ok 6nemli besin degerlerinin yani sira; Antepfistiginin
insan sagligina ve beslenmesine 6nemli katkilar1 da vardir;

Antepfistigindan yapilan surup, balgam soktiiriiciidiir, bronsite de iyi gelir:
Bunun igin fistik i¢i bir havanda igine biraz su konularak ezilir. Sonra igine bir
miktar daha su ile seker katilarak kaynatilir. Boylece hazirlanan suruptan igilir.

Antepfistigl, ince bagirsakta glikoz emilimini azaltir ve kan sekerinin
yiikselmesini 6nler: Bu bakimdan seker hastalarina fistik yemeleri 6giitlenir.

Ayrica Antepfistigl, yapisindaki doymamis yag oraninin yiiksekligiyle kan
sekerinin yiikselme riskini azaltir. Kolesterol icermedigi gibi, kandaki kolesterol
diizeyini distiriicii etkisi de vardir: bdylece koroner kalp yetmezligi riskini de
azaltir (Anonim, 2006¢).

Antepfistigimin afrodizyak etkisi de vardir: Bunun i¢in fistik i¢i bolca
yenilir ya da igine fistik i¢i katilmis besinler tiiketilir.

Giinde 10-12 adet yenilen i¢ Antepfistigi, viicudun giinliik yag ihtiyacini
karsilayabilmektedir.

100 gr Antepfisti§i viicudun giinliikk protein, Vitamin B1 ve fosfor
ihtiyacinin % 35°ni karsilamaktadir. Antepfistig1 sigir etinden protein yoniinden 2
kat, fosfor yoniinden ise 4 kat daha iistiindiir. Vitamin E, B ve C kompleksince

zengindir.

2.1.6. Geleneksel Cogaltma Metotlar:

Giliniimiizde geleneksel olarak Antepfistigi anaglar1 tohumlar1 ile
cogaltilmaktadir. Ayfer ve Serr (1961), Pistacia tiirlerinin tohumlarinda ¢imlenme
oraninin beklenenden ¢ok diisiik diizeyde oldugunu ve bu durumun iireticiler igin
onemli bir problem oldugunu vurgulamaktadirlar. Antepfistigi anaglarma ait
tohumlarin ¢imlenme oraninin diisiik olmasi, materyal temininde zorluklara neden
oldugundan, yapilan arastirmalarda tohumlarin ekimden o©nce kabuklarinin
soyulmasi, suda bekletme veya gibberellinler gibi c¢imlenmeyi arttirict bazi
kimyasal maddelerin kullanilmasini, ¢imlenmeyi biiyiik 6l¢iide arttiran faktorler
olarak belirlemislerdir.

Kuru ve ark. (1986) da ekimden 6nce 13-14°C’de 15 giin kadar tohumlarin

suda bekletilmesinin ¢imlenme oranini arttirdigini ileri stirmektedirler. Bunun
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yani sira, ekimden 6nce tohum kabugunun catlatilmasinin da, ¢imlenme oranini
arttirdig1 gézlenmistir.

Capraz tozlagma nedeniyle ticari fisttk agaglar1 aslinda yabani
populasyonlar kadar degiskendir. Giiniimiizde fistik agaclar1 celikle iiretimin
zorluklar1 nedeniyle ya tohumlardan iiretilen fidelerden ya da budanmis olgun
celiklerin, geng anaglar iizerine asilanmasi yoluyla ¢cogaltilmaktadir.

Fistik tohumlarindaki genetik varyasyon kontrolli tozlasma ile
saglanabilir. Kontrollii hibridizasyon ile Antep fistiginin fidelerinin tiretimi heniiz
yapilmamistir. Antep fistig1 dioik bir bitkidir. Bu nedenle de hibridizasyonla
istenilen {irtin niteliklerine sahip erkek ve disi bitkilerin birlestirilmesi miimkiin
degildir (Barghchi ve Alderson, 1989). Herhangi bir fistik {iretim bolgesinde az
sayida varyete adapte olabilir.

Baz1 fistik tiirleri ana¢ olarak kullanilabilir. Ana¢ capi, diger meyve
agaclarinin tomurcuklar1 ile karsilastirildiginda daha biiyiik olan Antepfistig
tomurcuklarinin, yerlestirilebilecegi kadar biiyiik olmalidir (Joley, 1979,
Woodroof, 1979).

Amerika Birlesik devletlerinde disi “Kerman” ve erkek ‘Peters”
varyeteleri, nematodlara ve Verticillium’a P. vera’dan daha dayanikli olan P.
atlantica ve P. integerrima anaglar lizerine asilanmaktadir. Kaliforniya fistik
endiistrisi model olarak secilen iki fidan {izerinde caligmalar yapmistir. Fistik
tiretiminde “kerman” disi varyete ve “Peters” dolleyici (pollinizer) tozlastirict
erkek varyete olarak kullanmilmistir (Dollo ve ark., 1995). Antep fistig1 1slah
programi ilk olarak Kaliforniya’da 1970’li yillarda baslamistir. Amerika’y1
takiben bazi tilkelerde de 1slah programlar1 baglatilmigtir

Bununla birlikte genellikle Tiirkiye, Iran ve diger Ortadogu iilkelerinde,
yeni bahgelerin kurulmasinda Pistacia vera anag olarak kullanilir.

Tiirkiye’de fistik yetistiriciligi yapilan bolgelerde asilama en yaygin
cogaltma teknigidir. Bu teknikte sadece yilin belli bir doneminde ve ¢ok kisa bir
stire icin uygulanabilir (Kaska ve ark., 1990). Fistikta genel olarak geleneksel
vejetatif gogaltma metotlar1 halen birgok probleme sahiptir.

Pistacia vera, Pistacia tirleri arasinda ticari degeri olan yenilebilen {iriin

veren tek tiirdiir. Asili Antepfistigi agaglarinin tiretiminde kullanilan 9 anag tiirii
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vardir. Bunlar; P. atlantica, P. chinensis, P. integerrima, P. khinjuk, P. lentiscus,
P. mutica, P. palaestina, P. terebinthus ve P. vera (Bargchchi ve Alderson, 1989).
P. atlantica, P. integerrima ve P. terebinthus Kaliforniya’da kullanilan baslica
anaglardir. Bu anaclar fungus ve nematodlara karsi daha direnglidirler.
(Michailides et al., 1988). P. mutica ve P. khinjuk Iran’da ¢ok yaygin olarak
kullanilan anaglardir. Tiirkiye’de ise ya dogal olarak yetisen yabani fistik agaclari
ya da P. vera fideleri anag olarak kullanilir.

Fistiga bir ¢ok fungi (mantar) saldirir. En zararli fungus degisik yaslardaki
agaclart kolayca oldiiren Verticillium wilt’tir (Duke, 1989). Pekgok fistik tiirii
asilanarak Verticillium’a direng kazanmistir (P. integerrima, P. atlantica, P.
terebinthus ve hibritlestirilmis P. atlantica — P. integerrima anaglar1) (Ferguson
ve Arpaia, 1990).

Anaglarda aranilan 6zellikler; nematodlara, toprakta bulunan mantarlara ve
tuzlu topraga kars1 direnclilik ve iyi biiylime ve gelisme gosterebilmeleridir.

Cesitli Pistacia varyeteleri ana¢ olarak kullanilabilir. Amerikada Kerman
(Disil) ve Peters (eril) normal olarak P. atlantica yada P. integerrima anaglari
tizerine asilanir (Hall, 1975, Joley, 1979; Crane ve Iwakiri, 1981).

Bu asilama P. atlantica ve P. integerrima’yt nematodlara ve
Verticillium’a, Pistacia vera’dan daha direncli hale getirmistir. Bununla beraber
Tiirkiye, Iran ve diger ortadogu iilkelerinde genellikle meyve bahgeleri i¢in anag
olarak P. vera kullanilir. P. vera’nin tercih nedeni P. vera fidelerinin diger
tiirlerden daha fazla yan kok ve kalin gévdeye sahip olmasi ve kisa donemde
tomurcuklanmaya gidebilmesidir (Ayfer ve ark., 1990). Bununla beraber, fidanlar
arasindaki biiyime farkliliklar1 ara asilama gerektiren fide stoklarinda tutarsiz
sonuglar olusturmustur. P. atlantica ve P. khinjuk fideleri boyuna hizli gelisme
gostermekte ancak diger tiirlerden daha ciliz fideler olugsmakta ve tomurcuklanma
biiylikliigiine daha gec¢ ulagmaktadir. Bununla birlikte varyeteler ve anaclar
arasinda stok fide uyusmazligi olmamaktadir. P. atlantica ve P. terrebinthus
fideleri ticari liretimde genis bir sekilde kullanilmaktadir (Joley ve Opitz, 1971;
Woodroof, 1979; Hartman ve Kester, 1983). Fidanliklarda karakteristik olarak
yavag biliylimelerine ragmen P. vera lizerine iki anag lizerinde en cok calisilan

varyetelerin asilanmasi daha hizli bliylimeyi ve daha fazla mahsiil elde etmeyi
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saglamistir (Joley, 1979). P. atlantica ve P. terrebinthus’un, Verticillium’a son
derece hassas oldugu bildirilmistir (Hartman ve Kester, 1983). Cok yavas biiylime
alisgkanligindan dolay1 P. terrebinthus ciice agaclar1 erken {irlin vererek biiyiik
miktarda ve yiiksek kalitede meyva iiretir. Genellikle P. terrebinthus’un P. vera
ile birlikte sulu tarim i¢in uygun anag¢ olduklari kabul edilir (Ayfer ve ark., 1990).

Fistik genellikle Pistacia tlrlerinin, heterezigot ana¢ fideleri lizerine
secilmis dollerin tomurcuklanmas1 ya da asilanmasiyla {retilir. Celik ve
koklendirmede bazi basarilt sonuclar bildirilmesine ragmen Antepfistig1 kolayca
olgun agaclardan kesilerek cogaltilamaz (Al Barazi ve Schwaba, 1982).

Ticarette, fistik aga¢ karakteristiklerine gore smiflandirilir (biiyiikliik,
perikarp yarigt (dehiscence) sinifi, kernel rengi) (Ayfer, 1990). Fistigin bu
ozelliklerinden baska polen {iretimi, ¢igeklenme zamani, irlin kalitesi ve
potensiyeli, rekolte (lirlin) miktar1 sabitligi (bos tohum ve nadastan sakinarak)
erken {iriin veren varyeteler ve aga¢ formlar icin fideler secilebilir. Temel
yetistirme amaglari; kuvvetli giiclii agaclar, yasi, bliylime aliskanligi, olgunluk
yiiksekligi; bununla birlikte kendine 06zgii ¢igeklenme zamani, erken iiriin,
hastaliklara kars1 direnglilik, tuz dayaniklili§i, mekanik hasat i¢in agac yapisi ile
istiin fistik kalitesi ve mahsiiliidiir.

[ran’da fistik ihracatcilar fistign ¢ogunlukla 30 farkli kayith varyeteden
saglamaktadir (Barghchi ve Anderson, 1989). “Ohadi” iran’da tiim fistik
tiretiminin % 80’inde ana fidan varyetesi olarak kullanilmaktadir (Barghchi,
1982). “Kellegouchi”, “Sedifi”, “Vahidi”, “Miimtaz” ve “Kerman” Iran fidan
varyeteleri, Tiirkiye’nin glineydogusunda deneme sahalarinda test edilmektedir
(Kuru ve ark., 1990). Amerika’da California’da temel {iretimin tamamina yakini
disi varyete (Kerman) ve erkek varyete (Peters)’in sulama sartlarinda
yapilmaktadir (Ferguson ve Arpaia, 1990). “Kerman” gibi “Lassen”de biiyiik
miktarlarda ve kalitede California’da iiretilmektedir.

Ancak bilindigi ve daha oOnce de belirtildigi gibi, glinimiizde fistik
agaclarinin ¢ogaltiminda kullanilan tiim bu geleneksel metotlar talepleri
karsilamada belirgin bir sekilde yetersiz kalmaktadir ve bu nedenle mevcut
cogaltim teknikleri bitki hiicre, doku ve organ kiiltiir teknikleri gibi geleneksel

metotlara alternatif yeni metotlarla desteklenmelidir.
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2.2. Bitki Hiicre, Doku ve Organ Kiiltiirii Teknikleri

Bitki hiicre ve doku kiiltiirii konusu, aseptik sartlarda; yapay bir besin
ortamu (bir karbon ve enerji kaynagi olan seker, inorganik tuzlar, mikro ve makro
elementler ile ¢esitli vitaminleri igeren ve s1vi veya agar ile katilastirilmig steril bir
bliylime ortami) i¢inde ya da iizerinde, bitki hiicre (meristematik hiicreler,
siispansiyon veya kallus hiicreleri), doku (epidermis, meristem doku), ya da
organlarindan (yaprak, kok vb.) aliman eksplantlarin kiiltiiriinii iceren oldukca
genis bir alan1 kapsamaktadir.

Bitki hiicre ve doku kiiltiirleri asagidaki gibi siniflandirilirlar;

1- Organ Kiiltiirleri

- Kok kiiltiirleri
- Siirgiin (apikal) kiiltiirleri
- Anter ve polen kiiltiirleri

2- Doku Kiiltiirleri (Kallus)

3- Hiicre Kiiltiirleri (Protoplast ve hiicre siispansiyonlari)

4- Somatik Embriyogenezis

5- Mikroasilama

Klonal ¢ogaltim i¢in genellikle meristem yada siirgiin kokenli kiiltiirlerin
genetik olarak ¢ok daha stabil olduklarina inanilir. Bitki hiicrelerinin totipotent
Ozelligi, hiicre dongiisii ile hiicre biiyiime ve gelismesi iizerine arastirmalarda,
istenilen uygun eksplantin ve biliylimede aktif maddeleri i¢ceren uygun bir besi
ortaminin seg¢ilmesine, fiziksel ¢evre kosullarmin kontrol edilebilirligine imkan
vermesi nedeniyle bitki hiicre ve doku kiiltiirleri tercih edilmektedir.

Genel anlamda mikrogogaltma; siirgiin ucu ve bunlara ait eksplantlardan
bitkilerin in vitro klonal c¢ogaltilmasi veya genellikle tomurcuklardan gelisen
siirglinlerin alt kiiltiirler boyunca c¢ogaltilmasi seklinde tanimlanabilir. Ayrica
meristem dokulardan meydana gelen dogrudan somatik embriyo olusumuna da
mikrogogaltim denilebilir.

Ancak mikrogogaltimi, sentetik besi ortamlarinda, bir bitkiden alinan ve
tam bir bitkiyi olusturma potansiyeline sahip bitki kisimlarindan (embriyo, tohum,

govde, siirgiin, kok, kallus, tek hiicre yada polen tanesi vb.) aseptik sartlar altinda
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yeni bitkilerin elde edilmesi seklinde tanimlayabiliriz (Mansuroglu S., Giirel E.,

2002).

Bu sartlarda kiiltiir, 4-8 hafta sonra da alt kiiltiir yapilabilir. ilk kez Morel

(1960) tarafindan ¢alisilan bitki materyallerinin hizli klonal ¢ogaltimi i¢in apeks

meristem kiiltiirleri kullanilir. Baska bir sekilde bir kallus ya da siispansiyon

kiltlirii yapilabilir ve alt kiiltiirler sonucunda da bitki formuna yiikseltilebilir. Bu

metot Ozellikle serbest patojenlerin hizli artisinin oldugu heterozigot ve siis

bitkileri iiretimi i¢in kullanighdir.

Mikrogogaltimin genel olarak bitki yetistiriciligi ve genetigi yoniinden

Onemi ve avantajlar1 asagidaki gibi siralanabilir;

a.

Her tiirli hastalik ve zararlhilardan arindirilmis bitkisel materyal ve
stoklarin elde edilmesi

Elde edilen bitkilerde fenotipik ve genotipik homojenitenin saglanmasi
Geleneksel yontemlerden daha kisa kiiltiir siiresine sahip olmasi
Uretilmesi giic olan bitki tiirlerinin daha kolay iiretimine imkan
vermesi

Seckin veya iistiin genotiplerin hizli gogaltimina olanak saglanmasi
Klasik yontemlere gore iiretimde daha az anag kullanilmasi
Somaklonal varyasyonlardan dolay1 yeni ¢esitlerin veya genotiplerin
elde edilebilmesi

Baz1 bitki materyallerinin hizli bir sekilde elde edilmesini, klonlamada
kullanilacak materyalin erken elde edilmesini sonuglandirmasi
Verimsiz hibritlerin ¢ogaltimi igin &nemlidir. Ornegin meyve
bahgelerindeki tiirlerin yada fistik gibi son derece degisken heterozigot
tiirlerin klonal ¢ogaltimi yoluyla tek tip bitki toplulugu elde edilmesi
Y1l boyunca ortaya cikabilecek mevsimsel zorluklar1 ortadan
kaldirmast

Istenilen genotipte bitkilerin cogaltilmasini miimkiin kilmasi
Tohumdan yetistirme metotlarindan daha hizli bir sekilde ¢ogaltim

saglamasi

m. Kiigiik bir yerde ¢ok miktarda fide/fidan {liretimine olanak saglamasi



36

n. Alt kiltiirler arasinda 6zel bir dikkat gerektirmemesi (6rn. sulama,
zararl1 ot miicadelesi vb.)

o. Ihtiyaca gore bazi tiirler icin otomatik ¢ogaltim ydntemlerinin
gelistirilmesini miimkiin kilmasi

p. Rekombinant DNA teknolojisi uygulamalar i¢in ara devre olusturmasi
Transgenik bitkilerin klonlanmasi i¢in bir arag olmasi

r. Sentetik tohum iiretimine olanak saglamasidir.

2.3.1. Erkek Antepfistig1 Agaclarinin Mikrocogaltilmasi

Erkek Antepfistigi agaclarinin in vitro mikrogogaltimiyla ilgili literatiirde
rapor edilmis bir ¢calisma yoktur. Bundan dolay1 asagida maternal Antepfistig1 ile
yapilan in vitro ¢caligmalar derlenmistir.

Gliniimiizde Antepfistig1 agaglarinin geleneksel yontemlerle g¢ogaltilmasi
ya da propagasyonu, bir anag¢ fide iizerine {iriin veren agaglardan alinan celiklerin
asilanmasi yoluyla yapilmaktadir. Yash agaglardan alinan celiklerin kdklenmesi
hemen hemen imkansizdir. Fistik tiirleri dioiktir ve fistik iiretilen baz1 bolgelerde
yerel {iretim i¢in yalniz bir disi varyete egemendir. Tiirler dioik olduklarindan
dolay1 disi ve erkek siirglinlerin ayn1 anag¢ iizerine asilanmasi yaygin olarak
uygulanmaktadir. Ana¢ ve ¢elik arasindaki uyusmazlik sik sik ara-agilamayi
gerektirir. Fistitk bahgelerinin genisletilmesi verimsiz vejetatif propagasyon
metotlariyla kisitli kalmistir. Yeni ticari varyetelerin yetistirilmesi ve klonal anag
yetistirilmesi i¢in, bitki hiicre, doku ve organ kiiltiirii tekniklerinin gelistirilmesi
gerekmektedir.

Istenilen nitelikte iiriin veren Antepfisigi agaclarindan alinan
eksplantlardan klonlanarak yeni Antepfistigi bahgelerinin kurulmasi ig¢in
arastirmalar yaklasik 25 yil once baslamistir (Barghchi 1982). Yiizyillarca fistik
agagclar1 yetistirilmis olmasina ragmen; bu tiirlerin ¢ogaltimina maalesef 1982’den
beri 6zel bir nem verilmistir.

Fistik tiirlerinin mikro g¢ogaltilmasi {izerine yaymlanmis arastirmalarin
cogunda geng bitkiler ve daha az miktarda yaglh bitkisel materyal kullanilmis ve
Antepfistiginin biyoteknolojik yontemlerle cogaltilmasinda kullanilabilecek in

vitro kiiltiir kosullariin ayrintilar1 ile bu konuda yapilan yayinlar altt ayri
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derlemede toplanmistir (Hansman ve Owens, 1986; Barghchi ve Alderson, 1989;
Onay ve Jefree (2000), Onay 2003; Onay ve ark. 2003, Onay ve ark, 2005).

Fistik tiirlerinin mikrogogaltimi {izerine yapilan caligmalarda daha cok
dogal ortamdan ayrilan eksplantlarin yiizey sterilizasyonu, kiiltiir kosullarinin
fiziksel kontrolii, uygun eksplantlarin se¢imi yoluyla fistik agag¢larinin doku
kiltiirii yontemleriyle cogaltilmasina calisilmistir. Antepfistigi ve anaglariin

tizerinde bugiine kadar yapilan biitiin in vitro calismalar Tablo 7’ de verilmistir.



Tablo 7. Fistik tiirlerinin ve anaglarinin in vitro ¢ogaltiimasi

Eksplant
Kaynagi

Morfolojik cevap

Sdrguin gogaltimi,
Sirgin

rejenerasyonu

Bitki rejenerasyonu,

Kallus olusumu

Tek surgun gelisme
indirgenmis goklu
surgun,

Kokl bitkicik

Sdrgun gogaltimi,

Bitki rejenerasyonu

Sdrgiin bliyumesi

Sdrgin
proliferasyonu
Bitkicik

rejenerasyonu

Tek slirgiin
buylmesi,
Coklu surgln
olusumu,
Kokli bitkicik.

Sdrglin biyimesi,

Kallus olusumu.

Sirgiin biyimesi ve

nekrozis

Sdrgiin bliyumesi

Bitki rejenerasyonu,

Sdrgiin blyumesi

Coklu surgln
olusumu,

Koéklenme

Bitkicik
rejenerasyonu

Coklu surglin
olusumu,

Fidelerin koklenmesi

Nekrotik stirglinler

38




39

Tablo 7. nin devami

Eksplant Morfolojik cevap
Kaynagi

Sdrgiin gogaltimi
Bitkiciklerin

koklenmesi

Coklu surgln
olusumu,
KoklU bitkicik

Sirgiin olusumu

It Coklu surgln
olusumu,
Bitki rejenerasyonu
at/lt/lypr Kallus olusumu
. Organojenez
at/lt/inf Sdrgiin blyumesi,
- Kallus olusumu
“ Kallus olusumu
[ Somatik
- embriyojenezis
su/lt Somatik
- embriyojenezis
Sentetik tohum
Kapsullu
embriyojenik doku
at/lt Organojenezis
- Embryojenezis
[ Olgunlasma,
gimlenme,
Embriyo geligimi
kot Somatik
- embriyojenezis
ypr Somatik
- embriyojenezis
ot Somatik embriyo
- gimlenmesi
om/ypr Somatik
- embriyojenezis

ay Tek sirali epidermal
hiicrelerden somatik
embriyolarin geligimi
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Tiirler/Anaclar Eksplant | Ortam (mgl”) Morfolojik cevap Referans
Kaynagi
P. vera L. C MS + BA Somatik embriyojenezis Onay, 2000b
Antep
P. vera L.Antep | au/lt MS + BA or ABA Somatik embriyo Onay ve ark., 2000
Olgunlagsma
P. vera L. var. aul/lt MS + BA or ABA Mikroagilama Onay ve ark., 2003
Siirt Bitkicik
P. vera L. Kallus Mod MS+kin(0,2) Uzun inkiibasyondan Barghchi(1982):Barghch
(at/lt) +NAA(0,2) sonra: Surgunler i ve Alderson(1983b)
(embryoidler
/meristemoidler)
P.vera at/lt MS+BA(0,3)+IBA Sirglin buyimesi Barghchi (1985):
(0,05) Barghchi ve Martinelli
(1984)
P. vera Inf MS+2,4-D+BA Kallus olusumu— Barghchi (1985):
Bazi farklilagsmalar Barghchi ve Martinelli
(1984)
P. khinjuk at/lt MS+BA(4) Coklu stirglin biylmesi Barghchi(1982,1985a):
Barghchi ve Alderson
(1983b)
P. khinjuk at/lt MS+kin(0,2)+NAA Sirglin buylimesi-bitkicik Barghchi(1982,1986a)
(0,2)
P. khinjuk ze MS+BA(4)+IBA(4) Bitki rejenerasyonu Tilkat et al. (2005)
P. mutica at/lt MS+BA(4) Coklu surgiin blylimesi Barghchi(1982,1986a)
P. mutica at/lt MS+kin(0,2)+NAA Sirglin buyumesi — birkag | Barghchi(1982,1986a)
(0,2) bitkicik
P. atlantica at/lt MS + BA (4) Sdrgun blyumesi Barghchi(1982,1986a)
P. palaestina at/lt MS + BA (4) Sirguin blyumesi Barghchi(1982,1986a)
P. terebinthus at/lt Mod And BA (2.5) Coklu siirgiin blyUmesi Pontikis (1984)
P. terebinthus IVP sh Mod MS + PhG (89) | Kdéklenme — bitkicik Pontikis (1984)
+IBA (1) + GA3 (0.1)

at: apikal tomurcuk; It: lateral tomurcuk, ay: aseptik yaprak; au: apikal ug; BA: 6-benzlyaminopurine;

kot: kotiledonlar; hs: hicre suspansiyonu; DKW: Driver-Kuniyuki-Walnut ortami; pecs: ¢ogaltilabilir embriyojenik

kitle;

ER: Modified Eriksson medium; inf:

infloresans; ypr:

yaprak; om:

olgunlagsmamis meyveler;

ot:olgunlagsmamis tohumlar; oem: olgunlasmamis embriyo; IAA: indol-3-asetik asit; IBA: indol-3-butirik asit; ¢:

cekirdek; kin: kinetin; MeJA: Metil Jasmonat; MS: Murashige and Skoog medium; NAA: a-naftalenasetik asit;

PhG: phlorogglucinol; su: siirgiin ucu; TDZ: Thidiazuron; yt: yan tomurcuklar; ze: zigotik embriyolar; IVP: in vitro

Uretim, Mod: Modifikasyonlar, degisiklikler.

Organojenez

farkli

zaman

periyotlarinda

kok

ve siirgilinlerin

farklilasmalarin1 kapsar. Genellikle siirglinler dokularda bulunan sitokinin ile

tesvik edilir. Yetiskin materyalde kiiltiir baslatilmas1 genellikle budama, asilama,
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BA ve GA; piskirtme yontemi, olgun agaclardaki siirgiinlerin yeniden
bliylimelerini tesvik eder (Barghchi ve Martinelli, 1984; Barghchi ve Alderson,
1989; Gonzales ve Frutos, 1990). Olgun fistik agaclarmin ilk eksplantlarindan
gercek aksiller siirglin olusumu {izerine yalnizca bir arastirma bulunmaktadir
(Onay 2000a). Cok sayida siirgiin iiretimi; in vitro ¢agaltilmis siirgiinlerden alinan
siirgiin tiplerinin 1 mgl' BA ve Gamborg vitamini iceren kati MS ortaminda
kiiltiire alinmasiyla elde edilmistir. Cogaltma oran1 30. giinde her bitki i¢in 20
mikrosiirgiin olmustur. Mikro siirgiinlerin koklendirilmesi, 2mgl”' IBA ile MS
ortaminin desteklenmesi yoluyla basarilmistir. Kisa periyotlu adaptasyondan
sonra koklenmis bitkilerin bagimsiz biiylimeleri saglanmustir.

Mikrogogaltma yoluyla embriyojenik somatik hiicrelerden embriyolarin
gelisimi somatik embriyojenezi gerektirir. P. vera’nin somatik embriyolari,
baslica zigotik embriyolardan ve olgunlasmamis cekirdeklerden baslatilmigtir
(Onay ve ark., 1995 ve Onay, 1996).

Fistigin in vitro olarak mikroasilanmasi in vivo kadar iyi arastirilmistir
(Abousalim, 1990), ancak fide olarak segkin olgun agaclar kullanildiginda
genglestirmenin gerceklesmedigi goriilmiistiir.

Antepfistig1 (Pistacia vera) Siirt ¢esidinin in vitro mikro ¢ogaltilmasinda
kullanilmak {izere, {iriin veren agaclardan alinan eksplantlarin rejenerasyonu igin,
bir in vitro mikro asilama metodu gelistirilmis (Onay ve ark., 2003) ve bu
calismayla budanmis agaclardan, koke en yakin kisimdaki yeni apikal
siirgiinlerden alinan eksplantlarin, 1 mgl™ BA, 100 mgl™ kazein hidrolizat, 30 gl™
sakkaroz ve 8 gl agar iceren 1/1 konsantrasyonundaki MS besi ortaminda
rejenerasyona en iyi cevap verdigi tespit edilmistir.

Mikro asilama calismalarinda, n vitro ortamda c¢imlenmis zigotik
embriyolardan elde edilen bitkicikler anac¢ olarak kullanilmis ve Antepfistiginin
en kolay ve basarili in vitro mikro asilama metodunun, dar meristemli yarma
mikro as1 oldugu tespit edilmistir. Calismada yine en yiiksek mikro as1 basarisi,
%56.85 tutma orani ile 2-4 mm uzunlugundaki mikro ¢eliklerden elde edilmis ve
rejenere olmus siirgiin uglarindan alinan ¢eliklerin uzunlugunun 4 ile 6 mm
(%89.25) arasinda oldugu ve yasayan siirglin ucu oraninin, siirgiinlerin agagtan

alinma zamanlariyla dogrudan iligkisi bulundugu tespit edilmistir.
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2.3.2. Besi Ortaminin Se¢imi

Her bitki tiirii i¢in kullanilan besi ortamlar1 benzer maddeleri icermektedir.
Bunlar, organik maddeler (miyo-inositol, thiamin-HCI, adenin siilfat, piridoksin-
HCI, nikotinik asit), inorganik maddeler (makro ve mikro besin elementler), bitki
biiylime diizenleyicileri (oksinler, sitokininler ve gibberellinler) ile agar ve seker
gibi diger komponentlerdir. Fakat kiiltiir amacina ve bitki 6zelligine bagl olarak
ortam bilesimi ve konsantrasyonlarinda degisiklikler olabilmektedir.

Kiiltiir besi ortamlarindan Murashige ve Skoog (MS) ortaminin, g¢ogu
bitkiler i¢in hem kiiltiir baglatilmasinda hemde siirgiin  ¢ogaltiminda
kullanilmasinda iyi sonuglar elde edilmesine karsin, bu ortamdaki tuzlarin orani
baz1 bitkiler icin toksik yada fazla gelebilir ve bu bitkilerin kiiltiirlerinde farkli
kiiltiir besi ortamlar1 (WPM, Llyod, SH vb.) kullanilabilir

Fistik agaclarinin mikrogogaltimi i¢in ise genellikle Murashige ve Skoog
kiltiir besi ortami kullanilmustir. (Barghchi, 1982; Martinelli, 1988; Abousalim
1990). P. vera’nin siirglin performanst bakimindan Barghchi (1986a) tarafindan
MS besi ortamu ile Llyod ve McCown ve Woody Plant Medium besi ortamlari
arasinda fark olmadigi tespit edilmis ve bu nedenle de daha sonraki
Antepfistiginin in vitro kiiltiir calismalarinda MS besi ortami kullanilmistir
(Barghchi, 1985).

Stirglin proliferasyonunda 6 farkli temel ortama (G5, Cheng, Modifiye
Ericson, Heller, White and Woody Plant) alinan fistik dokularindaki siirgilinlerin
en iyi gelismesi, filtre kagidi kopriileri kullanilarak modifiye edilmis Ericson sivi
ortami kullanildiginda tespit edilmistir (Bustamante-Garcia, 1984). Bununla
birlikte siirglin ¢ogaltim1 sathasinda 4 farkli ortam kullanilarak karsilastirmali bir
calisma da yapilmistir (Abousalim, 1990). P. vera siirglin ¢ogaltimi i¢in MS
ortami ile WPM, (K) Knop ve (A) Alderson’'un formiilasyonlar
karsilagtirildiginda MS ortaminin Ustlinligli ispatlanmistir.  In vitro ortamda
kiiltiire alinan fistiklarda genellikle besi ortaminin sakkaroz seviyeleri ve mineral
tuz igerigi (1/2 konsantrasyonda mineral tuzlar) distiriildiigiinde, koklenme
oraninin arttig1 ortaya c¢ikmustir (Barghchi, 1982; Abousalim, 1990). Iyon

konsantrasyonlar1 test edilen ortamlarin karsilastirilmasi sonucu MS’in WPM, A
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ve K ortamlarindan nispeten yiiksek mineral tuz konsantrasyonu igerdigi
saptanmistir.

Fistigin bagarili mikrogogaltimi1 i¢in besi ortaminin modifikasyonlari
Parfitt ve Almedi (1994) tarafindan da arastirilmistir. Test edilen bazal
ortamlardan DKW ortami segilmistir. K, N, B ve Zn konsantrasyonu, 2 yasina
gelmis silirglin  ¢ogaltimin1  saglamak {izere optimum diizeye ayarlanmistir.
Biiylime regiilatorii olarak TDZ’nin kullanim1 da ayrica denenmis, ancak olumlu
sonug alinamamustir.

Antepfistiginin in vitro mikroagilanmasinda asilanmis fideler; anaglarin
yetistirildigi yeni bir ¢cimlenme (Gamborg vitaminleri, 30 gl sakkaroz, 0.5 mgl™
IBA ve 8 gl™' agar igeren besi ortami), bir kdklenme (Gamborg vitaminleri, 30 gl”!
sakkaroz, 0.5 mgl' BA ve 8 gl agar igeren besi ortami) ve hormon igermeyen
(Gamborg vitaminleri, 30 gl sakkaroz 8 gl agar iceren besi ortami) MS besi
ortaminda kiltiire alinmistir. Askorbik asit ile muamele edilen siirgiin uclar1 bu
ortamlarda, dar meristemli yarma mikro asilama metodu kullanilarak, dekapite
anaglara, basar ile asilanmis ve gelisimlerini basari ile tamamlamislardir (Onay
ve ark., 2003).

Yine Antepfistiginin disi ¢icek tomurcuklarindan embriyojenik kallus ve
somatik embriyojenezis olusturarak bitki rejenerasyonu olanaklarinin arastirildigi
baska bir ¢alismada, 1 mgl' BA destekli modifiye MS besi ortaminda % 65
embriyojenik kallus olusumu tespit edilmis, bunun aksine TDZ ve NAA’in kiiltiir
ortamina ilavesinin somatik embriyogenezis iizerine olumsuz etki etti§i rapor
edilmistir. Somatik embriyogenezis olusturmak icin MS besi ortami l-askorbik
asit, kazein hidrolizat ve BBD’lerinin degisik kombinasyonlarinda denenmis ve
her asama i¢in (kallus olusumu, embriyo olusumu, embriyo olgunlastirma ve
¢imlenme asamalar1) farkli kombinasyonlarin etkili oldugu rapor edilmistir (Onay

ve ark., 2004).

2.3.3. Fiziksel Kiltiir Ortam
Kiiltiir sartlarinin, biiyiime ve gelismeye etki edebilen diger degiskenleri
151tk ve sicakliktir. Fistik eksplantlarinin siirglin biiyiimesi ve proliferasyonu

tizerine sicakligin etkisi Barghchi ve Alderson tarafindan rapor edilmistir ancak
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20°C’de ve 25+£2°C’de inkiibasyona alinan P. vera materyallerinin biliyiime ve
proliferasyonunda 6nemli farklar goriilmemistir. Bununla birlikte biliylime ve
proliferasyona sicakligin etkisini arastiran ikinci arastirmaci inkiibasyona alinan
kiiltiirlerin sicaklik diizeyinin 19°C’ye oranla 25°C’de tutulmasiyla performansin
daha iyi oldugunu bulmustur (Barghchi ve Alderson, 1983a ve Abousalim, 1990).

Abousalim (1990)’a gore sicaklik/fotoperiyot davranislart da siirgiin
proliferasyonu iizerine etkilidir. Ayn1 arastiriciya gore siirgiinlerin biiylimesi ve
proliferasyonunun gelisimi, taze agirliklar1 kesin olmamasina ragmen 29°C/16
saatte denenmis ve 16 saat 11k 8 saat karanlik ortamin fistik eksplantlarinin
siirgiin bliylimesi ve proliferasyonu iizerine olumlu yanmit verdigi arastirmaci

tarafindan rapor edilmistir.

2.3.4. Klonal Cogaltim

Mikrogogaltma, genel olarak iki metotla yapilir:

1.0rganojenez

2. Somatik (non zigotik) embriyojenez

Organojeneziste; ¢cok sathali bir islemden sonra koklendirilmesi gereken
tek kutuplu stirgiinlerin iiretimi yoluyla bitkiciklerin olusumu s6z konusudur.
Somatik Embriyojeneziste ise; vejetatif ya da gametik olmayan hiicrelerden (bitki

tomurcuklar1) embriyonun baslamasi ve gelismesi s6z konusudur.

2.3.4.1. Organojenez yoluyla Mikrocogaltma
Mikrogogaltma basamaklar1 asagidaki gibi siniflandirilabilir:
1.Tohumdan ve/veya tomurcuklardan kiiltiir baglatilmast,
2. Siirgiin gelisimi ve ¢ogaltilmast,
3. Geligmis siirgiinlerin koklendirilmesi,

4. Koklii bitkiciklerin aklimatizasyonu ve dogal sartlara alistirilmasi.

2.3.4.2. Kiiltiir Baslatilmasi
Kiiltiir baslatilmasi i¢in kullanilan ana eksplant tipleri tohumlar, siirgiin
uclar1 ve lateral tomurcuklardir (Barghchi 1982; Pontikis 1984; Abousalim 1990).

Dekontaminasyonu saglanmig bir bitki materyali ile kiiltiir baglatilmasi, in vitro
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cogaltimin basarisinda ¢ok dnemlidir. Fistik tohumlarinin yiizey sterilizasyonu iki
safhada basarilmistir. Bu adimlarin ilki tohumlarin %70 etanolde 45 saniye
bekletilmesi, ikincisi ise % 20’lik ticari ¢amasir suyu sodyum hipoklorit i¢inde 25
dakika bekletilmesidir (Barghchi, 1982). Uriin veren bitki materyallerinin
mikroorganizmalardan arindirilmasinin zor oldugu rapor edilmistir (Barghchi ve
Martinelli, 1984).

Fistik tohumlarinin ylizey sterilizsayonu bir takim vakum filtrasyon ya da
calkalayict kullanilarak % 1 tween ile desteklenmis % 20’lik NaOCIl’te
bekletilerek basarilmistir (Abousalim 1990).

Fistik tohumlariin yiizey sterilizasyonunda kullanilan vakum teknigi
mantar kdkenli enfeksiyonlarin 6nlenmesi konusunda olduk¢a verimlidir. Vakum
uygulanan tohumlarda mantarsal bulasicilara  hi¢ rastlanmamis ve tiim
enfeksiyonlarin bakteriyal kokenli olduklar1 gozlenmistir. Calkalayicilarin
kullanildig1 tohumlarda ise, %12 ve %20 camasir suyu kullanildiginda, yaklasik
olarak %13.5 ve %2.7 mantarsal enfeksiyon goriilmiistiir (Abousalim 1990).

Gen¢ materyallerin  kiiltiire alinmasi  sirasinda  birgok  sorunla
karsilagilmistir.  Bunlardan en  Onemlisi  kahverengilesmedir.  Gelisme,
kahverengilesmenin oldugu kap icinde eksplantlarin farkli noktalara, ya da farkl
kaplara tasinmasiyla tekrar saglanmistir (Barghchi 1985).

Dort yasma kadar seralarda biiyliyen ana¢ agaglardan alinarak kiiltiir
ortamina aktarilan eksplantlarin budanarak sik sik alt kiiltiiriiniin yapilmasinin iyi
sonu¢ verdigi rapor edilmistir (Barghchi ve Martinelli, 1984). Meyve veren
agaglarin kiiltiire alinmas1 kahverengilesme nedeniyle zor olmustur (Barghchi
1985).

Barghchi ve Martinelli (1984) eksplantlarin 10-100 mgl” malonik asitle
bir 6n isleme tabi tutulmasi isleminin kahverengilesmeyi biiyiik 6l¢iide azalttigin
rapor etmislerdir. Budanmis, asilanmis ve BA veya GAj; piskiirtiilmiis ya da
mikro asili agaglardan alinan siirglinlerin kiiltiir i¢in ¢ok daha uygun materyal
olduklar1 yine ayni arastiricilar tarafindan bildirilmistir (Barghchi ve Martinelli
1984; Barghchi 1985).

Bununla birlikte; GAs piiskiirtiilen ana bitkinin eksplantlarinda ve geng

anaglar {izerine in vitro asilanan siirglin uglarinda kiiltiir baslatilmasinda basari
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oraninin diisiik seviyede gerceklestigi Barghchi (1985) tarafindan gozlenmistir.
Bustamante-Garcia (1984) ise yetiskin P. vera ve P. atlantica agaglarindan alinan
lateral eksplantlarin in  vitro kiiltiir baslatilmasina yanit vermedigini
bildirmiglerdir. Yine ayr1 arastiricilara gore yetiskin P. vera materyallerinin
genclestirilmesi, GAj3 puiskiirtme, geng fideler iizerine asilama ve 250, 500 ve
1000 ppm GAj; kullanilmasi yeni siirgiin ve tomurcuk olusumunu arttirmistir. Bu
stirglinlerden lateral tomurcuk segmentleri in vitro kiiltiire olumlu yanit vermistir
(Bustamante-Garcia 1984).

Abousalim (1990) yaptig1 bir arastirmada dort yasina kadar sera sartlarinda
koruma altinda yetisen asili P. vera ve 25 yasindaki disi P. vera agaclarindan
almis oldugu siirgiinleri (shaker) calkalayici kullanilarak % 0.1 Tween 20 igeren
% 20 NaOCl ile 20 dakika sterilize ettikten sonra kiiltire almis ve kiiltiir
baslangicinin ilk safhalarindan 3 haftaya kadar karanlikta tutmustur. Abousalim’e
gore bu islem besi ortaminin kahverengilesmesini ve dokularin zarar gormesini

sinirlamistir (Abousalim 1990).

2.3.4.3 Siirgiin Cogaltilmasi

Barghchi (1982) ve Abousalim (1990)’a goére BA ile siirgiin proliferasyonu
kinetinden daha iyi sonu¢ vermistir ve 4 mgl' BA’nin P. vera’min siirgiin
proliferasyonu i¢in optimal oran oldugu saptanmistir (Barghchi 1982; Abousalim,
1990). Barghchi bunu izleyen alt kiiltiirlerde ortamda 4 mgl”" BA kullanilarak 35
ve 40 kadar siirgiin elde ettigini rapor etmistir (Barghchi 1982). Diisik BA
konsantrasyonlar1 ise dort yasindaki P. vera bitki materyalleri lizerinde Martinelli
(1988) tarafindan denenmistir. Bir bagka arastirmaci ise BA’in diisiik
konsantrasyonlarinin ¢ogaltim oranlarini ayni zamanda dort ayliktan dort yilliga
kadar olan P. atlantica’da (0.7 mgl™"), P. integerrima’da (1 mgl™) olgun P.
terebinthus’ta ise (2.5 mgl'l) olarak tespit etmistir (Pontikis 1985).

Bir baska ¢alismada ise Tilkat ve ark. (2005), Pistacia khinjuk Stocks’un
in vitro klonal c¢ogaltilmasi i¢in optimal sartlarin, aksenik olarak gelistirilen
fidelerden alinan siirgiinlerin 7 gl-1 agar, 4 mgl™ BA, 100 mgl" l-askorbik asit, 30

gl-1 sakkaroz ve Gamborg vitaminlerini igeren Murashige ve Skoog (MS) besi
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ortaminda kiiltiire alinmasiyla saglandigin1 ve bu sartlarda siirgiin cogaltim
oraninin, kiiltiiriin 28. giiniinde 7.25 £ 0.95 oldugunu rapor etmislerdir.

Barghchi ve Alderson (1985) kiiltiir ortamina 0.05 mgl™ kadar az bir NAA
ekleyerek eksplantlarin biiylimesinin inhibe oldugunu tespit etmis ve ayni
arastirmacilar yaptiklari bagka bir ¢alismada ise daha yiliksek konsantrasyonlarin
P. vera siirgiinlerinin kallus olusumunu arttirdigini gozlemlemislerdir. 4 mgl™' BA
iceren kiiltiir ortamma 0.25-4 mgl” GAjz ya da GA4:7 nin eklenmesiyle siirgiin
proliferasyonu ve biiyiimenin olusmadigi da ayni c¢alismada rapor edilmistir
(Barghchi ve Alderson, 1983a). Bustamante-Garcia (1984)’nin yaptig1 baska bir
calismada ise P. atlantica’da BA icin optimal deger 1 mgl™” dir. Aymi arastiricilar
ayni ¢aligmada, alt kiiltiir icin optimum sartlarda siirgiin tiretiminin, iki haftada bir
BA+GA;+IBA ile desteklenmis besi ortamina taze uclarin orjinal nodlariyla
birlikte transfer edilmesiyle basarilabilecegini de bildirmiglerdir (Bustamante-
Garcia, 1984).

Abousalim (1990) BA’in optimal seviyelerinin siirekli kullaniminin ¢ok
kiicik yaprakli bodur siirgiinler {irettigini ve bu tip materyallerin alt kiiltiirleri
esnasinda arzu edilmeyen sonuglarin ortaya c¢iktigini bildirmistir (Abousalim
1990).

Onay ve arkadaslar1 (2003), Antepfistig1 (Pistacia vera) Siirt ¢esidinin in
vitro mikro cogaltilmasinda kullanilmak iizere, iirlin veren agaglardan alinan
eksplantlarin rejenerasyonu i¢in, bir mikro asilama metodu gelistirdiklerini ve
eksplantlardan siirgiin proliferasyonunu baglatmak icin, eksplant tipi ve
pozisyonu, sitokinin tipi ve konsantrasyonu ile besi ortaminin etkileri
arastirdiklarini rapor etmislerdir. Calisma sonucunda siirgiin proliferasyonu igin,
budanmis agaclardan, koke en yakin kisimdaki yeni apikal siirgiinlerden alinan
eksplantlarin, 1 mg 1" BA, 100 mg I"" kazein hidrolizat, 30 gl sakkaroz ve 8 gl
agar iceren 1/1 konsantrasyonundaki MS besi ortaminda rejenerasyona en iyi

cevap verdikleri tespit edilmistir.

2.3.4.4. In vitro Koklendirme
In vitro koklendirme genellikle substrat olarak agarli besi ortam

kullanilarak yapilmistir. Barghchi (1982) yaptig1 arastirmada in vitro koklendirme
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i¢in en uygun oksinin IBA oldugunu tespit etmistir. Yine ayni ¢alismada Barghchi
koklendirmenin; ‘2 konsantrasyonda makro besin elementleri kullanilarak
hazirlanan besi ortamina alinan eksplantlarin, kiiltiiriiniin ilk 7 giini in vitro
karanlik sartlar altinda bekletilmesiyle ve sonunda 1-2 mm uzunluga ulasan
koklerin oksinsiz ortama aktarilmasiyla gergeklestirildigini bildirmistir.

Barghchi ve Alderson iki yasina kadar olan P. vera’dan alinan
eksplantlardan alan siirgiinlerin  koklendirilmesinde 2.5, 3.0 ya da 3.5 mgl”
IBA’nin kullanilmasinda 6nemli bir farklilik olmadigimi ve her ii¢ oranda da
koklenmenin yaklagik olarak % 80 oldugunu goézlemlemislerdir (Barghchi ve
Alderson 1985).

Bununla birlikte, optimum koklenme yanitlar1 ortama yaklasik olarak 1
mgl”! ve 2 mgl”' oranlarinda IBA eklendiginde ve koklenme igin alt kiiltiirii
yapilmis eksplantlar kullanildiginda alinmis oldugu Abousalim (1990) tarafindan
bildirilmistir. Bustamante-Garcia 1984°te yaptiklar1 bir c¢alismada orjinal
eksplantlarin  koklenmesinin sivi ya da kati NAA ve IBA ile arttirildigim
bildirmiglerdir (Bustamante-Garcia 1984). Ancak en iyi yanitin kagit filtre
kopriileri ve NAA ile desteklenen sivi ortam kullanildiginda elde edildigi yine
ayni aragtiricilar tarafindan bildirilmistir.

Pontikis eksplantlarin olgun P. terenbinthus’tan alindiginda (%60)
(Pontikis 1984) ve Martinelli dort yasina kadar bilylimiis P.vera’lardan
alindiginda (%30-40) (Martinelli 1988) daha zayif bir kdklenmenin oldugunu
acgiklamislardir. Ancak buna karsin 100 mgl'1 IBA i¢ine 10 sn batirilan mikro
stirgiin ve slirgiin uglarinda optimum koéklenmenin % 50 oldugu aym
arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir.

Zigotik embriyolardan itibaren in vitro g¢ogaltilan Pistacia khinjuk Stocks
siirgiinlerinin, koklendirilmeleri ¢alismalarinda 0.5 mgl' IBA ile destekli
Murashige ve Skoog (MS) besi ortaminin %100 kdklenme oraniyla basarili sonug
verdigi rapor edilmistir (Tilkat ve ark., 2005). Ayrica ayn1 arastiricilar, tohumdan
orijinlenen siirglinlerin alt kiiltlir sayisinin kdklenme oranini kuvvetli bir sekilde
etkiledigini bildirmislerdir.

In vitro koklendirilen bitkiciklerin koklerinin koyu rengine ragmen,

toprak-turba karigimina (%70-80) basariyla aktarilip yasatildig1 ve adaptasyon i¢in
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her eksplantin bir kdke sahip olmasinin yeterli oldugu bildirilmistir (Barghchi ve
Alderson 1985). Bununla birlikte P. vera bitkiciklerinin koklendirilmesi
konusunun arastirildig1 diger deneylerde besi ortamindan ayrilan bitkiciklerin sera
sartlarina aktarildiktan sonra biiylimedikleri ve oldiikleri Martinelli (1988)
tarafindan bildirilmigtir. Abousalim (1990) ise P. vera fidelerinden alinan
sirglinlerin in vitro olarak koklendirilmesinin % 81.8 oraninda basariyla
gerceklestigini rapor etmistir (Abousalim 1990).

Onay ve arkadaslar1 (2003) mikroasilamayla rejenere edilen siirgiinlerin
koklenmeye etkisini tespit etmek icin, 25 yasindaki ve 1 yasindaki agaglar ile, in
vitro mikroasilamayla ve in vitro ikinci mikroagilamayla rejenere edilen
bitkilerden alinan, bir veya iki nodlu 15-20 mm’lik siirgiin uc¢larini kullanmiglar
ve yiizey sterilizasyonu yapilan juvenil ve {riin veren agaclardan aldiklari
stirglinleri direkt olarak ya da bir veya iki defa mikro asilamayla gelistirdikleri
rejenerantlarin koklenme kapasitelerini karsilagtirmiglardir.

Arastiricilar tarafindan, gelistirilen siirgiinlerin koklenmesi igin 30 gl
sakkaroz, 1 mgl' IBA ve 8 gl agar iceren MS besi ortami kullanilmus,
mikroasilama ile rejenere edilen siirgiinlerin koklenmeye etkisi oldugu
gozlenmekle birlikte, birinci ve ikinci mikro asilama sonunda rejenere edilen
sirglinlerin koklenme ylizdeleri arasinda istatistiksel farkliliklar olmadigi
goriilmiistiir. Elde edilen degerlerin juvenil siirgiinlerde daha diisiik oldugu ve
IBA destekli koklenme besi ortaminda kiiltiiriin 28. giliniinde adventif koklerin
gelistigi rapor edilmistir. Koklenmeye siirglin orijininin etkisini arastiran
arastirmacilar, iiriin veren 30 yillik agaclardan alinan siirglinlerde koklenme
oraninin % 5, 1 yillik jiivenil agaglarda % 35, 30 yillik agaglarindan alinan
stirglinlerin in vitro ortamda ilk kez mikroasilamas: sonucu % 20, ikinci kez

mikroagilanmasi sonucu ise % 25 olarak gergeklestigini rapor etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu boliimde genel materyal ve yontemler tanimlanmastir.

3.1. Bitkisel Materyal

Bu arastirma, Dicle Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Biyoteknoloji laboratuarinda 2003-2006 yillar1 arasinda yiiriitilmiistiir.

Arastirmada bitki materyali olarak, Gaziantep Fistik Arastirma Enstitiisii
arastirma bahgelerinde yetisen disi agaclarla es zamanli tozlasan {istiin nitelikli
erkek Antepfistigi (Pistacia vera L. cv. Ath) agaglarinin apikal ve lateral
tomurcuklar1 kullanilmistir. Apikal siirgiin tomurcugundan itibaren 20 cm
boyunda kesilen c¢elikler nemli temiz bezlere sarilarak plastik kaplar icinde
karanlik bir ortamda laboratuvara getirilerek deney giiniine kadar +4°C’de
buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Rejenerasyon i¢in kullanilacak stirgiinler, in vitro kosullarda steril olarak

prolifere edilmis apikal tomurcuklardan saglanmistir.

3.1.1. Cahismada Kullanilan Eksplant Tipleri

Calismamizda eksplant olarak Gaziantep Fistik Arastirma Enstitiisii
arastirma bahgelerinde yetisen disi agaglarla es zamanl tozlasan {istlin nitelikli
erkek Antepfistig1 (Pistacia vera L. cv. Ath) agaclarinin apikal ve lateral
tomurcuklart kullanilmistir (Resim 6.) In vitro g¢alismalarimizda kullanilan
materyal tiplerini su sekilde siniflandirabiliriz:

Apikal Tomurcuk: Yilin tim donemlerinde aylik periyotlarla agaclardan
alan 1-2 cm uzunlugundaki bitkisel materyaldir.

Nodal (Lateral) Tomurcuk: Vejetasyon donemi icerisinde gelisen 1

yasindaki slirgiinler iizerinde bulunan tomurcuklardir.
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Resim 6. Caligmamizda kullanilan eksplant tipleri, (a) Apikal ve (b) Lateral Tomurcuk

3.2. Metot
3.2.1. Kiiltiir Ortaminin ve Bityiime Diizenleyicilerinin Hazirlanmasi
3.2.1.1. Besi Ortaminin Icerigi
Siirgiin proliferasyonuna besi ortam tipinin (MS, SH, WPM) etkisinin test
edildigi deney haricindeki biitliin ¢alismalarda Murashige ve Skoog (Murashige
Skoog, 1962; Standart MS besi ortam1) kat1 besi ortam1 kullanildi (Tablo 8x).
Tiim calismalarda besi ortamn 5.5 gl agar (Sigma Ltd.) ile desteklendi.
Organojenez ¢alismalart i¢in kullanilan karbohidrat miktarlart ve bitki

diizenleyicilerinin konsantrasyonlart ilgili alt bolimlerde ayrica verilecektir.

3.2.1.2. Besi Ortamlarimin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Caligsmalarimizda besi ortami olarak Murashige ve Skoog (1962)
tarafindan Onerilen temel besi ortaminin modifiye edilmis sekli kullanildi.
Standart MS besi ortaminda kullanilan stok c¢ozeltilerin hazirlanmasi, asagida

belirtilmistir:



MS (makro elementler) ana soliisyonu
NH4NO;

KNO;

CaCl,.2H,0

MgS0,4.7H,0

KH,PO4

Distile Su

MS mikro 1 elementler ana soliisyonu
H;BO;

MnS0,4.4H,0

ZnS0,4.7H,0

KI

Na,Mo0O42H,0

Distile su

MS mikro 2 elementler ana soliisyonu
CuS04.5H,0

CoCl,.6 H,O

Distile su

Komplex kelator ana soliisyonu
FeSO4.7H20

Na,EDTA

Distile su

Vitamin karisim ana soliisyonu
Nikotinik asit

Glisin

Pridoksin HCI

Distile su

B, vitamini ana soliisyonu (10'3)
Tiamin HCI

Distile su
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1650 mg
1900 mg
440 mg
370 mg
170 mg

1000 cc.’ye tamamlanir.

6.2 mg
22.3 mg
8.6 mg
0.83 mg
0.35 mg

1000 cc.’ye tamamlanir.

0.025 mg
0.025 mg

100 cc’ye tamamlanir.

5570 mg
7450 mg

1000 cc’ye tamamlanir.

0,5 mg
2 mg
0,5 mg

100 cc’ye tamamlanir.

100 mg

100 cc’ye tamamlanir.
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BA (6-Benzylaminopurin) ana soliisyonu (10™)

BA 100 mg
IN HCl 2-3 cc.
Distile su 100 cc’ye tamamlanir.

NAA (o Naftalenasetik asit) ana soliisyonu (107)

NAA 100 mg
% 95 lik Etil Alkol 3-5 cc.
Distile su 100 cc’ye tamamlanir.

TAA (indolasetikasit) ana solusyonu 107

IAA 100 mg
% 95 lik Etil Alkol 5-10 cc.
Distile su 100 cc’ye tamamlanir.

IBA (3-Indolbutirik asit) ana soliisyonu (10'3)

IBA 100 mg
% 95 lik Etil Alkol 3-5 cc.
Distile su 100 cc’ye tamamlanir.

2,4-D (2,4-Diklorofenoksiasetik asit) ana soliisyonu (10'3)
2,4-D 100 mg
% 95 lik Etil Alkol 100 cc’ye tamamlanir.

Kinetin ana soliisyonu (10'3)
Kinetin 100 mg

Distile su 100 cc’ye tamamlanir.

myo-inositol (107)
myo-inositol 100 mg

Steril saf su 100 ml’ye tamamlanir.



54

Tablo 8. Standart Murashige ve Skoog Besi Ortam igerigi* (gI™)

Agar 55¢g

Sakkaroz 30g

MS ana soliisyonu (Makro elementler) 100 cc

MS mikroelementler-1 10 cc

MS mikroelementler-2 1cc

Komplex kelator 10 cc

Vitamin karigimi 1cc

B, vitamini ana soliisyonu lcc

Distile su 1000 cc.’ye tamamlanir.

* Tez caligmasinda kullanilan biitiin kimyasallar Sigma Ltd.’den alinmustir.

Tiirlerin basarili bir sekilde kiiltiire alinmasi igin besin elementlerinin ve
bitki biiyiime diizenleyicilerinin dogru bir sekilde se¢imi son derece onemli bir
faktordiir.

Calismalarda kullanilan tim maddeler mgl” ve/veya (w/v) yiizde ile ifade
edildi. Bir litre standart MS besi ortam1 hazirlamak i¢in 1 litrelik bir erlenmayer
igerisine 250 mlt distile saf su birakildi. Daha sonra belirtilen konsantrasyonda
sakkaroz eklendi. Bu islemi sirasiyla; Tablo 8.’de verilen MS ana soliisyonu (100
cc.), MS mikroelementler-1 (10 cc), MS mikroelementler-2 (1 cc.), Komplex
kelator (10 cc.), Vitamin karisimi (1 cc.) ve B; vitamini ana soliisyonu (1 cc.)
elemanlarinin belirtilen konsantrasyonlarda erlenmayer icine aktarilmasi izledi.
Maddelerin sirasiyla eklenmesinden hemen sonra ¢okelmeyi dnlemek amaciyla
hazirlanan soliisyon birka¢ dakika c¢alkalandi. Ortam i¢in gerekli olan bu
elemanlarin eklenmelerinden sonra, tim bu karigim distile su ile 1 It’ye
tamamlandi. Daha sonra besi yerleri 250 ya da 500 ml’lik erlenlere aktarildi. Bitki
biiylime maddeleri (oksinler ve sitokininler) eklendikten sonra pH, 0,1 M NaOH
ve 0,1 M HCI ile, 5,7 ya da 5,8’e ayarlandi. Ortamin katilagtirilmas i¢in agar
eklendi ve bu karisim yine ortamin miktarina bagl olarak 20 ya da 30 dakika,
121 °C’de 15 PSI (Pounds Per Square Inch) veya 1,03 bar basing altinda
otoklavda eritildi. Eritildikten sonra agarli besi ortami1 Magenta GA 7 kaplarina
aktarildi ve besi ortam1 soguduktan sonra eksplantlar kiiltlire alindi. Kapaklar1 2
kat parafilmle sarilan kiiltiir kaplar1 daha sonra bolim 3.2.4.te kiiltiir kosullari

verilen biiyiime odasina yerlestirildi.
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3.2.1.3. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin (BBD) stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi
icin, biiylime maddelerinin gerekli olan miktarlar1 bir par¢a aliiminyum folyo
icinde tartildi. Stok c¢ozeltilerin tiimii genellikle mg/ml konsantrasyonlarinda
hazirlandi. Biiylime maddeleri tartimdan sonra 50 veya 100 ml temiz balon jojeler
igerisine, kiiciik bir magnetik karistirict ile birlikte aktarildi. Her madde az
miktarlarda (5-10 ml) 1 M KOH, (TDZ, IPA, NAA, Picloram, NOA, ABA igin),
ya da (5-10 ml) HCl (BA, K, Zea, TDZ ve 2iP i¢in) i¢inde ¢ozdiiriildii. Bazi
maddeler ise (IBA, 2,4-D, 2,4,5-T, phloroglukanol) alkolde eritildi. Eritilen
BBD’ler steril saf suyla, 50 veya 100 ml’ye tamamlandi.

Biiyiime maddelerinin hazirlanan stok ¢ozeltileri +4'C’de buzdolabinda

sakland1 ve her ii¢ haftada bir yeniden taze soliisyonlar hazirlandi.

3.2.3. Sterilizasyon Teknikleri

Biitiin bitki hiicre, doku ve organlarinda oldugu gibi caligmamizda
kullandigimiz erkek Antepfistig1 (Pistacia vera L.) tomurcuklarinin da mantar ve
bakteri kokenli enfeksiyonlar1 engellemek ve kontaminasyonlardan kaginmak i¢in
onceki boliimlerde de anlatildigi gibi, mikropropagasyon islemlerinde
kullanilacak besi ortami, kullanilan aletler ve kiiltiir kaplarinin da tamamen
aseptik (steril) sartlar altinda kullanilmasi son derece 6nemlidir.

Bu sebeple Pistacia vera L. tomurcuklari i¢in, en iyi yiizey sterilizasyon
tekniginin gelistirilmesi gereklidir. Bununla birlikte, bu teknik tiim bu
mikroorganizmalar1 uzaklagtiracak, bitki sistemine zarar vermeyecek ve
yukaridaki yontemlere uygun bir teknik olmalidir.

Calismamizda gergeklestirilen biitlin in vitro ¢alismalar esnasinda izlenen
sterilizasyon yontemleri agagida tanimlanmigtir.
3.2.3.1. Is1 ile Sterilizasyon

Asagidaki maddelerde belirtilen materyaller iki kath aliiminyum folyo
icine sarild1 ve otoklavda 121'C’de 30 dakika 15 PSI 1s1 basinct altinda sterilize
edildi.

1. Besi ortam1 igeren erlenmayerler (1s1-labile elemanlar eksik sekilde)

2. Magenta GA-7 doku kiiltiir kaplar1
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3.2.3.2. Filtrasyon ile Sterilizasyon

IAA, IBA, Zea, ABA, GA; ve peroksidaz gibi sicakta bozulan bilesiklerin
sterilizasyonu i¢in mikro filtrasyon yontemi kullanilir. Belirtilen maddelerden
calismamiz siiresince yalnizca IAA, IBA ve GAj; kullanilmistir. IAA, GA; ve
IBA’nin sterilizasyonu i¢in de calisma boyunca Steril Acrodisc (0,2 pm) mikro

filtre kullanilmstir.

3.2.3.3. Kullanilan Aseptik Yontemler

Calismamizda gergeklestirilen tiim islemler standart sterilizasyon
yontemleri izlenerek steril bir oda igindeki steril bir kabin i¢inde gergeklestirildi.
Calismaya baslamadan oOnce tek kullanimlik steril cerrahi Triflex eldivenleri
giyildi. Manipulasyon sirasinda diizenli olarak, ayrica istemeden steril olmayan
maddelere dokunulduktan sonra, eller % 96’lik alkol ile steril edildi.

Uzun siireli ¢alismalarin tiimiinde yiiz maskesi kullanildi. Calisma yiizeyi
her defasinda kullamimdan 6nce teknik alkolle silindi ve 20 dk UV 1sik altinda
birakildi. Bistiiri uglar1 ve pensler kullanilmadan 6nce her defasinda daima

%096’11ik alkole ve daha sonra atese tabi tutuldu ve steril saf suda sogutuldu.

3.2.3.4. Sterilizasyonun Korunumu

Sterilitenin siirdiiriilmesi i¢in miimkiin olan tiim onlemler alindi. Islem
bittiginde otoklavda sterilize edilen maddeler steril odaya hizli bir sekilde
aktarildi. Bu maddeler yerlestirilmeden once tezgah yiizeyi ve erlenler teknik
alkol ile silindi. Kullanimdan o6nce tiim calisma ylizeyi birka¢c damla Teapol

soliisyonu ve teknik alkol igeren mendil ile silindi.

3.2.3.5. Pamuk ve Filtre Kagitlarinin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu
Pamuklar 2 kat ambalaj kagidina sarilip, etiivde 180°C’de iki saat siireyle
sterilizasyona tabi tutuldu. Kiiltiir islemleri esnasinda kullanilan pens ve
bisturilerin muhafazasi ve {lizerinde bitki parcalarin kesilmesi amaci ile iki ayri
ebatta kullanilan filtre kagitlari, iki kat ambalaj kagitlarina sarilarak, etiivde

180°C’de iki saat stre ile sterilize edildi.
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3.2.3.6. Cam Malzemelerin Sterilizasyonu

Cam malzemeler (tilip, petri kutusu, erlen, meziir, balon joje, pipet, beher)
sadece sicak su kullanilarak fir¢a yardimu ile iyice temizlendi. Daha sonra ii¢ defa
saf sudan gegcirilerek 180°C’de etiivde iki saat bekletilmek suretiyle kurutuldu.
Tamamen kurumus olan tiiplerin agzi steril pamuklar ile kapatildiktan sonra

ambalaj kagitlari ile iki kat sarilip etiivde 180°C’de iki saat siire ile sterilize edildi.

3.2.3.7. Pens ve Bistiirilerin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu
Pens ve bistiiriler, dnce %96’lik etil alkol ile silinip 10’arl1 gruplar halinde
aliminyum folyolara sarilarak, 300°C’lik bir kuru sterilizatérde 30 dakika siire ile

sterilize edildi.

3.2.4. Kiiltiir Sartlan
Tiim organojenez calismalarinda eksplantlar i¢cin 50 ml kat1 besi ortami

iceren Magenta GA7 kiiltiir kaplart kullanildi.

3.2.4.1. Biiyiime Odas1 Kosullar1

Biiyiime odasinda 30-60 pm m™ s™ 151k siddetine sahip civali Fliloresan
lambalar (400 w, MBFR/U, Thorn) ve ortam sicakligin1 25+2'C de sabit tutan bir
sicaklik kontrol sistemi bulunmaktadir. Ayrica fotoperiyot, bir zaman ayarlayicisi
ile 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik olacak bi¢cimde diizenlenmis bir ortamda

kiiltiirlerin gelismesi i¢in gerekli kosullar saglandi.

3.3. Genel degerlendirme

Bu bolimde genel olarak yontemler tanimlanmis ve tekrar1 onlemek
amactyla caligmalar ana basliklar halinde verilerek c¢aligmayla ilgili metotlar
kisaca verilmistir.

Tez calismasi kapsaminda yapilan tim arastirmalar 5 ana baslik altinda

ylriitiilmiis olup, bunlar1 sdyle siralamak miimkiindiir;

a) Sterilizasyon tekniklerinin gelistirilmesi ¢alismalari,
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b) Kiiltiir baglatma ¢alismalari,
¢) Siirgiin proliferasyon ¢alismalari,
d) Koklendirme ¢aligsmalari,

e) Aklimatizasyon ve tarla sartlarina aktarim caligsmalari

3.3.1. Sterilizasyon Tekniklerinin Gelistirilmesi Calismalari

Arastirma kapsamindaki sterilizasyon ¢alismalarinda, %53 NaOCI iceren
(Axion) ticari sterilant kullanilmigtir. Tiim sterilizasyon islemleri ropikaj odasinda
yapilmis olup, ¢calismalarda genellikle Magenta GA 7 kiiltiir kaplar1 kullanilmistir.
Standart MS besi ortamina 30 gl sakkaroz ve 5.5 gl agar ilave edilerek BBD’siz
olarak hazirlanmistir. Ekim yapilan kiiltiir kaplar1 Boliim 3.2.4.1.’de belirtilen
biiylime odasinda gelismeye birakilmistir.

Tim sterilizasyon g¢aligmalarinda yapilan gozlemler ve alinan olgiimler
asagida belirtilmistir;

Enfekte Olan Kiiltiir (%); kiiltiirlerin gelismeleri dikkate alinarak 14
giinliik kiiltlir sonunda, enfekte olan kiiltiir sayisinin tiim kiiltiirlere orani
hesaplanarak yiizde olarak ifade edilmistir.

Canlh Kalan Eksplant (%); kiiltiirin 28. giiniine kadar enfekte olmadan
gelisen kiiltiir sayisinin, tim kiiltiirlere orani hesaplanarak yiizde olarak ifade
edilmistir.

Kahverengilesme (%); kiiltiirin 14. giiniine kadar herhangi bir gelisme
olmayip, kahverengileserek bozulan kiiltiir sayisinin tiim kiiltiir sayisina orani
hesaplanarak yiizde olarak ifade edilmistir.

Sterilizasyon ¢aligsmalar1 kapsaminda asagidaki deneyler yapilmustir.

3.3.1.1. Olgun Erkek Antepfisti@1 Agaclarindan Almman Siirgiin U¢larindan
Yiizey Sterilizasyon Metodunun Gelisimi
Bu bolimde olgun erkek Antepfistigi agaglarindan yapilan meristem
kiiltiiriinden aksenik doku kiiltiirii materyali elde etme siireciyle ilgili sterilant
olarak kullanilan NaOCl’in etkisini arastirmak i¢in asagidaki deneyler yapilmistir.
Asagidaki biitlin deneylerde ylizey sterilizasyonu 150 rpm’de ¢alisan bir

calkalayicida, yikama islemleri ise elle yapilmustir.
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3.3.1.1.1. 30 Yilhk Erkek Antepfistigi Agaclarindan Almman Siirgiin
Uclarinin Dekontaminasyonu Uzerine NaOCI Etkisi

Bu deneyde erkek Antepfistig1 apikal ve lateral tomurcuklarindan aksenik
kiiltiir baglatilmasina ve dekontaminasyonuna etkisini tespit etmek i¢in, NaOCl'iin
%5, %10, %15, %20'lik konsantrasyonlari bir kontrol grubu ile birlikte test edildi.

15—20 mm uzunlugundaki apikal siirgiinler, 30 d NaOCl’nin (v/v) %S5,
%10, %15 ve %20’lik ¢ozeltileri icerisinde bir calkalayici tizerinde 150rpm’de
calkalandilar. Sterilanttan ¢ikarilan eksplantlar 5’er dakika 3 defa steril saf su ile
tyice yikandilar. Yiizey sterilizasyonuna tabi tutulan eksplantlarin ylizeylerindeki
fazla suyun buharlagsmasi icin {lizerleri kurutma kagitlar ile kapatildi (Standart
ylizey sterilizasyon yontemi).

Steril kurutma kagidi lizerinde 5-10 d bekletilen apikal uglar (4-6 mm)
kiiltiir baslatilmasi i¢in 2 mgl'1 BAile destekli standart MS besi ortaminda kiiltiire

alindilar. Iki hafta kiiltiir sonucu elde edilen sonuclar Tablo 9’da verilmistir.

3.3.1.1.2. Eksplantlarin Dekontaminasyonu Uzerine NaOCI’de
Optimum Bekletme Siiresinin Tespiti

Onceki deneyde rapor edildigi gibi erkek Antepfistigi siirgiin uglarmin
ylizey sterilizasyonu i¢in % 10’luk NaOCI secildi. Bu deney %10’luk NaOCl’de
optimum bekletme siiresini tespit etmek i¢in, kontrol grubu ile birlikte eksplantlar
5-40 dakika arasi alt bolim 4.1.1’de sonuglar1 verilen standart ylizey
sterlizayonuna tabi tutuldu ve 2 mgl™ BA ile destekli standart MS besi ortaminda
kiiltiire alindi. iki haftalik kiiltiir sonucu elde edilen veriler Tablo 10’da

verilmigtir.

3.3.1.1.3. Kiiltire Alman Eksplantlarim Toksik Maddelerini
(Fenolikleri) Adsorbe Etmek I¢in Kimyasal Madde Uygulanmasi

Daha o6nceki caligmalarda Antepfistig1 agaclarindan alinan eksplantlarin 20
dakika %20'lik NaOCl ve 10 dakika H,O,'li sterilantlar kullanilarak basarili bir
sekilde ylizey sterilizasyonu rapor edilmistir (Onay 1996). Caligmamizda, yash

agaclardan alinan eksplantlarin ylizey sterlizasyonu, daha az iscilik gerektirmesi
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ve daha ekonomik olmasi nedeniyle sadece NaOCI kullanilarak test edildi. Bu
deney %10'luk NaOCl i¢inde 30 d yiizey sterilizasyonuna tabi tutulan
eksplantlardan salinan fenolik bilesikleri adsorbe etmek ve salinimin durdurulmasi
icin yapildi. 2 mgl" BA igeren standart MS besi ortamma asagidaki kimyasal
maddelerin her biri ayri ayri ya da kanisimlarindan 100’er mgl”' eklendi: I-
askorbik asit, sitrik asit ve polivinil prolidin. Deneyde 4-6 mm'lik apikal uglar

kullanildi. Elde edilen veriler Tablo 11'de sunulmustur.

3.3.1.1.4. Kiiltiire Allnan Eksplantlardan Toksik Madde (Fenolik)
Salinmasinin Engellenmesine H,O; ve Steril Saf Suda Yikamanin Etkisi

Bu deneyde ikili sterilizasyon (% 10’luk NaOCl’de 40 dakika
sterilizasyondan sonra %10’luk H,O,’de 5 ya da 10 dakika g¢alkalama) veya %
10’Tuk NaOCl’de 40 dakika sterilizasyondan (her biri 5 dk ii¢ defa steril saf suda
yikama) sonra steril saf suyla eksplantlar1 bir yada iki defa birer saat steril saf su
icerisinde 150 rpm’de calkandi ve 2 mgl"' BA ile destekli standart MS besi

ortaminda kiiltiire alindi. Elde edilen sonuglar Tablo 12’de rapor edilmistir.

3.3.2. Kiiltiir Baslatilmas1 Calismalari

Proliferasyon  c¢alismalarimizda  kullanacagimiz  siirgiinlerin  elde
edilebilmesi amaciyla gerceklestirilen kiiltiir baslatma ¢alismalarinda, erkek
Antepfistig1 apikal ve lateral tomurcuklari eksplant olarak kullanildi. Fenolik
madde salinimi engellenen ve sterilizasyonu saglanan materyaller standart MS
besi ortamlarinda kiiltiire alindi. Magenta GA-7 kiiltlir kaplarina 40-50 ml besi
ortami birakildi. Her kiiltiir kabina apikal ve lateral tomurcuk deneyleri i¢in 4’er
tomurcuk ekimi yapildi. Ekim yapilan kiiltiir kaplar1 Boliim 3.2.4.1.’de belirtilen
bliylime odasinda gelismeye birakilmistir.

Kiiltlir baglatma calismalar siiresince yapilan deneylerdeki her uygulama
icin en az 16 eksplant kullanilmistir. 28 gilinliik kiiltiir dénemi sonucunda
asagidaki ol¢timler yapilmistir.

Ortalama Siirgiin Uzunlugu (mm); apikal veya lateral tomurcuklardan
elde edilen ve altkiiltiire alinabilecek Ozellikteki siirglinlerin uzunluklarinin

ortalamasini ifade etmektedir.
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Ortalama Siirgiin Sayis1 (mm); apikal veya lateral tomurcuklardan elde
edilen ve altkiiltiire alinabilecek 6zellikteki siirgilinlerin sayilarinin ortalamasini
ifade etmektedir.

Yasayan Eksplant Yiizdesi: Erkek Antepfistigi apikal yada lateral
tomurcuklarinin besi ortamina ekimlerinin yapilmasindan sonra kiiltiir donemi
sonunda canli kalan eksplantlarin, ekimi yapilan tiim eksplant sayisina oranini (%)
olarak ifade etmektedir.

Kiiltiir baglatma c¢aligmalar1 kapsaminda asagidaki deneyler yapilmistir.

3.3.2.1. Siirgiin Ucu Kiiltiirlerinin Baslatilmasina Eksplant Tipinin Etkisi

Bu deneyde meristematik apikal ya da lateral uclar (4-6 mm) siirgiin
proliferasyonu i¢in kullanildi. Tablo 12.deki 5 no’lu islemle yiizey
strilizasyonuna tabi tutulan eksplantlar, 5-10 dakika flow kabinde bekletildikten
sonra 2 mgl’' BA ile destekli standart MS besi ortaminda inkiibe edildiler.
Inkiibasyondan 4 hafta sonra siirgiin uzunlugu ve nod sayisi rapor edildi. Sonuglar

Tablo 13’te verilmistir.

3.3.2.2. Kiiltiir Baglatilmasina Sitokininlerin (BA, Kin) Etkisi.

Bu deneyde 6nceki deneyde lateral segmentlerden daha iyi sonuglar veren
erkek Antepfistigi apikal tomurcuklarindan, aksenik kiiltiir baslatilmasina
sitokininlerin (BA ve Kin; herbiri 1.0 mgl™) etkisi bir kontrol grubu ile birlikte
test edildi.

4-6 mm uzunlugundaki erkek Antepfistig1 apikal siirgiinlerinden aksenik
kiiltiir baglatilmasi i¢in eksplantlar, hormon icermeyen (bir kontrol grubu) ve 1’er
mgl" BA ve Kin igeren standart MS besi ortamlarinda kiiltiire alindi. Dért haftalik

kiiltiir sonucu elde edilen sonuglar Tablo 14°te verilmistir.

3.3.2.3. BA’nin Farkh Konsantrasyonlarinin Kiiltiir Baslatilmasina Etkisi

Bu deneyde erkek Antepfistigt apikal tomurcuklarindan kiltiir
baglatilmasina BA’1in 0.25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 ve 10.0 mgl'1 konsantrasyonlarinin
etkileri bir kontrol grubu ile birlikte test edilmistir. Belirtilen konsantrasyonlarda

BA ilave edilmis standart MS besi ortaminda 4 haftalik siirgiin kiiltiir sonucu
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ortalama siirglin sayis1 ve siirgiin uzunlugu degerleri rapor edilerek istatistiksel

uygulamalara tabi tutulmustur. Elde edilen sonuglar Tablo 15°te verilmistir.

3.3.2.4. En lyi Regenerasyon Zamaninin Tespiti
Bu deneyde erkek Antepfistig1 agaglarinin regenerasyon potansiyelinin en
iyi oldugu zamani tespit etmek icin aylik periyotlarla apikal uglardan kiiltiir

baslatilmasi ¢aligsmalar1 yapilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 16’da verilmistir.

3.3.3. Siirgiin Proliferasyonu Caliymalar:

Siirgiin proliferasyon caligmalarinda gergeklestirilen deneylerde, materyal
olarak apikal tomurcuklardan elde edilen siirgiin uglar1 kullanilmstir.

Proliferasyon c¢aligmalarinda kullanilacak materyallerin  bulunduklari
kiiltiir kaplar1 Steril Laminar Flow Kabin i¢ine alinmadan dnce % 96 ‘lik etanol
ile silinerek olas1 kontaminasyonlarin 6niine gecildi. 1-1.5 cm boyundaki siirgiin
uclar1 ekime uygun sekilde temizlenip hazirlanarak 40-50 ml besi ortami igeren
Magenta GA-7 kiiltiir kaplarina konuldu. Ekim islemleri her kiiltiir kab1 4 adet
stirgiin igerecek sekilde gerceklestirildi. Ekim yapilan kiiltiir kaplart Bolim
3.2.4.1. ’de belirtilen biiyiime odasinda gelismeye birakilmistir.

Deneylerdeki her uygulama i¢in en az 20 eksplant kullamilmistir. 28
giinliik kiiltiir sonunda asagidaki 6l¢timler yapilmistir.

Ortalama siirgiin sayisi; bir eksplant lizerinde gelisen siirgiinlerin steril
kabin icerisinde sayilarak ortalamasinin alinmasi sonucu ortaya c¢ikan rakami
ifade etmektedir.

Ortalama siirgiin uzunlugu (mm); proliferasyon sonucu gelisen
strgiinlerin  steril kabin icerisinde digital kumpas yardimiyla o6lgiilerek
ortalamasinin alinmasi sonucu ortaya ¢ikan rakami ifade etmektedir.

Siirgiin ~ proliferasyon ¢aligmalar1  kapsaminda asagidaki deneyler

yapilmigtir.
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3.3.3.1. Siirgiin Proliferasyonuna Farkh Sitokinin (BA, Kin, TDZ) Tiplerinin
Etkisi

Siirgiin  proliferasyonuna farkli sitokinin (BA, Kin, TDZ) tiplerinin
etkisinin arastirildigi bu deneyde eksplant olarak erkek Antepfistig1 apikal siirgiin
uclari kullamlmustir. Apikal siirgiin uclart her biri 1.0 mgl™ sitokinin iceren
standart MS besi ortaminda kiiltiire alinarak hem proliferasyon ¢aligsmalar1 hem de
apikal siirgiin u¢lariin proliferasyonu icin gerekli olan en iyi sitokinin ¢esidinin

tespiti ¢aligmalar1 yapilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 17°de verilmistir.

3.3.3.2. Siirgiin Proliferasyonuna Alt Kiiltiiriin Etkisi

Bu deneyde, kiiltiir baslatilmas1 basar1 ile gerceklestirilen apikal siirgilin
uclar1 4 haftalik kiiltiir siiresi sonucunda farkli BA konsantrasyonlart (0,675-2.0
mgl™) iceren standart MS besi ortamlarinda alt kiiltiirlere alinmus ve denenen tim
BA konsantrasyonlarinda yapilan birinci ve ikinci alt Kkiiltiirlerin = siirgiin
proliferasyonuna etkileri arastirilmistir. Her alt kiiltiir (28 giin) sonucu, denenen
tiim parametreler i¢in siirgiin sayis1 ve siirglin uzunlugu rapor edilmis ve veriler
istatistiksel olarak test edilmistir. Farkli BA konsantrasyonlarinda (0,675-2.0 mgl®
" kiltire alinan apikal siirgiin uglarimin sayilart ve uzunluklarina ait istatistiki

analiz sonuglar1 Tablo 18’de verilmistir.

3.3.3.3. Siirgiin Proliferasyonuna BA’nin Farkh Konsantrasyonlarinin Etkisi

25 yasindaki Erkek Antepfistig1 agaclarindan alinan apikal tomurcuklarin
siirglin proliferasyon calismalarinda, dnceki deneyde alt kiiltlirler sonucunda 2
mgl"’den diisik BA konsantrasyonlarimin daha pozitif sonuglar vermesinden
dolayr 0.0675 ile 1.0 mgl' arasinda degisen BA konsantrasyonlarimin test
edilmesine karar verilmis ve 28 giinliik kiiltiir siiresi sonucunda siirgiin sayisi ve
siirglin uzunlugu bakimindan elde edilen degerler ve bu degerlere ait istatistiksel

sonuclar Tablo 19°da verilmistir.

3.3.3.4. Siirgiin Proliferasyonuna Besi Ortam Tipinin (MS, SH, WPM) Etkisi
Erkek Antepfistigi apikal tomurcuklarindan elde edilen siirgiinlerin

proliferasyonuna besi ortami tipinin (MS, SH, WPM) etkisinin arastirildigi bu
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calismamizda ise farkli besi ortamlarinda; (besi ortami igerikleri Tablo 20) kiiltiire
alinan siirglinlerden elde edilen siirgiin sayr ve uzunluklari1 Tablo 21°de

verilmistir.

3.3.3.5. Siirgiin Proliferasyonunda En Iyi Sitokinin Konsantrasyonuna
GAy’in Farkh Konsantrasyonlarimin Etkisi

Onceki deneylerden elde edilen veriler 15181nda, siirgiin proliferasyonu igin
BA (0.5 mgl') oram sabit tutularak gibberellik asitin (GAj3) farkhi
konsantrasyonlarin1 (0.05, 0.1, 0.2 ve 0.5 mgl") igeren kombinasyonlarm etkisi
ayr1 ayr1 test edilmis ve 4 haftalik kiiltiir donemi sonucunda elde edilen veriler
istatistiksel uygulamalara tabi tutulmugstur. Farkli GAjs; konsantrasyonlari
uygulanmus 0,5 mgl” BA destekli standart MS besi ortaminda yetisen kiiltiirlerin
stirglin sayist ve uzunlugu degerlerine ait istatistiki analiz sonuglar1 Tablo 22°de

verilmistir.

3.3.3.6. Siirgiin Proliferasyonunda En Iyi Sitokinin Konsantrasyonuna Oksin
Tipinin EtKkisi

Bu deneyde, siirgiin proliferasyonunda daha onceki deneylerle optimize
edilen proliferasyon kosullarmimn iyilestirilmesi i¢in, 0.5 mgl™ BA igeren standart
MS besi ortamina oksin ilavesinin (IAA, NAA, IBA ve 2,4-D; her biri 0.1 mgl'l)
etkileri aragtirildi. Dort haftalik kiiltiir donemi sonucunda siirgiin sayilar1 ve
uzunluklar1 bakimindan test edilen parametreler istatistiksel islemlere tabi

tutulmus ve elde edilen veriler Tablo 23’te verilmistir.

3.3.3.7. Siirgiin Proliferasyonuna En iyi Besi Ortam Tipinin Farkh
Konsantrasyonlarimin (1/4, 1/2, 1/1, 2/1 MS) Etkisi

Rejenere edilen siirglinlerin proliferasyonuna bir Onceki deneyde
belirledigimiz en iyi besi ortam tipi olan MS besi ortamimin farkl
konsantrasyonlarminin (1/4, 1/2, 1/1, 2/1) etkisinin arastirildigi bu ¢alismamizda
ise farklt MS konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan siirgiinlerden elde edilen siirgiin

say1 ve uzunluklar1 Tablo 24’te verilmistir.
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3.3.3.8. Siirgiin Proliferasyonuna Karbohidrat Cesidinin (Sakkaroz, Glikoz,
Maltoz ve Fruktoz) Etkisi

Apikal siirgiinlerden itibaren in vitro sartlarda silirglin gelisimi {lizerine
sakkaroz, Glikoz, maltoz ve fruktoz karbohidrat tiplerinin etkilerini aragtirdigimiz
bu deneyimizde ise standart MS besi ortaminda kiiltiire alinan her grup igin 28
giinliik kiiltiir donemi sonunda ortalama siirgiin sayilar1 ve siirgiin uzunluklar1 bir

kontrol grubu ile birlikte test edilmis ve sonuglar Tablo 25’te rapor edilmistir.

3.3.3.9. Siirgiin Proliferasyonuna En Iyi Karbohidrat Cesidi (Sakkaroz)
Oranlarimn Etkisi

Onceki deneyde apikal siirgiinlerden siirgiin ¢ogaltilmas1 ¢aligmalarinda
kullanilmak iizere segilen sakkaroz karbohidrat tipinin farkli konsantrasyonlarinin
(%2-10) etkisi de bir kontrol grubu ile birlikte bir bagka deney ile test edilmistir.
28 giinliik kiiltiir donemi sonucunda gelisen siirgiin uzunluk ve say1 degerleri

istatistiksel uygulamalara tabi tutulmus ve sonuglar Tablo 26’da verilmistir.

3.3.3.10. Siirgiin Proliferasyonuna Poliaminlerin (Spermine, Spermidine,
Putrescine) Etkisi

Siirgiin proliferasyonuna poliaminlerin (Spermine, Spermidine, Putrescine)
etkisinin arastirildigi bu deneyde kullanilan apikal siirgiin uclart her biri 1.0 mgl™
poliamin igeren standart MS besi ortaminda kiiltiire alinarak daha sonraki
proliferasyon calismalarinda kullanilabilecek en iyi poliamin c¢esidinin tespiti

calismalar1 yapilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 27°de verilmistir.

3.3.4. Koklendirme Calismalar:

Erkek Antepfistigt apikal tomurcuklardan elde edilen siirgiinlerin
koklendirilmesi amaciyla yapilan calismalarda 2 — 3 cm uzunlugundaki stirgiinler
kullanilmustir. Siirgiin altlarinin 1 cm’lik kisminin yapraklari temizlendikten sonra
koklenme ortamina aktarilmistir. Ekim yapilan kiiltiir kaplart Boliim 3.2.4.1.°de

belirtilen biiylime odasinda gelismeye birakilmustir.
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Koklendirme deneyleri kapsamindaki uygulamalarin her biri i¢in ortalama
10 siirgiin kullanilmig ve 28 giinliik kiiltlir periyodu sonunda asagidaki 6l¢timler
yapilmistir.

Koklenme Orani (%); koklenen siirgiin sayisinin toplam siirgiin sayisina
oranini (%) olarak ifade etmektedir.

Eksplant Basina Diisen Kok Sayisi; koklenen her bir siirgiindeki primer
kok sayisinin ortalamasini ifade etmektedir.

Ortalama Kok Uzunlugu (mm); koklenen siirgiinlerdeki primer kok
uzunlugunun digital kumpasla Olciilerek ortalamasinin alinmasi sonucu ortaya
¢ikan rakami ifade etmektedir.

Siirgiinlerin koklendirilmesi ¢aligmalar1 kapsaminda asagidaki deneyler

yapilmigtir.

3.34.1. Bir Hafta Karanhk Uygulamas1 Yapilmis Siirgiinlerin
Koklenmelerine Farkh Oksin Tiplerinin (IAA, IBA, NAA, 2,4-D) Etkisi

Bu deneyde in vitro sartlarda proliferasyonla c¢ogaltilan siirgiinlerin
koklendirilmesi ¢aligmalarinda, siirgiinlerin bir hafta karanlik uygulamasina tabi
tutulmasmin koklenme tizerindeki etkileri test edilmistir. Dort haftalik kiiltiir
donemi sonunda elde edilen veriler istatistiksel analizlere tabi tutulmus ve
koklenme orani (%) ile olusan kok sayisim1 gosteren sonuglar Tablo 28’de

verilmistir.

3.3.4.2. Koklenmeye Farkh Oksin Tiplerinin (IAA, IBA, NAA, 2,4-D) EtKisi
Bu bolimde, in vitro sartlarda proliferasyonla g¢ogaltilan siirgiinlerin
koklendirilmesi ¢alismalar1 yapilmistir. Bu amagla 10 — 15 mm uzunlugundaki
koklenmeye elverisli olan siirgiinlerin koklenmelerine dort farkli oksininin (IAA,
IBA, NAA, 2,4-D; her biri 1.0 mgl'l) etkileri arastirildi. 28 giinliik kiiltiir sonunda
koklenme orani (%) ve olusan kok sayist rapor edilmistir. Elde edilen sonuglar

istatistiksel olarak yorumlanmis ve veriler Tablo 29°da verilmistir.
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3.3.5. Aklimatizasyon Calismalari

In vitro’da koklenmis erkek Antepfistign  bitkilerinin arazi sartlarma
alistirnlmasinda ilk asama olan aklimatizasyon (sasirtma) icin ticari torf (tam
sterilize edilmis, yar1 sterilize edilmis ve sterilize edilmemis) kullanilmistir.
Bitkiler koklenme ortamindan ¢ikarilip musluk suyu altinda yikanarak, su
igerisinde bir siire bekletildikten sonra tam sterilize edilmis, yar sterilize edilmis
ve sterilize edilmemis ticari torf iceren plastik bardaklara dikilmislerdir. Dikim
isleminden sonra can suyu verilen bitkilerin {izerleri 50 ml’lik cam beherlerle
kapatilarak Boliim 3.2.4.1.’de belirtilen biiylime odasinda gelismeye birakilmistir.
Sulama islemi diizenli olarak yapilmak ve ekimi yapilan bitkilerin iizeri 7. giinden
itibaren asamali olarak (7. giinde 10 dakika, 8. giinde 20 dakika, 9. giinde 1 saat,
10. giinde 2 saat, 11. giinde 4 saat) agilmak suretiyle ortamin nemi kontrol altinda
tutulmustur. Bu sekilde gelismeye birakilan bitkilerin {izerileri bir haftalik bir siire
sonunda tamamen acilmistir. Uzerleri tamamen acilan bitkiler 1 hafta daha
bliylime odasinda bekletildikten sonra torf ve toprak karisimi igeren saksilara
aktarilarak arazi kosullarina aktarilmaya hazirlanmig ve 2-3 hafta bakim islemleri
diizenli bir sekilde yapilarak gelismeleri saglanmustur.

Aklimatizasyon ¢alismalarinda kullanilan torf 3 sekilde siniflandirilmis ve
sOyle hazirlanmastir;

a. Sterilize Edilmis Torf; 2.5 litrelik torf, 2 kat aliiminyum folyoya
sarilarak otoklavda 1 atmosfer basingta 121 °C’de 25 dakika siire ile sterilize
edilmis materyali ifade etmektedir.

b. Yar1 Sterilize Edilmis Torf; otoklavda 1 atmosfer basingta 121 °C’de
25 dakika siire ile sterilize edilmis torf ile sterilize edilmemis torfun 1:1 oraninda
karisimindan olugan materyali ifade etmektedir.

c. Sterilize Edilmemis Torf; sterilize edilmeden kullanilan materyali ifade

etmektedir.

3.4. Istatistiksel Analiz (Verilerin Degerlendirilmesi)
Biitiin ¢alismalar tesadiif bloklar1 deneme desenine gore yapilmistir.
Verilerdeki degiskenligi hizli bir sekilde gérmek i¢in biitiin calisma sonuglarinin

tanimlayici analizleri SPSS 12.0 paket programi kullanilarak yapilmistir. Test
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edilen islemler arasindaki farkliliklarin belirlenebilmesi i¢in veriler ANOVA’ya
tabi tutulmustur. Istatistiki 6nem goriilen islemler belirlendiginde ortalama veriler
arasindaki farkliliklar P < 0.05 seviyesinde Duncan ¢oklu karsilastirma testine

tabi tutulmustur. Oransal veriler durumunda ise Ki kare (x* ) testi uygulanmustir.

Analizlerde asagidaki 6nemlilik seviyeleri kullanilmistir:

P>0.05 = Onemli degil
P <0.05 = Onemli
P<0.01 = ¢ok onemli

P <0.001 = oldukga ¢ok onemli
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4. BULGULAR

Bu tezde erkek Antepfistig1 agaglarinin in vitro klonal ¢cogaltimi i¢in, disi
agaclarla es zamanlh cicek acan erkek agaclardan (25 yasinda) alinan apikal yada
lateral siirglinlerin ylizey sterilizasyonu, Kkiiltiir baglatilmasi, elde edilen
rejenerantlardan yeni siirgiin proliferasyonu, prolifere edilen siirgiinlerin
koklendirilmesi, aklimitasyonu ve tarla kosullarina aktarilmasi c¢alismalari
tanimlanmistir. Sonuglar bitki rejenerasyonunun safhalarina gore 5 alt boliimde
sunulmustur.

Alt boliim 4.1 polen iireten olgun erkek Antepfistig1 agaglarindan alinan
siirgiin uclarindan aksenik kiltlirlerin baglatilmasin1  icermektedir. Bu alt
boliimdeki deneylerin amaci doku kiiltiirii caligmalar1 i¢in erkek Antepfistigi
agaclarindan aksenik kiiltiir materyali elde etmektir. Sonug¢ olarak deneyler,
sterilant olarak kullanilan NaOCl’in farkli konsantrasyonlarini ve sterilantta
bekletme siiresinin, kiiltiire alinan eksplantlarin toksik maddelerini (fenolikleri)
adsorbe etmek veya salinmasini engellemek i¢in kimyasal madde uygulanmasinin,
H,0O; ve steril saf suda yikamanin, etkilerini belirlemek i¢in yapilmustir.

Alt boliim 4.2.’de olgun Antepfistig1 erkek agaglarindan alinan apikal ya
da lateral tomurcuklarindan kiiltiir baslatilmasi c¢alismalar1 sunulmustur. Bu
deneyler kiiltiir baglatilmasina, en iyi eksplant tipinin, sitokininlerin (BA, Kin), en
iyi sitokinin tipinin farkli konsantrasyonlarinin ve yilin farkli zamanlarinda alinan
eksplantlarin etkilerini test etmek amaci ile gergeklestirilmistir.

Alt bolim 4.3’te, Bolim 4.2.°de gelistirilen optimum Kkiiltiir baslatma
kosullar1 kullanilarak optimum aksillar siirgiin proliferasyonu i¢in, farkli sitokinin
(BA, Kin, TDZ) tiplerinin, en iyi sitokinin ¢esidinin farkli konsantrasyonlarinin,
besi ortami tipinin (MS, SH, WPM), en iyi besi ortam tipinin farkli
konsantrasyonlarinin, karbohidrat c¢esidinin (Sakkaroz, Glikoz, Maltoz ve
Fruktoz), en iyi karbohidrat ¢esidinin farkli konsantrasyonlarinin, alt kiiltiirlerin,
poliaminlerin ~ (Spermine, Spermidine, Putrescine), en iyl sitokinin
konsantrasyonuna GAj’in farkli konsantrasyonlarimin ve yine en iyi sitokinin
konsantrasyonuna oksin tipinin etkilerinin belirlenmesi i¢in deneyler yapilmistir.

Metotlar, ileriki ¢aligmalarda kullanilmak amaciyla siirgiin sayis1t ve siirgiin
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uzunlugu bakimindan daha yiliksek proliferasyon oranini elde etmek igin
calisiimustir.

Alt bolim 4.4’teki deneylerde oOnceki caligmalarimizda elde edilen
optimum kosullar kullanilarak ¢ogaltilan siirgiinlerin koklendirilmesi ¢aligmalar
yapilmistir. Bu amagla bir hafta karanlik periyodu uygulanmis ve uygulanmamis
siirgiinlerin koklenmelerine farkli oksin tiplerinin (IAA, IBA, NAA, 2,4-D)
etkisinin, en iyi oksin tipinin farkli oranlarinin etkisinin tespiti i¢in deneyler
yapilmis ve sonuglar tablolar halinde verilmistir.

Alt bolim 4.5’te in vitro koklendirilen siirgiinlerin aklimitasyon
calismalar1 ve in vitro koklendirilen, aklimitasyon caligmalar1 yapilan fidelerin
tarla kosullarina aktarim islemleri yapilmistir. Aklimatizasyon calismalari, iki
kademede gercgeklestirilmistir ve 5-6 haftalik aklimatizasyondan sonra, fidecikler
tarlaya aktarilmaya hazir hale getirilmislerdir. Bu amagcla koklii slirglinlerin tam
steril torf icerisinde 2-3 hafta kademeli olarak nemlilik orani azaltilmasi ve 2-3
haftanin sonunda steril olmayan 1:1:1 torf : kum : toprak karisimina transfer
edilmeleri aklimatizasyon basarisi agisindan test edilmistir. Sonuglar tablo halinde
verilmigtir.

Yapilan tiim deneylerden elde edilen sonuglar tablolar halinde
diizenlenmis ve gerekli istatistiksel analizler Boliim 3.4’te belirtildigi gibi

yapilmigtir.

4.1. Olgun Erkek Antepfistigi Agaclarindan Alman Siirgiin Uclarindan

Yiizey Sterilizasyon Metodunun Gelisimi

Bu boliimde olgun erkek Antepfistigi agaglarindan yapilan apikal siirgiin
kiltiiriinden aksenik doku kiiltiirli materyali elde etme siireciyle ilgili sterilant
olarak kullanilan NaOCl’in etkisini aragtirmak i¢in asagidaki deneyler yapilmistir:

Asagidaki biitiin deneylerde yiizey sterilizasyonu 150 rpm’de calisan bir

calkalayicida, yikama islemleri ise elle yapilmustir.
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4.1.1. 25 Yilhik Erkek Antepfistigi Agaclarindan Alman Siirgiin U¢larinin
Dekontaminasyonu Uzerine NaOCI’nin Etkisi

Enfekte olan, canli kalan ve kahverengilesen eksplantlarin yiizdeleri,
NaOCl'nin farkli konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak onemli farkliliklar
gostermistir (Tablo 9, P < 0.05). Kontrol grubundaki biitiin eksplantlarin 3 giin
icinde enfekte oldugu gozlenirken 14 giinliik inkiibasyon sonucu %5'lik islemde
eksplantlarin % 15°1, %10'luk islemde % 15°1, %15'lik islemde % 11°1 ve % 20’lik

islemde ise % 5’1 enfekte olmustur.

Tablo 9. NaOCl’nin degisik konsantrasyonlarinin, 25 yillik Antepfistig1 erkek agacglarindan alinan

eksplantlarinin yiizey sterilizasyonu iizerine etkisi.

istemer Enfekte Olan Canh kalan Kahverengilesme
Eksplant (%) eksplant (%) (%)

Kontrol 100 0 100

% 5 NaOCl 15 50 65

% 10 NaOCl 20 70 60

% 15 NaOCl 11 26 72

% 20 NaOCl 5 16 78
Y (4df) P <0,01 P <0,01 P> 0,05

Rakamlar kiiltiiriin 14. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.

Tablo 1.°deki sonuglar, NaOCI’'nin artan konsantrasyonuyla, 14 giin
boyunca inkiibe edilen eksplantlarda kontamine olan apikal ug¢ yiizdesinin
azaldigimi ancak buna karsin NaOCI’nin artan konsantrasyonuyla inkiibe edilen
eksplantlarda kontamine olan apikal u¢ yiizdesi azalirken % 10’luk NaOCI’ten
daha ytiksek oranlarda (% 15 ve % 20) canli kalan eksplant ylizdesinde azalma ve
kahverengilesen eksplant sayisinda ise artma goriilmiistlir. Bu sonuglar da degisik
konsantrasyonlarda NaOCI kullanilarak yapilan yiizey sterilizasyon tekniklerinin,
apikal ve lateral uclarinin dekontaminasyonu iizerine onemli bir etkisi oldugunu
ve olgun Antepfistif1 agaclarindan alinan siirgiin uglarinin, % 10’luk NaOCl ile
dekontamine edilebilecegini gostermektedir. Ciinkii bu islemle elde edilen

dekontamine eksplant oran1 daha sonraki calismalarda kullanilabilecek oranda
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canli kalan materyal ylizdesi vermistir. Elde edilen veriler 1s181nda, Antepfistigi
sirglin uclarinin dekontaminasyonu %10'lik NaOCl ile basarilabilir. Ancak
optimize edilen bu islemde bile kiiltiir ortamina salinan fenolik bilesiklerden
dolay1 kahverengilesen eksplant yiizdesi (% 60) oldukca yiiksek oranda

gorilmiistiir.

4.1.2. Eksplantlarm Dekontaminasyonu Uzerine NaOCl’de Optimum
Bekletme Siiresinin Tespiti

Elde edilen degerlere y” testi uygulanmasi sonucu, enfekte olan ve yasayan
stirgiin ug¢larinin oranlarinda 6nemli farkliliklarin mevcut oldugu goriilmiistiir (P <
001). Tablo 10’daki verilerden, eksplantlarin sterilizasyonunda NaOCl’de
bekletme siiresinin etkili oldugu agik bir sekilde goriilmektedir. Immersiyon
stresinin 5 dakikadan 40 dakikaya c¢ikarilmasi eksplantlarin  ylizey
sterilizasyonuna pozitif bir etki yapmistir. Elde edilen sonuglarda, in vitro ortamda
kiiltiire alinan 4-6 mm arasi apikal ve lateral eksplantlarin dekontaminasyonu igin,

%10'Tuk NaOCl'de 20-40 dakika (Aralik-Mart doneminde 40 d, fakat Nisan-May1s

doneminde en fazla 30 d) bekletmenin uygun oldugu tespit edilmistir.

Tablo 10. Farkli immersiyon siirelerinin 25 yillik Antepfistig1 erkek agaglarindan alman

eksplantlarinin yiizey sterilizasyonu iizerine etkisi.

istem Enfekte olan kiiltiir Yasayan kiiltiir | Kahverengilesme (%)
(%) (%)
Kontrol 100 0 0
5d. %10 NaOCl 57 42 64
10 d. % 10 NaOCl 47 47 58
20 d. % 10 NaOCl 13 80 73
30 d. % 10 NaOCl 6 87 50
40 d. % 10 NaOCl 0 57 35
y(5df) P <0,01 P <0,01 P <0,01

Rakamlar kiiltiiriin 14. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.
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Immersiyon siiresinin 5 dakikadan 30 ya da 40 dakikaya uzatilmasi,
enfekte olan kiiltiir sayisinda 6nemli derecede azalmaya neden olmustur. 5 d’lik
islemde kiiltiirlerin  %57’si  enfekte olurken, 40 d’lik islemde enfekte
goriilmemistir. Fakat oversterilizasyondan dolay1 yasayan kiiltiir sayis1 azalmustir.
Kiiltir ortamimin kahverengilesmesi yine  test edilen biitiin islemlerde

gozlenmistir.

4.1.3. Kiiltiire Alman Eksplantlarin Toksik Maddelerini (Fenolikleri)
Adsorbe Etmek I¢cin Kimyasal Madde Uygulanmasi

Verilere uygulanan y’ testi analizi sonucu kahverengilesen ve yasayan
kiiltiir ~ frekanslarinda 6nemli farkliliklar olmadigir goézlenmistir (P< 0.01).
Ulagilan sonuglar, in vitro kiiltire alman 4-6 mm'lik apikal ve lateral
eksplantlarin fenolik bilesiklerinin salinmasini engellemek iizere besi ortamina
ilave edilen l-askorbik asit, sitrik asit ve polivinil prolidin kimyasallarinin birlikte

veya ayr1 100 mgl'lik oranlarinin uygun olmadigini gostermektedir (Tablo 11).

Tablo 11. Farkli kimyasal uygulamalarin fenolik bilesiklerin adsorbe edilmesine etkisi.

. Kahverengilesen Yasayan Kiiltiir
Islem
Kiiltiir (%) (%)

1. Kontrol 100 0.0
2. l-askorbik asit 90 10
3. Sitrik asit 85 15
4. Polivinil prolidin 90 10
5. l-askorbik asit + Sitrik asit 85 15
6. Sitrik asit + Polivinil prolidin 80 20
7. l-askorbik asit + Sitrik asit + Polivinil 90 10
prolidin

y(6df) P> 0,05 P <0,01

Rakamlar kiiltiiriin 21. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.

Tablodaki verilerden goriildiigii gibi besi ortamina kimyasal madde ilavesi

ile eksplantlarin besi ortamina fenolik bilesik salmasi engellenemedi. Test edilen
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islemlerde kiiltiiriin 21. gliniinde ¢ok diisiik oranlarda yasayan kiiltiir oranlar1 elde
edildi. Test edilen biitiin parametrelerde eksplantlarin biiylik ¢ogunlugu kiiltiiriin
21. giliniinde bazal uclarindan besi ortamina fenolik salarak eksplant ¢evresinde

siyah bir tabaka olusturdular (Resim 7).

Resim 7. Besi Ortamina Salinan Fenolik Bilesikler

4.1.4. Kiiltiire Alinan Eksplantlardan Toksik Madde (Fenolik) Salinmasinin
Engellenmesine H,O; ve Steril Saf Suda Yikamanin Etkisi

Elde edilen degerlere y2 testi uygulanmasi sonucu, kahverengilesen ve
yasayan siirgiin uglarinin frekanslarinda onemli farklarin mevcut oldugu ve
Antepfistig1 siirgiin u¢larmin dekontaminasyonunun ve kiiltiir ortamina salinan

fenolik bilesiklerin salinmasinin engellenmesinin basarildigi goriilmiistiir (P <

001).
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Tablo 12. Fenolik bilesiklerin salinmasmnin engellenmesine H,O, ve steril saf suda

yikamanin etkisi.

. Kahverengilesen Yasayan
Islem
kiiltiir (%) kiiltiir (%)

1. Kontrol 100 0
2. %10’luk NaOClI’de 40 d sterilizasyondan 20 30
sonra %10’luk H,O,’de 5 dakika c¢alkalama
3. %10’luk NaOCl’de 40 dk sterilizasyondan 20 30
sonra %10’luk H,0,’de 10 dakika calkalama
4. %10’luk NaOCl’de 40 dk sterilizasyondan +
3 defa 5dk steril saf su ile yikama + basal 30 20
ucalar1 kesme ve bir defa steril saf suda 1 saat
150 rpm’de galkalama
5. %10’luk NaOCI’de 40 d sterilizasyondan + 3
defa 5dk steril saf su ile yikama + basal ugalar1 0 100
kesme ve iki defa steril saf suda birer saat 150
rpm’de ¢alkalama
1 (4df) P<0,01 P <0,01

Rakamlar kiiltiiriin 14. giiniinde toplam 50 eksplantin ortalamasidir.

Tablodaki verilerden goriildigii gibi, %10’luk NaOCl’de 40 dk yiizey
sterilizasyondan sonra %10’luk H,O,’de 5 ya da 10 dakikalik ikinci bir sterilant
uygulamas1 kontrol grubuna gore etkili olmus fakat NaOCl ile sterilizasyondan
sonra bol steril saf su i¢inde 2 defa olmak iizere birer saat 150 rpm’de ¢alkalama
islemi besi ortamina salinan zararli bilesiklerin tamamen bertaraf edilmesine
neden olmustur. Bu sonucglar dogrultusunda bundan sonraki g¢alismalarimizda
ylizey sterilizasyonu i¢in Tablo 12’deki 5 no’lu ylizey sterilizasyon isleminin

kullanilmasina karar verilmistir.
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4.2. Kiiltiir Baglatilmas1 Calismalar:

Bu boliimde 25 yasindaki erkek Antepfistigi agaclarindan alinan stirgiin
uclarindan kiiltiir baslatilmast igin, kiiltiire alinan eksplant tipinin etkisi,
sitokininlerin etkisi, en iyi sitokinin BA’1n farkli konsantrasyonlarinin etkisi ve en
iyl rejenerasyon potansiyeli zamanimin tespiti caligmalar1 yapilmis ve bu

calismalar sirasiyla ilgili alt boliimlerde verilmistir.

4.2.1. Siirgiin Ucu Kiiltiirlerinin Baslatilmasina Eksplant Tipinin Etkisi

Stirgiin  ucu kiltiirlerinin  baglatilmasina eksplant tipinin etkisinin
incelendigi bu deneyde, apikal uclardan elde edilen siirgiinler daha uzun ve daha
fazla sayida olmustur. Meristematik uglar siirglin biiylime ortamina inokiile
edildikten 3-5 giin sonra, yaprak primordiyumlarinda farklilagsma gozle goriilebilir
hale gelmistir. Apikal ve lateral uclarin inkiibasyonundan 3-5 giin sonra
tomurcuklarin skala yapraklarinda farklilasma gozle gorilir bir sekilde
baslamistir. Kiiltiire alinan apikal uglarda inkiibasyonun 7. giiniinde gozle goriiliir

sekilde uzama belirginlesmistir.

Tablo 13. Kiiltiir baglatilmasina eksplant tipinin etkisi.

Ortalama Siirgiin Ortalama Siirgiin

Sayisi + Standart Uzunlugu (mm) +

Sapma Standart Sapma
Apikal uglar 226+0.21a 5.88 + 0,51a
Lateral uglar 1.42+0.11b 2.94 + 0,26b

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 30 eksplantin ortalamasidur.
Tabloda bir sutunda farkly bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu
ortalamalarin DUNCAN testine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel

olarak farkly oldugunu gésterir.

Primer yapraklar kiltiiriin 10. gilinlinde, sekonder yaprak olusumu ise
inkiibasyonun ikinci haftasinda biitiin eksplantlarda goriilmiistiir. Biitiin yasayan
eksplantlarda siirgiin uclar1 4 haftalik kiiltiirde, apikal uglar i¢in ortalama 5.88 +

0,51 uzunlugunda gelisme gosterdi. Siirgiin gelismesine ilave olarak 3 haftalik
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kiltiirde kivrilmis yapraklar da gozlendi. Tablo 13.’teki verilere gore elde edilen
siirgiin sayis1 ve siirgiin uzunlugu bakimindan apikal uclar, lateral segmentlerden
daha iyi sonuglar vermistir. Bu nedenle de bundan sonraki c¢alismalarimizda

apikal u¢larin kullanilmasina karar verilmistir (Resim 8).

Resim 8. Apikal meristemlerin kiiltiire alindiktan 3 giin sonraki genel goriiniisii

4.2.2. Kiiltiir Baslatilmasina Sitokininlerin (BA, Kin) Etkisi

28 giinliik inkiibasyon sonunda test edilen sitokinin tiplerinin, kiiltlire
alinan eksplantlarin organojenez potansiyelleri lizerine belirgin bir etki yaptiklari
tespit edilmistir. Kiiltiirlerin baslatilmasindan sonra 5 giinliik bir siire icerisinde
siirgiin uzamasi ve proliferasyon goriilebilir duruma gelmislerdir. inokiilasyondan
1-2 hafta sonra baz siirgiinlerde Barghchi (1986b) nin de rapor ettigi gibi siirgiin

ucu nekrozu tespit edilmistir. Ancak bunlarin ytlizdeleri rapor edilmemistir.
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Tablo 14. Kiiltiir Baglatilmasina Sitokininlerin (BA, Kin) Etkisi.

Sitokinin Tipi Ortalama Siirgiin Ortalama Siirgiin

" Sayisi + Standart Uzunlugu (cm) +

1.0 mgl Sapma Standart Sapma
Kontrol 0.18 £0.10c 1,30 £0.10b
BA 4.87+0.57a 1,93+ 0,03a
Kin 1.75+0.17b 1,82 +0,05a

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.
Tabloda bir sutunda farkl bir harfle gésterilen iki ortalama deger bu
ortalamalarimn DUNCAN ftestine gére P=0.05 seviyesinde istatistiksel

olarak farkl oldugunu gosterir.

Siirgiin say1s1 bakimindan gruplar arasindaki fark istatistiki olarak anlamli
bulunmus ve en fazla siirgiin 4.87 + 0.57 adet ile 1.0 mgl"' BA test grubundan elde
edilmistir. Ozellikle siirgiin sayis1 bakimmdan BA ve Kontrol grubu arasinda
oldukca belirgin bir fark tespit edilmistir (P<0.001). Siirglin uzunlugu bakimindan
ise test edilen gruplar arasindaki fark istatistiki olarak énemli bulunmus ve yine
BA, ortalama 1,93 + 0,03 cm siirgiin uzunlugu ile en iyi sonucu vermistir (Tablo

14).

4.2.3. BA’nin Farkh Konsantrasyonlarinin Kiiltiir Baslatilmasina Etkisi

[1k kez kiiltiire alian aksenik erkek Antepfistig1 apikal uglarinin ¢alisildig
bu deneyde kiiltiire alinimdan 10 giin i¢cinde eksplantlarin apikal uc¢larinda veya
basal taraflarinda yeni siirgiin olusumlarina rastlanmistir (Resim 9). Test edilen
BA konsantrasyonlar1 arasinda, 28 giinliik kiiltlir siiresi sonunda hem siirgiin
uzunlugu hem de silirgiin uzunlugu bakimindan oldukca belirgin farkliliklar
gozlenmistir. 0.5, 1.0 ve 2.0 mgl" BA ile destekli MS besi ortanunda kiiltiire
alinan eksplantlarin test edilen diger parametrelere oranla ¢ok daha fazla sayida
sirglin  olusturduklar1  tespit edilmistir. Apikal tomurcuklardan kiiltiir
baslatilmasinda 1.0 mgl” BA ile destekli ortamdan ortalama 5.11 + 0.40 siirgiin

sayist ile maksimum sonug elde edilmistir (Tablo 15).



Tablo 15. BA’nin farkli konsantrasyonlarmin kiiltiir baslatilmasina etkisi.

BA Ortalama Siirgiin Ortalama Siirgiin

konsantrasyonu Sayis1 + Standart Uzunlugu (cm) +

(mgl™) Sapma Standart Sapma
Kontrol 0.73 £0.12f 1,43 +0.05¢
0.25 1.33+0.33e 1,57+ 0,03c
0.5 2.44 +0.22c 1,79+ 0,03b
1.0 5.11 £ 0.40a 2,01 +£0,05a
2.0 3.07+0.22b 1.80+0.03b
4.0 1.80 £ 0.10d 1.49+0.02¢
6.0 0.88 £0.17f 1.43+£0.03¢
8.0 0.55+0.16f 1.50 £ 0.04¢
10.0 0.61 £ 0.14f 1.42+0.03¢

1(9df)

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.

Tabloda bir sutunda farkly bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu

ortalamalarin DUNCAN ftestine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel
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olarak farkli oldugunu gésterir.

En diisiik ortalama siirgiin sayisi ise (0.55 + 0.16) 8.0 mgl” BA destekli
ortamda kiiltiire aliman eksplantlardan elde edilmistir. Bu sonuglara gore,
Antepfistiginin iiriin veren agaclarindan in vitro kiiltiir baslatilmasinda, 1.0 mgl™
BA’la destekli MS besi ortaminin kullanilmasinin uygun oldugunu belirlenmistir.
28 giinliik kiiltiir donemi sonunda olusan siirgiin uzunlugu bakimindan da benzer
sonuglar elde edilmistir. Siirgiin uzunlugu bakimindan test edilen parametreler
arasinda da maksimum sonug ortalama 2,01 + 0,05 cm ile yine 1.0 mgl’ BA

destekli MS besi ortamindan elde edilmistir.
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Resim 9. Kiiltiire alindiktan yaklagik 10 giin sonra apikal uglarda goriilen

veni siirgiin olusumlari

4.2.4. En Iyi Regenerasyon Potansiyeli Zamaninin Tespiti

Her ay diizenli olarak tekrarlanan (Subat 2005’de baslandi) deneyler
sonucunda en diisiik basar1 %20 ile Subat ve %35 ile Mart ayinda elde edilmistir.
Mayis ayinda kiiltire alinan apikal tomurcuklarda, yasayan eksplant oraninin
%90’a ciktig1 ve Eyliil ayma kadar ayn1 diizeyde devam ettigi tespit edilmistir
(Tablo 16).

Ortalama siirgiin sayist bakimdan en iyi sonu¢ Haziran ayinda ortalama
stirgiin uzunlugu bakimindan ise en iyi sonu¢ Temmuz ayinda elde edilmistir.
Ancak Mayis ve Agustos aylarn arasinda kiiltiire alinan eksplantlardan gelisen
ortalama siirglin sayilar1 arasindaki fark istatistiksel olarak onemli degildir.
Ortalama siirgiin uzunlugu bakimindan ise en iyi sonuglar Mayis, Temmuz ve

Agustos aylarinda elde edilmistir.



Tablo 16. Regenerasyon potansiyeline kiiltiire alinma zamaninin etkisi.

Eksplant Yasayan Ortalama Siirgiin | Ortalama Siirgiin
Almis Tarihi Eksplant (%) | Sayisi+ Standart Uzunlugu (cm) +
Sapma Standart Sapma
02.02.2005 20 1,21£0,09 f 1,52+£0.11f
04.03.2005 35 1.68+£0.10 ¢ 2,00+0.10
03.04.2005 85 2.52+0.19d 2,78 +0.18 cd
05.05.2005 90 3,15+ 0,15ab 327+0.17b
08.06.2005 90 331+ 0,15a 2,83+0.20 cd
08.07.2005 90 310+ 021 ab 3,73+0.18a
05.08.2005 90 3,10+ 020 ab 3,71+£0.19a
02.09.2005 90 3.03+ 018 be 2,86+0.16 ¢
04.10.2005 50 2.8240.15¢ 2,60+0.12d
02.11.2005 40 1.66+0.13 ¢ 2,00+£0.14 ¢
05.12.2005 35 1514009 e 2,86 +0.16 f
04.01.2006 40 1,664 0.10 e 1,59 +0.12 f
X2(df 11) P <0.05

Veriler, 1 mgl™" BA iceren MS besi ortaminda 28 giin sonra alinmistir.,

Her islem igin en az 20 siirgiin ucu kullanilmistir.

Tabloda bir sutunda farkl bir harfle gésterilen iki ortalama deger bu

ortalamalarin DUNCAN ftestine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel

Ekim-Subat donemleri arasinda kiiltiire alinan eksplantlarin ortalama %
50-65’inde regenerasyon gozlenmemistir. Regenere olan Kkiiltiirlerde ise yavas

gelisme ve elde edilen siirgiin sayist ve siirgiin uzunlugunda azalmalar

gozlenmistir.

olarak farkl oldugunu gosterir.

4.3. Siirgiin Proliferasyonu Calismalari

4.3.1. Siirgiin Proliferasyonuna Farkh Sitokinin (BA, Kin, TDZ) Tiplerinin

Etkisi

Dort haftalik kiiltiir donemi sonucu elde edilen verilere gore; farkl

sitokininlerle desteklenen MS besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda siirgiin
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sayis1 ve siirgiin uzunlugu bakimindan sitokininler arasinda istatistiksel olarak

anlamli farkliliklar bulunmustur (Tablo 17).
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Tablo 17. Siirgiin Proliferasyonuna Sitokininlerin (BA, Kin, TDZ) Etkisi.

Sitokinin Tipi Ortalama Ortalama
1.0 mel™ Siirgiin Sayis1 + Siirgiin Uzunlugu +
o mg Standart Sapma Standart Sapma
Kontrol 1.01 £0.03d 1,00+ 0,03 b
BA 3.57+0.28a 2,00+ 0,05a
Kin 2.68 £ 0.28b 1,92 £0.04a
TDZ 2.06+0.17c 1,67+£0,14b

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.
Tabloda bir sutunda farkly bir harfle gésterilen iki ortalama deger bu
ortalamalarin DUNCAN testine gére P=0.05 seviyesinde istatistiksel

olarak farkl oldugunu gosterir.

Siirgiin sayist ve siirgiin uzunlugu bakimindan en yiiksek oran 1.0 mgl”
BA ile destekli MS besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan saglanmistir
(3.57 + 0.28). En diisiik ortalama siirgiin sayist (2.06 + 0.17) 1.0 mgl’ TDZ
destekli ortamda elde edilmistir. Bu sonucglara gore, Antepfistiginin {iriin veren
agaclarindan in vitro regenere edilen siirgiinlerin ¢ogaltilmasinda, 1.0 mgl” BA ile

destekli MS besi ortaminin kullanilmasinin uygun oldugunu belirlenmistir
(Resim 10).

Resim 10. 1 mgl'" BA destekli MS besi ortaminda kiiltiire alinmis apikal siirgiinler
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4.3.2. Siirgiin Proliferasyonuna Alt Kiiltiiriin Etkisi
BA’nin farkli konsantrasyonlariyla desteklenen MS besi ortaminda kiiltiire
alan eksplantlarin birinci ve ikinci alt kiiltiirlerinde, siirgiin uzunlugu ve siirgiin

sayis1 bakimindan test edilen BA konsantrasyonlar1 arasinda anlamli farkliliklar

tespit edildi (Tablo 18).

Tablo 18. Siirgilin Proliferasyonuna Alt Kiiltiirlerin Etkisi.

BA konsantrasyonu Ortalama Ortalama
(mgl™) Siirgiin Sayis1 + Siirgiin
g Standart Sapma | Uzunlugu (cm) +
Standart Sapma
2.0 1.84 +£0.22¢cb 1.72 £0.05¢
1.0 3.11+0.36a 2.16 £0.09a
I. Kiiltiir 0.5 2.25+0.25b 1.87 £0.07b
0.25 2.08 +0.19bc 1.82 +0.06bc
0.125 1.68 £0.15d 1.72 £0.03¢
0.675 1.50+£0.15d 1.73 £0.05¢
2.0 2.18+0.11¢ 1.78 £ 0,04b
1.0 2.85+0.16b 1.80 £0.03b
I1. Kiiltiir 0.5 4.62+0.37a 1.91 £0.03a
0.25 2.75+0.23b 1.58 £0.02¢
0.125 2.81+0.22b 1.43 +£0.02d
0.675 2.75+0.25b 1.37+0,01d

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir. Tabloda bir sutunda farkl bir
harfle gésterilen iki ortalama deger bu ortalamalarin DUNCAN testine gore P=0.05 seviyesinde

istatistiksel olarak farkli oldugunu gésterir.

Birinci alt kiiltiirde siirgiin say1st ve siirgiin uzunlugu bakimimndan 1.0 mgl™
BA ile destekli MS besi ortami en iyi oram verirken, ikinci alt kiiltirde 0.5 mgl™
BA ile destekli MS besi ortamindaki siirgiin sayist ve uzunlugunun en fazla
oldugu rapor edilmistir. Alt kiiltiir sayisi arttikga BA oran1 0.25 mgl"’ye kadar
aynt sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglara gore, in vitro regenere edilen
siirgiinlerin alt kiiltirlerinde ilk aylarda 0.5 mgl’ BA kullanilmasina karar
verilmistir. Ancak artan alt kiltlirler sonucu (8. alt kiiltiirden sonra) siirekli
yapilan ve rapor edilmeyen gozlem sonuglarina gore proliferasyon ¢alismalarinda

kullanilmasi gereken BA konsantrasyonunun 0.5 ile 2.0 mgl' oldugu tespit
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edilmistir 0.5 mgl' BA destekli MS besi ortaminda kiiltiriin 28. giiniinde
ortalama 4.62 £ 0.37 adet stirgiin elde edildi (Resim 11).

Resim 11. 0.5 mgl'" BA iceren MS besi ortaminda kiiltiire alumdan (a) 28 giin sonra,

(b) 21 giin sonra prolifere olmus siirgiinler
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4.3.3. Siirgiin Proliferasyonuna BA’nin Farkhh Konsantrasyonlarimin Etkisi

Bu deneyde eksplant olarak bolim 4.3.2°de elde edilen siirgilinler
kullanilmistir. Biitlin kiltiirler alt boliim 3.2.4.1.°de verilen kosullarda kiiltiire
alimmistir. 4 haftalik kiiltiir sonucu olusan siirglin sayilar1 ve siirgiin uzunluklari
rapor edildi.

BA’nin farkli konsantrasyonlariyla desteklenen parametrelerden elde
edilen siirglin uzunlugu ve siirglin sayis1 degerleri arasinda istatistiksel olarak
onemli farkliliklar gozlenmistir. Verilerin analizine gore 0,5 mgl”' BA siirgiin

sayist ve siirgiin uzunlugu bakimindan en iyi sonucu vermistir (Tablo 19).

Tablo 19. Siirgiin Proliferasyonuna BA’1n farkli Konsantrasyonlarmin Etkisi.

BA Ortalama Ortalama
konsantraillsyonu Siirgiin Sayisi + Siirgiin Uzunlugu (cm) +
(mgl™) Standart Sapma Standart Sapma
1.0 2.85+0.16b 1.80 £0.03b
0.5 4.62+0.37a 1.92 £0.02a
0.25 2.75+0.28b 1.58 +£0.02¢
0.125 2.81+0.22b 1.43 £0.02d

0.0675 2.75+0.25b 1.37+0,01e

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.
Tabloda bir sutunda farkl bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu
ortalamalarim DUNCAN testine gére P=0.05 seviyesinde istatistiksel

olarak farkl oldugunu gosterir.

BA’nin farkli konsantrasyonlariyla desteklenen standart MS besi
ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda, en diisiik ortalama siirgiin sayis1 (2.75 +
0.25) ve siirgiin uzunlugu (1.37 £ 0,01) 0.0675 mgl”" BA destekli ortamda elde
edilmistir.

Bu sonuglara gore; kiiltlir baglatilmasindan sonra en ¢ok ikinci alt kiiltiir
sonucunda elde edilen siirgiinlerin proliferasyonu i¢in, hem siirgiin sayisi hem de
siirgiin uzunlugu bakimindan en iyi sonuglarin 0.5 mgl”" BA ile destekli standart

MS besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan alindig1 acik¢a goriilmektedir.
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4.3.4. Siirgiin Proliferasyonuna Besi Ortami Tipinin (MS, SH, WPM) Etkisi

3 ve 4 defa alt kiltiirii yapilan siirgiinler 0.5 mgl™ BA ile desteklenmis ve
5.5 gr agar ile katilastirilmis Murashige Skoog (MS), Woody Plant Medium
(WPM) ve Shenk and Hildebrant (SH) besi ortamlarina aktarildilar (besi ortami
cesitleri, Sigma Ltd.’ten alinmistir; igerikleri Tablo 20.’de verilmistir). Her besi
ortam tipi {retici firmanin Onerileri dogrultusunda iizerinde yazilan miktarlarda
kullanildi. Biitiin kiltiirler boliim 3.2.4.°de tanimlanan kiiltiir kosullarinda
yetistirildiler.

Tablo 20. P. vera L.’nin siirgiin proliferasyonu i¢in kullanilan kiiltiir
ortamimin mineral bilesenleri (mgl™).

Bilesenler MS WPM SH
Amonyum nitrat 1650.0 400.0 -
Borik asit 6.20 6.20 5.0
Kalsiyum klorit (susuz) 332.20 72.50 200
Kalsiyum nitrat - 386.0 -
Kobalt klorit hekzahidrat 0.0250 - 0.1
Bakir siilfat pentahidrat 0.0250 0.250 0.2
Disodyum EDTA dehidrat 37.260 37.30 20
Demir siilfat heptahidrat 27.80 27.80 15
Magnezyum siilfat (susuz) 180.70 180.70 400
Manganez siilfat - 22.30 -
Manganez siilfat monohidrat 16.90 - 10
Myo-Inositol 100.0 - 1000
Nikotinik asit 1.0 - 50
Potasyum iyodit 0.830 - 1.0
Potasyum nitrat 1900.0 - 2500
Potasyum fosfat monobazik 170.0 170.0 -
Potasyum siilfat - 990.0 -
Piridoksin hidroklorit 1.0 - 0.5
Sodyum molibdat dehidrat 0.250 0.250 300
Tiamin hidroklorit 10.0 - 5.0
Cinko siilfat heptahidrat 8.60 8.60 1.0

Yirmi sekiz giinliikk kiltir sonunda, test edilen 3 farkli besi ortami
arasinda hem ortalama siirgiin sayis1 hem de siirgiin uzunlugu bakimindan

istatistiksel farkliliklar oldugu gézlenmistir (Tablo 21).
Tablo 21. Siirgiin Proliferasyonuna Besi ortam Tipinin (MS, WPM, SH) Etkisi.

Besi Ortam Ortalama Siirgiin Ortalama Siirgiin

. Sayisi + Standart Uzunlugu (cm) +

Tipi Sapma Standart Sapma
MS 3.20+0.26a 1.97 £0.10a
WPM 2.50+0.23b 1.80 £0.14a
SH 2.33+0.20b 1.38 +£0.09b

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidwr. Tabloda bir sutunda farkl bir
harfle gésterilen iki ortalama deger bu ortalamalarin DUNCAN testine gire P=0.05 seviyesinde

istatistiksel olarak farkli oldugunu gésterir.
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En ¢ok siirgiin MS besi ortaminda elde edilirken, bu ortamin test edilen
diger iki besi ortami ile aralarindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur
(Tablo 21). Ancak, siirgiin uzunlugu bakimindan MS besi ortam1 ve WPM
arasindaki farkin 6nemsiz oldugu tespit edilmistir.

Bu sonuglara gore; bundan sonraki ¢aligmalarimizda, hem siirgiin sayisi
hem de siirglin uzunlugu bakimindan en iyi sonucu veren MS besi ortaminin

kullanilmasina karar verildi.

4.3.5. Siirgiin Proliferasyonunda En Iyi Sitokinin Konsantrasyonuna GA3’in
Farkh Konsantrasyonlarimin Etkisi

5 veya 6 kez alt kiiltiirii yapilan eksplantlarin proliferasyon ¢aligmalarinin
optimizasyonu i¢in, elde edilen eksplantlar Boliim 3.2.4.1.’de anlatilan kosullarda
0.5 mgl'l BA ve GAjy’in farkli konsantrasyonlar1 (0,05, 0,1, 0,2, 0,5 mgl'l) ile
destekli MS besi ortaminda kiiltiire alindilar.

4 haftalik kiiltiir donemi sonunda elde edilen verilerin analiz sonuglarina
gore, kullanilan GA; oranlar arasinda, gelisen ortalama siirgiin proliferasyonu ve
siirgiin say1s1 bakimindan en iyi sonuglarmn, 0.5 mgl' GA; ile destekli MS besi

ortamindan alindig tespit edilmistir (Tablo 22).

Tablo 22. Siirgiin Proliferasyonunda En lyi Sitokinin Konsantrasyonuna GA;’in farkli

Konsantrasyonlarmin Etkisi.

GA; Konsantrasyonu Ortalama Ortalama
" Siirgiin Sayis1 + Siirgiin
(mgl™) Standart Sapma | Uzunlugu (cm)
+ Standart
Sapma
0.5 BA +0.05 GA; 2.05 £1.31¢ 1.93 +0.38b
0.5BA +0.1 GA; 2.30 + 1.08bc 1.91+0.31b
0.5BA +0.2 GA; 2.35+0.74ab 1.93 £0.30b
0.5BA +0.5 GA; 2.55+0.98a 2.15 £0.42a

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.
Tabloda bir sutunda farkly bir harfle gésterilen iki ortalama deger bu
ortalamalarin DUNCAN ftestine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel

olarak farkl oldugunu gosterir.
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Bu deney sonucunda olgun fistik agaclarindan cogaltilan siirgiinlerin
proliferasyonunda BA’nin yaninda GAj; kullanilmasinin etkili oldugu ve kiiltiir
baslatildiktan sonra yaklasik ilk sekiz alt kiiltlir boyunca, alt kiiltiirlerin muhafaza
ve cogaltilmasinda 0.5 mgl’ BA’a GAjyin 0.2-0.5 mg' arasinda ilave
edilebilecegi belirlenmistir.

Ancak ayni besi ortaminda yapilan alt kiiltiirler sonucu 8. alt kiiltiirden
sonra elde edilen siirgiinlerin yaprak morfolojilerinde ©6nemli degisiklikler
gozlenmistir. Ozellikle yaprak renginde goriilen neredeyse sari renge varan
acilmalar, internod uzamalar1 ve GAjilave edilmemis ortamda gelisen siirgiinlerle

karsilastirildiginda daha uzun ve kayik seklinde yaprak olusumlar1 gézlenmistir.

4.3.6. Siirgiin Proliferasyonunda En Iyi Sitokinin Konsantrasyonuna Oksin
Tipinin Etkisi

Yine siirgiin proliferasyon caligmalarinin optimizasyon ¢aligmalarinda 6
veya 8 kez alt kiiltiirli yapilan eksplantlardan gelisen siirgiinler, Boliim 3.2.4.1.’de
anlatilan kosullarda 0.5 mgl'1 BA ve farkli oksin tipleri (IBA, IAA, NAA ve 2,4-
D; her biri 0.1mgl™") ile destekli MS besi ortaminda kiiltiire alindilar.

4 haftalik inkiibasyon siliresi sonunda elde edilen verilerin analiz
sonuglarma gore, siirglin proliferasyonu ve siirgiin sayist bakimindan kiiltiirlere
0.5 mgl'1 BA yaninda oksin ilavesinin (IBA, IAA, NAA ve 2,4-D; her biri 0.1mgl’
" test edilen gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark meydana getirdigi tespit
edilmistir (Tablo 23).

Tablo 23. Siirgiin Proliferasyonunda En Iyi Sitokinin Konsantrasyonuna Oksin Tipinin Etkisi.

BA/OKSIN Ortalama Siirgiin Ortalama
Sayisi + Standart Siirgiin
Sapma Uzunlugu (cm)
+ Standart
Sapma
0.5 BA +0.1 IBA 2.84+1.12a 2.11 £0.28a
0.5BA +0.1 TAA 2.66+0.97a 1.98 £0.35b
0.5BA +0.1 NAA 2.06 +1.43b 1.85 +£0.28¢
0.5BA +0.124-D 146 +£091c¢ 1.76 £0.13¢

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.
Tabloda bir sutunda farkly bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu
ortalamalarin DUNCAN festine gére P=0.05 seviyesinde istatistiksel

olarak farkl oldugunu gosterir.
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Siirgiin sayis1 bakimindan 0.1 mgl™ IBA ve 0.1 mgl™ IAA ile destekli MS
besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlar arasinda istatistiksel olarak bir fark tespit
edilmemesine karsin test edilen tim gruplar arasinda 0.5 mgl' BA ile destekli
standart MS besi ortamma 0.1 mgl' IBA eklenmesinin ortalama 2.84 + 1.12
stirglin sayist ile en iyi sonucu verdigi tespit edilmistir.

Siirgiin uzunlugu bakimindan ise NAA ve 2,4-D ile destekli MS besi
ortaminda kiiltiire alinan eksplantlar arasindaki istatistiksel fark anlamsiz
bulunmus ve siirgiin sayis1 bakimindan oldugu gibi siirglin uzunlugu bakimindan
da 0.5 mgl' BA ile destekli standart MS besi ortamma 0.1 mgl' IBA
eklenmesinin ortalama 2.11 =+ 0.28 cm siirgiin uzunlugu ile en iyi sonug¢ verdigi
tespit edilmistir ancak gelisen siirglinlerin boylarinin kisalmasi ve taban
kisimlarinda kallus olusumu, proliferasyon calismalarinda 0.5 mgl™" BA’ ya oksin
ilavesinin olumsuz etkisini ortaya koymus ve bu nedenle bundan sonraki
proliferasyon c¢alismalarinda oksinlerin kullanilmasinin faydali olmayacagi
kanisina varilmistir.

4.3.7. Siirgiin Proliferasyonuna En Iyi Besi Ortam Tipinin Farkh

Konsantrasyonlarimin (1/4, 1/2, 1/1, 2/1 MS) Etkisi

8 defa alt kiiltlirii yapilmis olan siirgiin uglarinin siirgiin biiylime ve
gelisimini test etmek icin, eksplantlar 1 mgl' BA igeren MS besi ortaminin 4
farkli konsantrasyonunda (1/4, 1/2, 1/1 ve 2/1) kiiltiire alindi. Biitiin kiiltiir
kosullar1 boliim 3.2.4.°de verildigi gibidir.

Tablo 24. Siirgiin Proliferasyonuna MS Besi Ortam Konsantrasyonunun Etkisi.

MS Besi Ortam Ortalama Ortalama
Siirgiin Sayis1 + Siirgiin
Konsantrasyonu Standart Sapma | Uzunlugu (cm)

+ Standart
Sapma

1/4 MS 1.70 £0.12b 1.04 £ 0.08¢c

1/2 MS 1.70 £ 0.14b 1.41 £0.09b

1/1 MS 2.75+0.19a 1.99£0.10a

2/1 MS 1.90 £0.22b 1.89 £0.19a

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.
Tabloda bir sutunda farkly bir harfle gésterilen iki ortalama deger bu
ortalamalarin DUNCAN testine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel

olarak farkl oldugunu gosterir.
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Kiiltiirin 4. haftasinda rapor edilen verilere uygulanan analize gére, MS
besi ortaminin farkli konsantrasyonlarinda kiiltiire alinan siirgiinler, siirglin sayisi
ve slrglin uzunlugu bakimindan farklhiliklar gosterdi (Tablo 24). 1/1
konsantrasyonunda kullanilan MS ortami, siirgiin sayist ve siirglin uzunlugu
bakimindan en iyi sonucu vermistir.

Siirgiin sayis1 bakimindan MS’in tam konsantrasyonu (1/1) ile test edilen
diger konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar goriilmiis,
siirglin uzunlugu bakimindan tam ve iki kat MS kullanilan parametre sonuglari
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur.

Bu sonuglara goére MS besi ortamimin (1/1) tam konsantrasyonda

kullanilmasina karar verilmistir.

4.3.8. Siirgiin Proliferasyonuna Karbohidrat Cesidinin (Sakkaroz, Glikoz,
Maltoz ve Fruktoz) Etkisi

Boliim 3.2.4.°de verilen kiiltiir kosullarinda, 10 defa alt kiiltiirii yapilmis
olan apikal siirgiinden elde edilen siirgiin uclart 1 mgl”' BA ve karbon kaynag:
olarak kullanilan farkli seker tipleri (Sakkaroz, Glikoz, Maltoz ve Fruktoz) ile
destekli MS besi ortaminda kiiltiire alinmustir.

4 haftalik kiiltiir donemi sonucunda alinan verilere gore, farkli seker
tipleriyle desteklenen MS besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarin siirgiin
sayisi ve boyu bakimindan test edilen islem gruplart Duncan testiyle
karsilastirildiginda meydana gelen farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (Tablo 25, P < 0,05). En ¢ok siirgiin, ortalama 3.00 + 0.15 siirgiin
say1st ile 30 mgl™' sakkaroz destekli MS besi ortaminda elde edilirken, test edilen

diger ti¢ ortam arasindaki farklar istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur.
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Tablo 25. Siirgiin Proliferasyonuna Karbohidrat Cesidinin
(Sakkaroz, Glikoz, Maltoz ve Fruktoz) Etkisi.

Karbohidrat Ortalama Siirgiin Ortalama Siirgiin

Cesidi Sayisi + Standart Uzunlugu (cm) +

i Sapma Standart Sapma
Kontrol 1.13+0.09 ¢ 1.86 +0.05 be
Sakkaroz 3.00+£0.15a 2.10 £0.08 a
Glikoz 1.88+0.15b 1.75 £0.03 ¢
Maltoz 1.93+0.14b 2.02 £0.10 ab
Fruktoz 1.81+0.18b 1.79 £0.04 ¢

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.
Tabloda bir sutunda farkh bir harfle gésterilen iki ortalama deger bu
ortalamalarin DUNCAN ftestine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel

olarak farkl oldugunu gosterir.

Siirglin uzunlugu bakimindan ise test edilen karbohidrat tipleri arasindaki
fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmus ve en yliksek siirgiin uzunlugu
ortalama 2.10 = 0.08 cm ile sakkaroz destekli MS besi ortaminda kiiltiire alinan
eksplantlardan saglanmistir. Olusan siirgiin sayis1 ve siirglin uzunlugu bakimindan
sakkarozdan sonra en iyi ikinci sonucu veren karbohidrat tipinin maltoz oldugu
tespit edilmistir.

Test edilen dort farkli karbohidrat ¢esidi arasindan en iyi sonug¢ alinan
sakkaroz, in vitro sartlarda apikal siirgiinlerden siirgiin ¢ogaltilmasi ¢aligmalarinda
kullanilmak iizere se¢ilmis ve bundan sonraki ¢aligmalarda MS besi ortaminin bu

karbohidrat ¢esidi ile desteklenmesine karar verilmistir.

4.3.9. Siirgiin Proliferasyonuna En Iyi Karbohidrat Cesidi (Sakkaroz)

Oranlariin Etkisi

Bu deneyde Boliim 3.2.4.°de anlatilan kiiltiir kosullarinda, 11 defa alt
kiiltiirli yapilmis apikal siirgiin u¢lar1 kullanilmistir.

Siirglin - proliferasyonu ¢aligmalarinda kullanilmak {izere MS besi
ortaminda kullanilacak sakkaroz konsantrasyonunu optimize etmek icin, alt

kiiltiirlerden elde edilen siirgiin uglari, alt1 farkli sakkaroz konsantrasyonunda (%



92

2,%3,% 4, % 6, % 8, % 10) bir kontrol grubu ile birlikte 1 mgl'1 BA ile destekli
standart MS besi ortaminda kiiltiire alinarak test edildi.

4 haftalik kiiltlir donemi sonucunda rapor edilen verilerin analizlerine
gore; farkli sakkaroz oranlariyla desteklenen MS besi ortaminda kiiltiire alinan
eksplantlardan olusan siirgiin boyu ve siirglin sayis1 bakimindan test edilen islem
gruplar1 Duncan testiyle karsilastirildiginda, farkliliklar istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (Tablo 26, P < 0,05).

Tablo 26. Siirgiin Proliferasyonuna En Iyi Karbohidrat Cesidinin

Farkli Konsantrasyonlarinin Etkisi.

Sakkaroz Ortalama Siirgiin Ortalama Siirgiin
4 Sayisi + Standart Uzunlugu (cm) +
(mgl™) Sapma Standart Sapma
Kontrol 1.26 £0.10¢ 1.64 +0.03cb
% 2 1.61 +0.02b 1.61 £0.02¢c
%3 2.70 £0.20a 2.03 +£0.05a
% 4 1.70 £0.14b 1.74 +£0.03b
% 6 1.61 £ 0.16b 1.69 +0.03cb
% 8 1.82+0.19b 1.75 £0.05b
% 10 1.52+0.15bc 1.69 +£0.03cb

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.
Tabloda bir sutunda farkiy bir harfle gésterilen iki ortalama deger bu
ortalamalarin DUNCAN ftestine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel

olarak farkli oldugunu gésterir.

Sakkarozun denenen konsantrasyonlarinda siirgiin sayisi ve siirgiin
uzunlugu bakimindan en iyi sonucun (sirasiyla ortalama 2.70 + 0.20 ve 2.03 +

0.05) %3 sakkaroz ile desteklenen MS besi ortamindan alindig: tespit edildi.

Elde edilen sonugclar, sakkaroz’un siirgiin ¢ogaltimini kuvvetle etkiledigini
ve slirgilin cogaltimi i¢in % 3 sakkaroz ile destekli MS besi ortaminin en 1yi ortam

oldugunu acik bir sekilde ortaya koymustur.
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4.3.10. Siirgiin Proliferasyonuna Poliaminlerin (Spermine, Spermidine,
Putrescine) Etkisi

12 veya 13 defa alt kiltliri yapilan siirglinlerin proliferasyon
calismalarinda poliaminlerin etkilerini (Spermine, Spermidine ve Putrescine; her
biri 1 mgl™) test etmek icin, elde edilen siirgiinler Boliim 3.2.4."de anlatilan kiiltiir
kosullarinda, 1.0 mgl’ BA ile desteklenmis Murashige Skoog (MS) besi
ortaminda aktarildilar.

Yirmi sekiz giinliik kiiltiir sonunda, test edilen 3 farkli poliamin arasinda
hem ortalama siirglin sayist hem de siirgiin uzunlugu bakimindan istatistiksel

farkliliklar oldugu gozlenmistir (Tablo 27).

Tablo 27. Siirgiin Proliferasyonuna Poliaminlerin
(Spermine, Spermidine, Putrescine) Etkisi.

Poliamin Ortalama Siirgiin Ortalama Siirgiin

. Sayisi + Standart Uzunlugu (cm) +

Cesidi Sapma Standart Sapma
Spermine 1.30+0.13b 1.29 £0.07b
Spermidine 1.76 £ 0.20a 1.35 £0.05b
Putrescine 1.82+0.17a 1.89 +0.08a

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidur.
Tabloda bir sutunda farkly bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu
ortalamalarimn DUNCAN testine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel

olarak farkl oldugunu gosterir.

En ¢ok siirgiin ortalama 1.82 + 0.17 siirgiin sayis1 ile 1 mgl™' Putrescine ile
destekli MS besi ortaminda elde edilirken, siirgiin sayis1 bakimindan bu ortamin
test edilen diger ortamlardan Spermidine ile arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz bulunmustur (Tablo 19). Buna karsin, siirgin uzunlugu bakimindan
Putrescine ile destekli MS besi ortamu ile diger poliamin tipleriyle destekli MS
besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur.

Ancak daha once test edilen sitokinin gruplariyla karsilastirildiginda, test
edilen Poliamin ¢esitlerinden en iyi sonug¢ veren Spermidine grubunda bile gelisen
ortalama siirgiin sayis1 ve siirglin uzunlugu degerlerinin ¢ok diisiik oldugu tespit

edilmis ve daha sonraki deneylerde kullanilmamasina karar verilmistir.
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Sitokininlerle karsilastirildiginda, poliaminlerin siirgiinlerin morfolojileri
iizerinde de daha az olumlu etkiler biraktig1 gdzlenmistir. Ozellikle Spermidine ve
Spermine grubunda olusan siirgiinlerin ortalama boy uzunluklarinda azalmalar,
yaprak renklerinde acilmalara ve yaprak boyutunda kiiciilmeler ve internod

kisalmalar1 gozlenmistir.

4.4. Koklendirme Calismalari

Koklendirme ¢alismalarinda 20 ay boyunca optimum proliferasyon
kosullart kullanilarak c¢ogaltilan siirgiinler (Isik/karanlik periyodunun etkisi ile
ilgili deney hari¢) kullanildi. Koklendirme c¢alismalarinda, bir hafta karanlik
uygulamasi yapilmis siirgiinlerin koklenmelerine farkli oksin tiplerinin (IAA,

IBA, NAA, 2,4-D) etkisi arastirtlmistir.

4.4.1. Bir Hafta Karanhk Uygulamas1 Yapilms Siirgiinlerin Koklenmelerine

Farkh Oksin Tiplerinin (IAA, IBA, NAA, 2,4-D) Etkisi

Bu deneyde in vitro sartlarda 4 yada 5 kez alt kiiltlirii yapilarak g¢ogaltilmig
siirgiinlerin  koklendirilmesi ¢alismalarinda, siirgiinlerin bir hafta karanlhk
uygulamasina tabi tutulmasinin kdklenme {izerindeki etkileri test edilmistir. Dort
haftalik kiiltiir donemi sonunda elde edilen veriler istatistiksel analizlere tabi
tutulmus ve koklenme orani (%) ile olusan kok sayisini gosteren sonuglar Tablo

28.’de verilmistir.

Tablo 28. Bir Hafta Karanlik Uygulamasi Yapilmis Siirgiinlerin Koklenmelerine Farkli Oksin
Tiplerinin (IAA, IBA, NAA, 2,4-D) Etkisi

Oksin Tipi Koéklenme Kok Sayis1 +
(mgl'™) Orani (%) Standart Sapma
IAA 9 100 +0.00a
IBA 17 1.50 £0.18 a
NAA 0 0.00 +0.00 b
2,4-D 0 0.00 £0.00b

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.
Tabloda bir sutunda farkl bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu ortalamalarin DUNCAN

testine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gosterir.
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Tablo 28.’deki verilere gore, koklenme icin kiiltiire alinan siirgiinlere 1 haftalik
karanlik uygulamasinin yapilmasinin koklenme oranina pozitif bir etki yapmadigi
tespit edilmis ve bu nedenle koklendirme calismalari i¢in farkli parametrelerin

calisilmasina karar verilmistir.

4.4.2. Koklenmeye Farkh Oksin Tiplerinin (IAA, IBA, NAA, 2,4-D) Etkisi
Dort haftalik kiiltiir sonucunda sadece IBA ve TAA igeren standart MS besi

ortamlarinda koklenmenin gelistigi tespit edilmistir. En yiiksek kdklenme orani

1.0 mgl™" IBA destekli standart MS besi ortaminda kiiltiire alinan siirgiinlerden (%

53) elde edilmistir (Tablo 29).
Tablo 29. Kéklenmeye Farkli Oksin Tiplerinin (IAA, IBA, NAA, 2,4-D) Etkisi.

Oksin Tipi Kéklenme Ortalama
(1.0 mgl'™) Orani (%) Kok Sayis1 +
Standart Sapma
IAA 47 142 £0.20b
IBA 53 237 £0.22a
NAA 40 1.20 £0.10b
2,4-D 20 1.25 £0.11b
X*(4df)

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.
Tabloda bir sutunda farkly bir harfle gésterilen iki ortalama deger bu
ortalamalarim DUNCAN ftestine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel

olarak farkl oldugunu gosterir.

Elde edilen kok sayis1 bakimindan ise en i1yi sonug, ortalama 2.37 + 0.22
kok sayisiyla yine 1.0 mgl” IBA ile desteklenmis standart MS besi ortaminda

kiiltiire alinan siirglinlerden elde edilmistir.

4.4.3. Siirgiinlerin Koklenmelerine En Iyi Oksin Tipinin (IBA) Farkh
Konsantrasyonlarimin Etkisi

Bu deney kapsaminda, apikal tomurcuklarin proliferasyonu sonucu elde
edilen siirgiinlerin koklenmeleri iizerine en iyi oksin tipinin (IBA) farkh

konsantrasyonlarinin etkisi (0,5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 ve 8.0 mgl'l) incelenmistir.
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Tablo 30. Siirgiinlerin Kklenmeleri Uzerine En Iyi Oksin Tipinin (IBA) Farkli
Konsantrasyonlarinin (0,5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 ve 8.0 mgl"l) Etkisi

IBA Koklenme Ortalama
Konsantrasyonu (mgl™) Orani (%) Kok Sayisi +
Standart Sapma
0.5 30 1.16 £0.16 b
1.0 50 150 +0.11b
20 65 200+0.152
4.0 40 1.37+0.86 b
6.0 20 1.25+£0.10b
8.0 5 1.00£0.00 b

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.
Tabloda bir sutunda farkly bir harfle gosterilen iki ortalama deger bu ortalamalarin

DUNCAN ftestine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farkli oldugunu gésterir.

Bolim 3.2.4.’de anlatilan kosullarda 0,5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 ve 8.0 mgl'1
IBA destekli MS besi ortaminda kiiltiire alinan eksplantlardan elde edilen verilerin
analiz sonuclarina gore, koklenme icin kullanilan oksin (IBA) konsantrasyonunun
0.5 mgl’den 2.0 mgl’ye ¢ikarilmasi koklenme orami iizerinde olumlu etki
yapmus ancak 2.0 mgl'’den daha fazla kullanimmim koklenmeyi inhibe ettigi
gbzlenmigtir. Ayrica olusan kok sayist bakimindan da test edilen tiim parametreler
icinde en iyi sonug ortalama 2.00 + 0.15 kok sayisi ile 2.0 mgl™ IBA destekli MS
besi ortaminda kiiltiire alinmis eksplantlardan elde edilmistir (Tablo 30).
inokiilasyondan 3 hafta sonra 2.0 mgl™” IBA destekli MS besi ortaminda kiiltiire

alian eksplantlarda % 65 oraninda koklenme elde edilmistir (Resim 12).
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Resim 12. 2.0 mgl”" IBA destekli MS besi ortaminda kéklendirilmis siirgiinler

4.4.4. Kiiltiire Ahnan Siirgiinlerin Uzunluklarinin Kéklenme Uzerine Etkisi
Bir 6nceki deneyde 2 mgl'1 IBA destekli MS besi ortaminda kdklendirilen

siirglinler yine ayn1 oranda IBA igeren MS besi ortamlarinda bu kez, kullanilan

eksplantlarin boylarinin koklenme {izerine bir etkisinin olup olmadigini test etmek

i¢in farkli uzunluklarda (1, 2, 3 ve 4 cm) kiiltiire alindilar.

Tablo 31. Koklenmeye Eksplant Uzunlugunun Etkisi.

Ortalama

Eksplant Ortalama Kok Koéklenme
Uzunlugu (cm) Uzunlugu (cm) + Kok Sayis1 + Orani (%)
Standart Sapma Standart Sapma
1 0.12 £0.05¢ 1.14+0.14 ¢ 8
2 0,30 + 0.09¢ 1,46 +0.10 ¢ 17
3 1,20+ 0.26b 2,19+0.10b 45
4 3,73 +£0.52a 3,04+£0.13a 73
1 (4df) P<0.05

Rakamlar kiiltiiriin 28. giiniinde toplam 20 eksplantin ortalamasidir.

Tabloda bir sutunda farkli bir harfle gésterilen iki ortalama deger bu

ortalamalarmm DUNCAN testine gore P=0.05 seviyesinde istatistiksel

olarak farkl oldugunu gosterir.
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Her biri 2 mgl” IBA iceren standart MS besi ortamlarinda kiiltiire alan
farkli uzunluklardaki siirgiinler (1, 2, 3 ve 4 cm), dort haftalik kiltiir donemi
sonunda kok uzunlugu ve kok sayisi bakimindan test edilmis ve test edilen
parametreler bakimindan en iyi sonuclarin, ortalama 3,04 + 0.13 kok sayis1 ve
3,73 + 0.52 kok uzunlugu ile, 4 cm boyunda siirglinler kullanildiginda alindig:
tespit edilmistir (Tablo 31).

Elde edilen adventif kok sayisi bakimindan ise en iyi sonug, ortalama 4,05
+ 0.66 kok sayistyla yine 4 cm boyunda kiiltiire alinan siirgiinlerden elde

edilmistir.

4.5. Aklimatizasyon Calismalari

In vitro gogaltilan bitkiciklerin aklimatizasyonu 16 saat aydnlik 8 saat
karanlik fotoperiyotlu 151k yogunlugu 30 pmol m™ s™ olan bir biiyiime odasinda
yapildi. Koklenme ortaminda 28 giin kaldiktan sonra kdklenmis siirgiinler musluk
suyunda 1 gece boyunca yikandiktan sonra, ticari olarak satilan torfun
aklimatizasyon iizerine etkisi aragtirildi.

Bu deney organojenez yoluyla rejenere edilen materyallerin in vitro
kosullara adaptasyonu icin yapildi. Koklenmis fidelerin aklimatizasyonu i¢in tam
sterilize edilmis, yar sterilize edilmis ve hig sterilize edilmemis torf kullanildi. Ug
haftalik ilk adaptasyon siiresi ve topraga aktarildiktan 2 hafta sonra yasayan
rejenerant yiizdeleri rapor edildi. Her islem grubu i¢in 30 adet rejenere edilmis
fide kullanildi. Her biri bir adet rejenere edilmis fide iceren 7 cm. ¢apinda plastik
saksilardaki bu fidelerin {izeri 100 ml’lik beherler ile kapatildi ve 16 saat aydinlik
8 saat karanlik fotoperiyotlu ve 151k yogunlugu 30 p mol m™s™ olan bir bityiime
odasina birakildi. Kiiltiir odasinda beher iginde geligen fideler 5. glinde 10 dakika,
7. ginde 20 dakika, 8. giinde 1 saat, 9. glinde 2 saat, 10. giinde 4 saat agik
birakildilar. 11. giinde normal biiylime odasi kosullarinda 10 giin daha gelisen
fideler 21. giinde 1:1:1 oraninda torf : kum : toprak karigimi iceren 13 cm ¢apinda
olan daha biiyiik saksilara transfer edildiler. Yasayan fideler 2 hafta sonra rapor

edildi. Fideler 3 giinde bir suland.



Tablo 32. Erkek Antepfistig1 rejenerantlarinin aklimitasyonuna torfun etkisi.

Yasayan Topraga transferden sonra
Torf Tipi Rejenerant® yasayan rejenerant®*
() (%)
Tam steril 90 95
Yart steril 62 90
Non steril 10 90
x2 (df2) P <0,01 P> 0,05

*Sonuglar aklimitasyonun 21. giiniinde 30 rejenerantin yiizdesini gosterir
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** Sonuglar topraga aktarumin 14. giiniinde yasayabilen rejenerantin yiizdesini gosterir

Aklimatizasyon ve topraga transferden sonra yasayan fide ytizdeleri Tablo

32.’de verilmistir. Verilere Ki kare (¥2) testi uygulandiginda kullanilan torf

formlar1 arasinda 21 giinliik aklimatizasyon siiresi sonunda yasayan rejenerant

ylizdelerinde istatistiksel olarak dnemli bir fark oldugu goriilmiistiir. Tam steril

torf kullanildiginda fidelerin % 90’ aklimatize olurken yart steril torf formundaki

fidelerin % 62’si basarili bir sekilde aklimatize edildi. Buna karsin sterilize

edilmeyen fidelerin sadece % 10’unun aklimatize oldugu goriildii. Sadece sterilize

edilmeyen torf icinde yetistirilen fidelerde mantar kdkenli enfeksiyonlar goriildii.

% 90 £5 bagil nemi korumak i¢in fidelerin iizerleri en az iki hafta boyunca

Pyrex beher ya da naylon posetlerle kapatildi. Daha sonra fideler sera sartlarina

adaptasyondan once, bagil nem derece derece yaklasik % 60+5’e diisiiriildii. Bu

fidelere diizenli olarak 3 giinde bir su verildi (Resim 13).



100

Resim 13. Biiyiime odasinda tam steril 1:1:1 toprak:kum:torf karisuminda aklimatizasyona tabi
tutulan bitkiciklerin 14. giinde goriiniisleri

Tiim fideler ayr1 ayr1 saksilar ig¢inde bilylime odasinda gece giindiiz

2 s altinda

sicakligi 24'C’ye ayarlanan 16/24 saat fotoperiyot (30 pmol m’
gelismelerine devam ettiler. Ug haftalik kademeli aklimatizasyondan sonra 1:1:1
oranlarindaki torf : kum : toprak karisimina aktarilan rejenerantlarin yiizde
doksan besi bliylime ve gelisme gdstermistir. 1:1:1 oraninda torf : kum : toprak
karisimi igeren saksilara aktarilan bitkiler bir biiyiime odasinda 2 haftalik bir siire
sonunda iyi gelismis yeni silirglinler olusturdular ve 5-6 haftalik

aklimatizasyondan sonra ise, fidecikler tarlaya aktarilmaya hazir hale geldiler

(Resim 14).

Resim 14. 5-6 haftalik aklimatizasyondan sonra dogal sartlara aktarilmaya hazir fideler
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismanin amaci, iilkemiz ve diinya ekonomisi i¢in ¢ok 6nemli bir
kiiltiir bitkisi olan Antepfistigi’nin (Pistacia vera L.) yetistirilmesinde ve
ticaretinde goriilen 6nemli problemlerden biri olan i¢i bos meyve olusumunun (fis
meyve) engellenmesi yoluyla, bu bitki tiiriiniin milli gelirimize katkisini artirmak
ve Ustiin karakterli varyetelerden olusan meyve bahgelerinin tesisi i¢in disi agaclar
ile ayn1 zamanda tozlasan istiin nitelikli erkek agaclarin klonlanmasinda rutin
olarak kullanilabilecek bir in vitro ¢ogaltim metodu gelistirmekti.

Gelistirdigimiz bu metodu bes ana baglik altinda toplayabiliriz;

* Materyalin Sterilizasyonu

* Kiiltlir Baslatilmasi

* Siirgiin Proliferasyonu

* Koklendirme Calismalari

* Aklimatizasyon ve Tarla Sartlarina Aktarim Caligmalari

Asagida; yukarida da belirttigimiz calisma basliklar1 ile ilgili genel

degerlendirme ve tartigmalar ayr1 ayr1 bagliklar halinde sunulmustur.

5.1. Materyalin Sterilizasyonu ile Ilgili Genel Degerlendirme ve Tartisma

Etkili bir ylizey sterilizasyon metodu in vitro klonal cogaltim igin
gelistirilecek olan bir protokoliin ilk ve en énemli asamasidir.

Calismamizda olgun erkek Antepfistig1 agaglarinin meristematik apikal ve
lateral uglarindan aksenik eksplantlar gelistirmek icin etkili bir ylizey sterilizasyon
metodu gelistirildi.

In vitro klonal ¢ogaltim icin, iizerinde calisilan tiim bitki tiirlerinin yiizey
sterilizasyonu piyasada kolaylikla bulunan ve etkin maddesi ile klor iyon yiizdesi
bilinen her tiirlii sterilant ile basarilabilir.

Olgun erkek Antepfistig1 agaclarinin apikal uglarinin yiizey sterilizasyonu
ile ilgili ¢alismalarda farkli sterilant, konsantrasyon, bekletme siiresi ve bazi
durumlarda da 6n sterilizasyon islemlerinin uygulandig rapor edilmistir.

Bir¢ok arastirict tarafindan (Barghchi, 1982; Bustamante Garcia, 1984;
Abousalim, 1990 ve Onay, 1996) Antepfistig1 agaclarindan alinan eksplantlarda



102

olusan mantar ve bakteri kokenli kontaminantlarin, in vitro ¢alismalarin
baslatilmasi ve siirdiiriilebilirliginde 6nemli bir sorun teskil ettigi rapor edilmistir.

Barghchi (1982) olgun Antepfistigi tohumlarindan yetistirilen fidelerin
ylizey sterilizasyonunun % 70’lik etanolde 45 sn’lik bir 6n islemden sonra % 20
w/v’liik NaOCl’te 25 dakika ile basarildigini rapor etmistir.

Yine ayni arastirici tarafindan serada yetistirilen bitkilerden alinan siirgiin
ucu ve lateral tomurcuklarin ylizey sterilizasyonunun, % 70’lik etanolde 45
saniyelik bir on sterilizasyondan sonra, eksplantlarin % 20°lik ticari NaOCl ‘te 10-
15 dakika bekletilmesi ve daha sonra ise 3 defa steril distile su ile ¢alkalanmasi
yoluyla basarildigini rapor etmistir (Barghchi, 1985).

Ayrica anag olarak kullanilan diger bir Pistacia tiirii P. atlantica’nin olgun
tohumlarinin yiizey sterilizasyonunun {i¢ asamali bir iglemle yapildigi Onay
(1999) tarafindan rapor edilmistir.

Tilkat (2003) ise, Antepfistiginin diger bir anaci olan Pistacia khinjuk
Stocks’un olgun tohumlarin yiizey sterilizasyonunun, % 20’lik NaOCl’de 30
dakika bekletilme islemi sonucunda eksplantlarin 5’ser kez 5 defa steril distile saf
su ile ¢alkalanmastyla basarildigini rapor etmistir.

Olgun Antepfistig1 agaclarindan alinan materyallerin yiizey sterilizasyonu
ile ilgili ilk veriler Abousalim (1990) tarafindan rapor edilmistir. Arastirmaci, 30
yillik Antepfistifi agaclarindan alinan aktif olarak biiyliyen siirglin ug¢larinin
yilizey sterilizasyonunun, % 20’lik cholorox ile 20 dakika calkalama ve daha
sonrasinda ise 3 defa steril saf su ile ¢calkalama islemi ile basarildigini bildirmistir.

Parfitt ve Almehdi (1994), In vitro ortamda yetisen bitkilerin fotosentezini
tesvik etmek icin 1s1k miktarini arttirarak % 2’lik atmosferik CO, kullanilmasiyla
kontaminasyonun kontrol edildigini rapor etmislerdir.

Onay (2000a), olgun Antepfistig1 disi agaclarindan siirgiin uglarinin yiizey
sterilizasyonunun, mutlak alkolde 2 dakikalik bir 6n islemden sonra % 20’lik
NaOCI’te 10-30 dakika ¢alkalanarak yapildigini rapor etmislerdir.

Benzer sekilde gerek Antepfistiginda ve gerekse de diger tiirlerin in vitro
kiltiirlerinde birgok eksplant tiirliniin dekontaminasyonu igin belirli oranlarda
seyreltilmis NaOCl (Axion ve Domestos gibi ticari ¢amasir sular1) igeren

dezenfektanlar  ylizey sterilizasyon islemlerinde basarili  bir  sekilde
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kullanilmiglardir. Barghchi ve Alderson % 20°lik domestos (ticari ¢amasir suyu)
kullanarak yabani Antepfistigi tohumlarinin (P. vera, P. atlantica, P. khinjuk
Stocks,, P. mutica, P. palaestina), Onay (2000a) ise % 20’lik ticari ¢amasir suyu
kullanarak disi Antepfistigi meristematik dokularinin yiizey sterilizasyonunun
basarili bir sekilde elde edildigini rapor etmislerdir (Barghchi ve Alderson, 1982;
Onay 2000).

Calismamizda erkek Antepfistigi (Pistacia vera L.) agaglarmin
tomurcuklarindan itibaren aksenik eksplant cogaltimi i¢in etkili bir yiizey
sterilizasyonu gelistirildi.

Erkek AntepfistiZi agaclarindan alinan tomurcuklarin yiizey sterilizasyonu
% 53’lik klor igceren NaOCI kullanilarak her hangi bir 6n sterilizasyon islemi
uygulanmaksizin, eksplantin alindig1 tarihe de bagl olarak, % 10’luk NaOCl’de
20-45 dakika bekletilerek elde edildi.

Mart—Nisan-Mayis aylarindaki yeni siirglinlerin yiizey sterilizasyonu
stiresinin daha kisa siireli olmasi gerektigi (20 dakika), Kasim-Aralik-Ocak
doneminde alinan siirgiin ucglarmin yiizey sterilizasyonu i¢in ise NaOCl’de
bekletilme siiresinin 45 dakikaya kadar uzatilmas1 gerektigi tespit edilmistir.

Eksplantlarin % 10’luk NaOCIl’de 45 dakikanin {izerinde bekletilmesi ile
yapilan yiizey sterilizasyonu islemlerinde, materyallerin tamamina yakininda doku
Olimleri gozlenmistir. Benzer sonuglar Onay (1996) tarafindan da rapor
edilmistir.

Sonug olarak calismamizda in vitro ortamda kiiltiire alinan 4-6 mm arasi
apikal ve lateral olgun erkek Antepfistig1 siirgiinlerinin yiizey sterilizasyonunun,
%10'Tuk NaOCl'de 20-40 dakika (Aralik-Mart doneminde 40 d, fakat Nisan-May1s
doneminde en fazla 30 d) bekletme ve sonrasinda 3 defa 5dk steril saf su ile

calkalama islemi ile basarilabilecegi tespit edilmistir.

5.2. Kiiltiir Baslatilmasi ile Tlgili Genel Degerlendirme ve Tartisma
Antepfistigindan in vitro kiiltiir baslatilmasinda genellikle baglangic

materyali olarak olgun tohumlar, serada 2-4 yasina kadar yetistirilmis bitkilerin

siirglin uclar1 ve lateral tomurcuklar1 kullanilmistir (Barghchi 1982; Pontikis

1984; Abousalim 1990, Onay 1996, 2000 a,b,c).
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Onay (2000a), 25 yasindaki ligninlesmis Antepfistig1 agacglarindan alinan
3-4 cm’lik apikal ve lateral tomurcuklarin kesik uclarini, BBD’lerinden BA
icerisine birka¢ dakika daldirildiktan sonra siirgiin gelismesi i¢in sera ortaminda
torf ve toprak iceren saksilara birakilmistir. Yine ayni arastirici, birkac giin
boyunca uygun sicaklik ve nem ortami saglanan serada gelismeye zorlanan apikal
ve lateral uclardan gelisen yeni siirglinlerin, in vitro kiiltiir baslatilmasinda
kullanilacak en etkin eksplantlar oldugunu rapor etmistir.

Onay ve arkadaglar1 (2003), Antepfistigindan kiiltiir baglatilmasinda
kullanilacak eksplantin olgun agaglardan alinig tarihinin 6nemi ile ilgili yaptiklar
bir diger calismada ise; rejenere edilmis siirgiin uglarindan alinan ¢elik
uzunluklarinin ve siirglinlerin agactan alinma zamanlarinin kiiltlir baglatilmasi
tizerinde dogrudan etkileri oldugunu, kullanilacak optimum mikrogelik
uzunluklarinin 4-6 mm arasinda; siirgiinlerin ana¢ agactan alinma zamaninin en
1yi oldugu donemin ise Mart-Mayi1s aylar1 oldugunu tespit etmislerdir.

Onay (2000a)’1n, dogal kosullarda gelismeye zorlanan apikal ve lateral
uclardan gelisen yeni siirglinlerin, in vitro kiiltiir baslatilmasinda kullanilacak en
etkin eksplantlar oldugu raporuna paralel olarak, ¢alismamizda kiiltiire alinan
siirgiinler sera kosullarindan ziyade direkt olarak in vitro kiiltiir ortaminda
gelismeye zorlanmiglardir. Bir haftalik kiiltiir sonucu skala yapraklarin
ayiklanmasindan sonra tekrar kiiltiire alinimu siirgiin gelisimini hizlandirmistir.

Olgun Antepfistig1 agaclarindan aliman materyallerin kiiltiire alinmasi ve
bu eksplantlardan in vitro kiiltiir baslatilmas1 sirasinda bir¢ok sorunla
karsilagildigi ve bunlardan en Onemlisinin kahverengilesme oldugu Barghchi
(1986) tarafindan rapor edilmistir. Yine ayn1 arastirict kahverengilesmenin oldugu
kap icinde eksplantlarin farkli noktalara, ya da farkli kaplara taginmasiyla
gelismenin tekrar saglandigini rapor etmistir.

Yalpani ve Tyman (1983) adli arastiricilar, Pistacia vera’nin dis yesil
kabuklarindan elde ettikleri eksraktta anacardic acid, cardol ve C;7’den olusan bir
fenolik asit karigimina rastladiklarini rapor etmislerdir.

Yine baska bir aragtirici Barghchi ve Martinelli (1984), dort yasina kadar

seralarda biiyiitilmiis ana¢ agaglardan alinan eksplantlarin kahverengilesme
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gerceklestikce sik sik alt kiiltiiriinlin  yapilmasiin iyi sonug¢ verdigini rapor
etmistir.

Olgun ve meyve veren agaglardan alman eksplantlarin ise kiiltiire
alinmasimin kahverengilesme nedeniyle zor oldugu Barghchi (1985) tarafindan
rapor edilmistir.

Barghchi ve Martinelli (1984) adli arastiricilar da sterilizasyondan sonra
ve kiiltiire alimdan 6nce eksplantlarin 10-100 mgl™ malonik asitle bir 6n isleme
tabi tutulmasmin kahverengilesmeyi biiyliik Olclide azalttigini ancak Oniine
gecemedigini rapor etmislerdir.

Yine ayni arastiricilar tarafindan in vitro kiiltlir baslatilmasi i¢in budanmas,
asilanmis, BA veya GAj piiskiirtiilmiis ya da mikro asili agaglardan alinan
strgiinlerin ¢ok daha uygun materyal olduklar1 bildirilmistir (Barghchi ve
Martinelli 1984; Barghchi 1985).

Barghchi (1985) ayrica 2 yasina kadar sera sartlarinda biiytitiilen Pistacia
cinsine ait farkh kiiltivarlardan {Kerman (disi), Peters (erkek), Lambertin (disi ve
erkek), Naz (erkek), Red Aleppo (erkek), Ask (erkek) ve Rashti (erkek)} aldigi
apikal ve lateral tomurcuklardan itibaren in vitro kiiltiir baglatma ¢alismalarinda;
0,3 mgl” BA ve/veya 0.5 mgl” IBA ile desteklenmis MS besi ortaminda fenolik
bilesiklerin salinmasinin, 2 mgl'1 BA ile desteklenmis MS besi ortaminda kiiltiire
alinan eksplantlara oranlar daha az oranda gergeklestigini rapor etmistir.

Olgun P. vera ve P. atlantica agaglarindan alinan lateral eksplantlarin tek
basina in vitro kiiltiir baslatilmasina yamit vermedigi; yetiskin P. vera
materyallerinin genglestirilmesi, GAj3 pliskiirtme, geng fideler lizerine asilama gibi
metotlar uygulandiginda yeni siirgilin ve tomurcuk olusumunu arttig1 ve gelisen bu
stirgiinlerden lateral tomurcuk segmentlerinin in vitro kiiltiire olumlu yanit verdigi
Bustamante-Garcia (1984) tarafindan rapor edilmistir.

Abousalim (1990) yaptig1 baska bir arastirmada ise dort yasina kadar sera
sartlarinda koruma altinda yetisen asili P. vera ve 25 yasindaki P. vera
agaclarindan almis oldugu siirgiinleri (shaker) karistirict kullanilarak % 0.1 Tween
20 iceren % 20 NaOCl ile 20 dakika sterlize ettikten sonra kiiltiire almis ve kiiltiir

baslangicinin ilk safhalarindan 3 haftaya kadar karanlikta tutmustur. Abousalim’e
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gore bu islem besi ortaminin kahverengilesmesini ve dokularin zarar gormesini
sinirlamustir.

Calismamizda ise kiiltiire alinan eksplantlardan besi ortamina salinan
toksik maddeleri (fenolikleri) adsorbe etmek ve kahverengilesmeyi 6nlemek icin
kimyasal madde uygulanmasinin (I-askorbik asit, sitrik asit ve polivinil prolidin)
etkisi ile H,O; ve steril saf suda yikamanin etkisi test edilmis, kimyasal madde ve
H,0, uygulamalarindan olumlu sonuglar alinmis fakat bu sonuglar istenilen
miktar ve nitelikte olmamistir. Ancak sonug olarak steril saf suda yikamanin
etkisini arastirdigimiz ¢alisma ile, kiiltlir baglatilmasinda ortaya ¢ikan
kahverengilesme, daha once gelistirdigimiz yiizey sterilizasyonundan sonra basal
uclar1 kesme ve iki defa steril saf suda birer saat 150 rpm’de calkalama iglemi ile
Onlenmistir.

25 yasindaki olgun erkek Antepfistigi agaclarina ait meristematik apikal
yada lateral uglardan (4-6 mm) siirgiin ucu Kkiiltiirlerinin baslatilmasina eksplant
tipinin etkisini test ettigimiz ¢alismamizda ise daha dnce gelistirdigimiz yiizey
strilizasyon metoduna tabi tutulan eksplantlar, 1.0 mgl”' BA ile destekli standart
MS besi ortaminda inkiibe edilmis ve inkiibasyon siiresi sonunda apikal uglarin
kiiltiir baglatilmasi icin hem ortalama siirgiin sayis1 hemde ortalama siirgiin
uzunlugu bakimindan daha elverisli eksplantlar oldugu tespit edilmistir.

Kiiltiir baslatma calismalarinda BBD’lerinin etkisini test etmek igin
Barghchi (1985), tohumdan aseptik olarak gelistirilen fidelerden elde edilen
siirgiin uglar1 {izerinde farkli oksin-sitokinin kombinasyonlarinin etkisini test
etmek i¢in yaptig1 bir ¢alismada Kinetin ile birlikte NAA’in siirgiin bilyiimesini
durdurdugunu ve kallus gelisimini tesvik ettigini, siirgiin gelisiminin sadece BA
ve Kin iceren besi ortamlarinda en iyi oldugu, BA ve Kinetinin yanina NAA
ilavesinin siirglin gelisimini durdurdugu ve kallus olusumunu tegvik ettigi rapor
etmistir.

Onay (2000a) BA veya 2iP’nin farkli konsantrasyonlu MS besi ortaminda
olgun Antepfistig1 siirgiin uclarindan kiiltiir baslatma ile ilgili yaptig1 ¢alismada
BA’1n 2iP’den daha iyi sonuc verdigini ve ayrica 0,5-2.0 mgl™” BA ile destekli MS
besi ortaminda elde edilen yeni siirgiinler arasinda istatistiksel olarak fark

olmadig: tespit etmistir.
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Calismamizda kullanilacak aksenik siirgiin u¢larini elde etmek ve siirgiin
ucu kiiltiirlerinin baslatilmasi i¢in eksplant tipinin etkisini inceledigimiz ¢alismada
25 yasindaki erkek Antepfistigi agaclarina ait apikal tomurcuklar lateral
segmentlerden daha iyi sonuclar vermistir (Tablo 13). Aksenik kiiltiir
baslatilmasima sitokininlerin (BA ve Kin; herbiri 1.0 mgl™) etkisini bir kontrol
grubu ile test ettigimiz ¢alismamizda ise, acilan tomurcuklardan yeni gelisen
stirglinlerin uzunluklar1 ve olusturduklari yeni siirgiin sayilari bakimindan 1.0 mgl
" BA ile desteklenmis standart MS besi ortammin en iyi sonucu verdigi tespit
edilmistir (Tablo 14).

Bu calismalarin 1s18inda yaptigimiz kiiltiir baslatma caligmalarinda test
edilen farkli BA konsantrasyonlar1 arasinda (0.25-10.0 mgl™) en iyi sonug yine
1.0 mgl"' BA destekli MS besi ortamindan elde edilirken, siirgiin sayis1 ve siirgiin
uzunlugu bakimindan 0,5, 1.0 ve 2.0 mgl”" BA ile destekli MS besi ortaminda
kiltiire alinan eksplantlarda (ortalama 1 cm), test edilen diger parametrelere gore
daha fazla ve daha uzun siirgiin olusumlar tespit edilmistir (Tablo 15). Oysa
BA’nin yiiksek konsantrasyonlartyla desteklenen besi ortamlarinda gelisen
stirglinlerin ciliz, zayif ve sayica daha az oldugu ve tabanlarinda olusan kalluslarin
daha biiyiik oldugu belirlenmistir.

Calismalarimizda test ettigimiz biitliin sitokinin konsantrasyonlarinda
stirgiin tabanlarinda siirekli olarak biiyliyen bir kallus kitlesi tespit edildi. Benzer
bulgular Barghchi-Alderson (1983a) ve Onay (1996) tarafindan da rapor
edilmistir.

Test edilen BA’nin degisik konsantrasyonlarinda en fazla siirgiin sayisi
ortalama 5.11 = 0.40 ve en uzun siirgiin ise ortalama 1,01 £ 0,05 cm ile 1 mgl”
BA ile destekli standart MS besi ortaminda tespit edilmistir (Tablo 15).

Calisma sonuglarimizi destekler bir sekilde Barghchi ve Alderson (1983b)
farkli Antepfistig tiirlerinin tohumlarinin in vitro ¢ogaltimi konusunda yaptiklar
on ¢aligmada BA’nin en iyi sonucu verdigini rapor etmislerdir.

Ayrica g¢aligmamizda, olgun erkek Antepfistigt agaglarindan alinan
eksplantlardan kiiltiir baglatilmas1 ¢alismalarinda simdiye kadar yapilmamis olan
kiiltiir baslatilmas1 icin en iyi regenerasyon potansiyeli zamaninin tespiti

aragtirmasi da yapilmistir. Regenerasyon potansiyeline kiiltiire alinma zamaninin
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etkisini test ettiimiz c¢alismada Mayis ayinda kiiltiire alinan apikal
tomurcuklarda, yasayan eksplant oraninin %90’a ¢iktig1 ve Eyliil ayina kadar ayn

diizeyde devam ettigi tespit edilmistir (Tablo 16).

5.3. Siirgiin Proliferasyonu ile ilgili Genel Degerlendirme ve Tartisma

Antepfistigr’nin olgun tohumlarindan elde edilen aksenik siirgiinlerin in
vitro ¢ogaltimi ¢alismalari ilk kez Barghchi (1982) tarafindan gerceklestirilmistir.
Yine ayni aragtirictya ve Abousalim (1990)’a gore siirgiin proliferasyon
¢alismalarinda BA nin kullanimi kinetine oranla daha iyi sonug vermis ve 4 mgl™
BA’nin P. vera’nin siirgiin proliferasyonu i¢in optimal oran oldugu saptanmistir
(Barghchi 1982; Abousalim, 1990).

Onay (1996) meyve veren Antepfistigi agaclarindan apikal ve lateral
tomurcuklardan elde ettigi siirgiinlerin proliferasyonunda sitokininlerden BA’nin
Kin, 2iP ve Zeatin’e gore daha iyi sonug verdigi ve BA siirgiin proliferasyonunda
2-4 mgl" arahiginda optimal degerde kullanilibilecegini rapor etmistir.

Calismamizda ise 25 yillik olgun erkek Antepfistigi agaglarindan alinan
apikal ve lateral tomurcuklardan elde edilen siirgiinlerin proliferasyonu ig¢in test
ettigimiz sitokinin tipleri iginde BA, Kinetin ve TDZ’ye oranla daha iyi sonug
vermis (Tablo 17) ve siirgiin proliferasyon ¢alismalarinda BA’nimn 0,25-2.0 mgl™
araliginda optimum siirgiin cogalmasina neden oldugu tespit edilmistir (Tablo 10).

Barghchi kiiltiir baglatilmasini izleyen alt kiiltiirlerde ortama 4 mgl' BA
eklenmesiyle 35-40 kadar siirglin elde ettigini rapor etmistir (Barghchi 1982).
Diisiik BA konsantrasyonlari ise dort yasindaki P. vera bitki materyalleri iizerinde
Martinelli (1988) tarafindan denenmistir. Bir diger aragtirmaci Pontikis (1984) ise
BA’1n diisiik konsantrasyonlarinin ¢ogaltim oranlarini1 ayni zamanda dort ayliktan
dort yilhiga kadar olan P. atlantica’da (0.7 mgl™"), P. integerrima’da (1mgl™)
olgun P. terebinthus’ta ise (2.5 mgl'l) olarak tespit etmistir (Pontikis 1985).

Barghchi ve Alderson kiiltiir ortamma az bir miktarda (0.05 mgl”
oraninda) NAA ilavesinin kiiltiire alinan eksplantlarin biiytimesini inhibe ettigini
rapor etmis (Barghchi ve Alderson, 1985) ve ayni arastirmacilarin yaptiklari baska
bir ¢alismada ise NAA’in yiiksek konsantrasyonlarinin P. vera slirgiinlerinde

kallus olusumunu arttirdigim gozlemlemislerdir. 4 mgl' BA igeren kiiltiir
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ortamuna 0.25-4 mgl”" GA; ya da GA4:7 nin eklenmesiyle siirgiin proliferasyonu
ve biiylimenin olusmadigi da ayni calismada rapor edilmistir (Barghchi ve
Alderson 1983a).

Baska bir ¢alismada Bustamante-Garcia’ya gore BA icin optimal deger P.
atlantica’da ise 1 mgl™" dir. Aym arastiricilar alt kiiltiir icin optimum sartlarda
siirgiin Uretiminin, iki haftada bir BA+GA;+IBA ile desteklenmis besi ortamina
taze uclarin orjinal nodlariyla birlikte transfer edilmesiyle basarilabilecegini
bildirmislerdir (Bustamante-Garcia, 1984).

Abousalim (1990) BA’nin optimal seviyelerinin siirekli kullaniminin ¢ok
kiiciik yaprakli bodur siirgiinler iirettigini ve bu tip materyallerin alt kiiltiirleri
esnasinda arzu edilmeyen sonuclarin ortaya ciktigini bildirmistir. (Abousalim
1990).

Onay (2000b); maternal agaclardan elde edilen aksenik siirgiinlerin
proliferasyonu sonrasi, yapilan alt kiiltiirlerde, daha 6nceki ¢aligmalarinda tespit
ettigi optimum BA oraninda,(2-4 mgl™) bir degisimin olup olmadigim belirlemek
icin yaptig1 bir baska galismada, kullamlacak optimum BA oranmi 1.0-2.0 mgl”
olarak rapor etmistir.

Bagka bir calismada Parfitt ve Almehdi (1994) 1-3 yasinda seralarda
biiylitiilmiis, P.atlantica x P.integerrima hibritinden elde edilmis siirgiinlerin
proliferasyon ¢alismalarinda en iyi sonu¢ veren BBD’nin, Barghchi (1982),
Barghchi ve Alderson (1985) , Onay (1996; 2000a) ve Abousalim (1990)’1n
bildirdikleri gibi BA’1n aksine 0.1 mgl™ TDZ oldugunu rapor etmislerdir.

Calismamizda ise; daha oOnce Kkiiltiir baslatilmast icin tespit ettigimiz
optimum BA oranmimin (1.0 mgl™), siirgiin proliferasyonunu izleyen alt kiiltiirlerde
(0.25-2 mgl™") arasinda farkhilik gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 18). Bu
farkliligin nedeninin kiiltiire alinan siirgiin u¢larinin kiiltiire alindig1 dénemin ve
dolayistyla rejenerasyon potansiyellerinin degisik olmasindan kaynaklandigi

kanisindayiz.
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5.4. Koklendirme Calhismalari ile ilgili Genel Degerlendirme ve Tartisma

Antepfistiginin in vitro koklendirilmesi caligsmalarinda kullanilan siirgiin
uclari, genellikle 1.5-2 cm boyuna ulagmis, 2-4 yasina kadar yetistirilmis bitki
kokenli stirglin uglaridir (Barghchi ve Alderson 1983b; Pontikis 1984; Abousalim
1990, Onay 1996).

Ancak calismamizda ise in vitro koklenme i¢in 25 yasinda olgun erkek
Antepfistigi  agaclarindan alinan tomucuklardan prolifere ettigimiz 4 cm
uzunlugundaki siirgiin u¢lari kullanilmistir.

Barghchi ve Alderson (1983b) yaptiklar1 arastirmada in vitro koklendirme
icin en uygun oksinin IBA oldugunu tespit etmistir. Yine ayn1 ¢alismada Barghchi
koklendirmenin 1/2 konsantrasyonda makro besin elementleri kullanilarak
hazirlanan besi ortamina alinan eksplantlarin kiiltliriiniin ilk 7 glinii karanlik
sartlar altinda inkiibasyona birakilmasiyla ve sonunda 1-2 mm uzunluga ulasan
koklerin oksinsiz ortama aktarilmasiyla gerceklestirildigini bildirmislerdir.

Barghchi ve Alderson iki yasina kadar olan P. vera’dan alinan
eksplantlardan alman siirgiinlerin  koklendirilmesinde 2.5, 3.0 ya da 3.5 mgl”
IBA’nin kullanilmasinda 6nemli bir farklilik olmadigin1 ve her {i¢ oranda da
koklenmenin yaklagik olarak % 80 oldugunu gozlemlemislerdir (Barghchi ve
Alderson 1985).

Bununla birlikte, optimum koklenme yanitlar1 ortama yaklasik olarak 1
mgl' ve 2 mgl”' oranlarinda IBA eklendiginde ve koklenme icin alt kiiltiirii
yapilmis eksplantlar kullanildiginda alinmis oldugu Abousalim (1990) tarafindan
bildirilmistir. Bustamante-Garcia 1984°te yaptiklar1 bir c¢alismada orjinal
eksplantlarin  koklenmesinin sivi ya da katt NAA ve IBA ile artirildigini
bildirmislerdir (Bustamante-Garcia 1984). Ancak en iyi yanitin kagit filtre
kopriileri ve NAA ile desteklenen sivi ortam kullanildiginda elde edildigini
bildirilmistir.

Pontikis eksplantlarin olgun P. fterenbinthus’tan alindiginda (%60)
(Pontikis 1984) ve Martinelli dort yasina kadar biiylimiis P. vera’lardan
alindiginda (%30-40) (Martinelli 1988) daha zayif bir kdklenmenin oldugunu
agiklamuslardir. Ancak buna karsm 100 mgl' IBA igine 10 sn batirilan mikro
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sirglin ve siirglin uglarinda optimum koklenmenin % 50 oldugu aym
arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir.

Tilkat ve ark. (2005), Antepfistiginin diger bir anaci olan Pistacia khinjuk
Stocks’un olgun tohumlarindan in vitro gelistirdigi 2-3 cm boyundaki aksenik
apikal siirgiin uglarinin koklendirilmesi ¢alismalarinda optimum sonucun % 100
koklenme orani ile, 0.5 mgl”' IBA destekli MS besi ortaminda kiiltiire alinan
eksplantlardan alindigini rapor etmistir.

Onay (2000a) meyve veren 30 yillik Antepfistigi agaglarindan 3-4 cm
uzunlugunda aldig1 ligninlesmis terminal gévde kisimlarini ilk olarak 10 mgl' BA
ve 10 mgl” IBA ile bir én isleme tabi tutarak yeni siirgiin vermeye zorlamis, ve
daha sonra in vivo gelisen lateral segmentleri in vitro ¢ogaltma caligmalarinda
eksplant olarak kullanmistir. Ayni arastirict bu eksplantlardan in vitro ¢ogaltilan
siirgiin uclarmin koklendirilmesi ¢alismalarinda en iyi sonucun 2.0 mgl”' IBA
destekli MS besi ortamindan alindigini rapor etmistir.

Onay ve arkadaglar1 (2003) olgun Antepfistig1 (Pistacia vera var. “Siirt”)
agacglariin in vitro mikroagilanmast konulu c¢alismalarinda in vitro mikroasili
fidelerin 0,5 mgl™ IBA destekli MS koklendirme ortamuinda % 36 oraninda basar:
ile gelisimlerini siirdiirdiiklerini ve % 28.5 oraninda da yeni aksiler siirgiin
olusturdugunu rapor etmislerdir.

Dolcet-Sanjuan ve Claveria (1995), anag¢ olarak 3 yasindaki P. paleastina
ile asilanmis siirgiin uglarinin mikrogogaltimu ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmada, 1-3
cm uzunlugunda siirgiinlerin koklendirilmeleri asamasinda 6.0 mgl™' NAA iceren
koklenme ortaminda siirgiinlerin % 62’sinde kok olusumunun gerceklestigini
rapor etmiglerdir. Ayni arastiricilar ayni zamanda koklenme i¢in ilk hafta
koklenme ortaminda tutulan stirgiinlerin, ilk haftadan sonra iki hafta boyunca
oksin igermeyen besi ortamima alinmasiin tabanda olusan kallustan kok
olusumunu tesvik ettigini ve ayrica Pistacia vera slrgiin kiiltiirlerinde Barghchi
ve Alderson (1989), Martinelli (1988), Mederos ve Cerreno (1991) ve Parfitt ve
Almehdi (1994)’nin ¢aligmalarinda rapor ettiklerinin aksine koklenme igin
kullanilabilecek en i1yi oksin ¢esidinin IBA yerine NAA oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda ise Dolcet-Sanjuan ve Claveria (1995)’nin bulgularinin

aksine ve Barghchi ve Alderson (1989), Martinelli (1988), Parfitt ve Almehdi
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(1994), Onay (2000) ve Onay ve ark. (2003)’nin ¢alismalar1 sonucunda rapor
ettikleri bilgilere paralel olarak olgun Antepfistigi agaglarindan elde edilen
stirglinlerin in vitro koklendirilmesi ¢aligmalarinda test edilen tiim oksin tipleri
(IBA, TAA, NAA ve 2,4-D) iginde en uygun oksinin IBA oldugu (Tablo 29) ve
IBA’nin test edilen farkli konsantrasyonlari arasinda da en iyi sonucu % 65 kok
olusturma oraniyla 2.0 mgl' IBA destekli MS besi ortaminin verdigi tespit
edilmistir (Tablo 30). Calismamizda kdklenme orani daha sonra, 4 cm boyunda
eksplantlar kullanilacak % 73’e ¢ikarilmigtir (Tablo 31).

5.5. Aklimatizasyon ve Tarla Kosullarina Aktarma ile flgili Genel
Degerlendirme ve Tartisma

Barghchi ve Alderson (1985) in vitro koklendirilen bitkiciklerin toprak-
turba karisimina (%70-80) basariyla aktarilip yasatildigin1 ve adaptasyon i¢in her
eksplantin bir koke sahip olmasimin yeterli oldugu bildirilmistir (Barghchi ve
Alderson 1985). Bununla birlikte P. vera bitkiciklerinin koklendirilmesi
konusunun arastirildig1 diger deneylerde besi ortamindan ayrilan bitkiciklerin sera
sartlarina aktarildiktan sonra biiyiimedikleri ve oldiikleri Martinelli (1988)
tarafindan bildirilmigtir. Abousalim (1990) ise P. vera fidelerinden alinan
stirglinlerin in vitro olarak koklendirilmesinin ardindan aklimatizasyonun % 81.8
oraninda basartyla gerceklestigini rapor etmistir (Abousalim 1990).

Dolcet-Sanjuan ve Claveria (1995), ise 0,2 mgl' MeJA (Methyl
Jasmonate) ve 6.0 mgl' NAA iceren ortamda koklendirilen siirgiinlerin, hem daha
fazla kok olusturdugu hem de daha kisa kok olusturarak kirilmalara karsi daha
dayanikli olduklarini rapor etmislerdir. Ayni arastiricilar, elde ettikleri bu kisa ve
cok sayida koke sahip rejenerantlarin topraga aktarildiktan sonra % 73’{iniin
yasamlarint devam ettirdigini bildirmislerdir.

Parfitt ve Almehdi (1994), 1-3 yasindaki P. integerrima ve P. atlantica
hibriti olan UCB-1 igin 2,5 mgl'1 IBA igeren besi oraminda koklenme oraninin %
88 oldugunu ve aklimatizasyonun ardindan dogal sartlarda basari ile yasatilan
bitki oraninin % 100 oldugunu bildirmislerdir.

Tilkat ve ark. (2005), Pistacia vera’nin anacglarindan biri olan Pistacia
khinjuk Stocks’un in vitro klonal c¢ogaltilmasi sonrasi gerceklestirdikleri

aklimatizasyon ¢aligmalarinda koklendirdikleri siirgiinlerin tam steril torf
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igerisinde 1-2 hafta kademeli olarak nemlilik oranini azaltarak ve ikinci yada
ticlincli haftanin sonunda steril olmayan 1:1:1 torf : kum : toprak karisimina %
100 basari ile transfer edildigini rapor etmislerdir (Tilkat ve ark., 2005).

Onay (1996) P. vera fidelerinden alinan siirgiinlerin in vitro olarak
koklendirilmesinin  ardindan aklimatizasyonun % 80 oraninda basariyla
gergeklestigini ancak 1 yil sonra yasayan bitki oraninin % 50°den az olarak
gergeklestigini rapor etmistir.

Yine ayni arastirict in vitro kosullarda mikroasili 3 haftalik fidelerin tam
steril torf ve daha sonra torf : kum : toprak karigimi ile % 100 oraninda dogal
sartlara aligtirildigini rapor etmistir (Onay, 2003).

Calismamizda ise apikal tomurcuk kokenli, koklendirilmis erkek
Antepfistig1 rejenerantlari, 21 giinlilk kademeli aklimatizasyon siiresi sonunda,
1:1:1 oranlarindaki tam steril torf : kum : toprak karisimina % 90 oraninda basari
ile transfer edilmis ve iki ay sonra topraga aktarilan rejenerantlarin % 95’1 nin

biliylimeye devam ettikleri rapor edilmistir.
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6. ILERIYE YONELIK CALISMALAR

Bu calisma ile ilk kez olgun erkek Antepfistigi agaclarinin apikal

tomurcuklarindan organojenez yoluyla mikrogogaltimi i¢in rutin olarak

kullanilabilecek bir in vitro ¢gogaltma metodu tanimlanmustir.

Ancak bu ¢ogaltma protokoliiniin ticari kullanim1 i¢in asagidaki hususlar

dikkate alinmalidir:

1.

Metodun yogun ¢ogaltim i¢in kullanilmadan 6nce uygulayici kurulus
tarafindan her asamasinda tekrar edilebilirligi test edilmelidir.
Gelistirilen ylizey sterilizasyonu teknigi c¢ogaltmada kullanilacak
eksplantlarin sadece yiizey patojenlerini (bakteri, kiif, mantar, vb.)
uzaklastiracagi i¢in yogun ¢ogaltima geg¢ilmeden dnce, ¢cogaltim i¢in
kullanilacak eksplantlarda endojen mikroorganizma olup olmadigi test
edilmelidir (Viriis indeksleme testleri; Elisa testi vb.).
1982°de  Barghchi ile baslayan Antepfistiginin in  vitro
mikrogogaltilmasi ¢aligmalar1 incelendiginde; olgun agaglardan alinan
eksplantlardan kiiltiir baslatilmasinda enfeksiyon ile esdeger olarak
sorun yaratan fenolik bilesiklerin kiiltiir ortamina salinmasi problemi
ilk olarak caligmamizda tam anlamiyla bertaraf edilmistir.
Kiiltlir baslatilmasi ¢aligmalarinda, kiiltiire alinacak eksplantlar, Onay
2000’de rapor edildigi gibi ya in vivo olarak, yada bu ¢alismada rapor
edildigi gibi in vitro olarak siirgiin gelisimine zorlanmasi gereklidir.
Her ne kadar % 73’liikk koklenme orani elde edilmigse de bu oranin,
asagidaki caligmalar yapilarak % 100°e ¢ikarilabilecegi kanisindayiz:
a. Calismamizda elde ettigimiz celiklerde koklenmeye karanligin
etkisi tespit edilmemisse de 1sik/karanlik fotoperiyot oraninin
koklenmeye etkisi yeniden test edilmesi,
b. Tipk: kiiltiir baglatilmasinda oldugu gibi, kdklenme i¢in de kiiltiire
almacak mikrogeliklerin bazal uglarindan salinan fenolik bilesikler
yikama ile bertaraf edilmeli ve yogun hormon konsantrasyonuna

daldirilmasi,
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c. Koklenme i¢in kiiltiire alinan c¢eliklerin radikulanin belirmesinden
sonra daha diisiik konsantrasyonlu ya da hormon igermeyen besi
ortamina alinmasi1 denenmelidir.

6. Bitkinin dogal biyolojik yapisindan in vitro iiretilen fidelerin tarla
kosullarinda gelismesi ile ilgili ¢alisma yapilmamistir. Yogun iiretime
gecmeden Once in vitro iretilen fidelerin tarla performansit mutlaka
test edilmeli, ayrica tarla kosullarinda gelisen bitkilerin genetik

fideliteleri kontrol edilmelidir.

Calismamizda segkin erkek Antepfistigi (Pistacia vera L.) agaglarinin
apikal uglarindan itibaren organogenezisle ¢ogaltilmasi icin gelistirilen metodun
ana hatlar1 ve optimum kosullar1 Diyagram 1.’de verilmistir.

Sonu¢ olarak recalcitrant bir bitki tlirli olan Antepfistiginin in vitro
mikrogogaltilmas1 i¢in farkli laboratuarlarda bir¢ok arastirici tarafindan ¢ok
sayida arastirmalar yapilmaktadir. Ancak Antepfistiginin in vitro klonal ¢ogaltimi
icin Oncelikle yeniden test edilmis bir entegre mikrogogaltim metodu ve metodun
gelistirilmesi i¢in bir arastima merkezinin kurulmasi gereklidir.

Koklenmesi zor ve odunsu bir bitki olan erkek Antepfistig iizerine yapilan
bu calismanin sonuglari diger odunsu bitkilere de uygulanabilir ve yukarida
belirtilen ileriye yonelik ¢aligmalarin  molekiiler tekniklerle desteklenerek
yapilmasiyla Antepfistigi gibi odunsu bitkilerin bazi1 kompleks mekanizmalarinin
aydinlatilmasimi  miimkiin kilabilir. Bu c¢alismada tanimlanan in vitro
mikro¢ogaltma metodunun gelecekte Antepfistifi endiistrisinin gelismesine

faydali olacagini timit ediyoruz.
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APIKAL TOMURCUK

A 4

YUZEY STERILIiZASYONU

% 10’luk NaOCl ile 40 dakika ¢alkalama,
3 defa 5dk steril saf su ile yikama,
Basal uglar1 kesme ve iki defa steril saf suda birer saat 150 rpm’de ¢alkalama

l

KULTUR BASLATILMASI

1 mgl” BA igeren standart MS Besi ortaminda* 2 haftalik inkiibasyon
Skala yapraklarin alinmasi

Tekrar 1 mgl” BA iceren standart MS Besi ortaminda 4 haftalik inkiibasyon
* 5.5 gl Sigma Agar, 30 gr Sakkaroz ve Gamborg vitaminleri iceren

l

SURGUN COGALTIMI

0.5 —2.0 mgl™" BA iceren standart MS Besi* ortaminda 28 giinliik inkiibasyon
(ilk 8 alt kiiltiir boyunca 0.5 mgl”, sonraki alt kiiltiirlerde 1.0 - 2.0 mgl™ BA)
* 1/1 konsantrasyonlarinda, 5.5 gl Sigma Agar, 30 gr Sakkaroz ve Gamborg

v /\ v

Mikrocogaltim Mikrocelikler

1 .
(1 mgl” BA igeren standart 0.5-1 cm boyunda

MS besi ortami)

N

KOKLENME

4 cm boyundaki Mikrogelikler kullanilarak;
2.0 mgl™” IBA igeren standart MS Besi ortaminda 28 giinliik inkiibasyon

l

AKLIMATIZASYON

Tam Steril 1:1:1 Toprak: Kum: Torf karisiminda 3-7 hafta boyunca alistirma
[lk 2 hafta boyunca eksplantlarin iizerilerinin pyrex beherler ile kapatiimasi
2 hafta boyunca beher igerisindeki nemin kademeli olarak azaltilmast

2 hafta boyunca biiylime odasinda, 5 hafta ise sera kosullarinda bakim

\ 4

DOGAL KOSULLARA AKTARIM

Diyagram 1. Erkek Antepfistig1 Pistacia vera L. siirglin uglarindan in vitro bitki liretim tekniginin

ana hatlar1 ve optimum kosullari
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