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AMAC
Bu c¢alismada Giineydogu Anadolu Bolgesinde dogal olarak yetisebilen,

yurdumuzda ve diinyada ekonomik yonden son derece 6nem arz eden bir kiiltiir bitkisi
olan antepfistiginin (Pistacia vera L.) tohumlarina, ®’Co kaynagindan; 1.66 Gy-3.33 Gy
-6.66 Gy -10 Gy -13.33 Gy ve 16.66 Gray gama ismlarim1 uygulanarak tohum

cimlenmesine etkisi ve LDsy seviyesinin  belirlenmesi  amaglanmaktadir.
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OZET
Yiizey sterilizasyonu yapilan olgun antepfistig1 (Pistacia vera L.) tohumlari,

Magenta GA-7 kiiltiir kaplarinda 2 giin inkiibasyon dan sonra, “°Co kullamlarak farkli
151n dozlarma (1.66 Gy-3.33 Gy -6.66 Gy -10 Gy -13.33 Gy ve 16.66 Gray) maruz
birakildilar. Kiiltiiriin 14.gilintinde ¢imlenen tohum ve LDsg seviyesi belirlendi. Ayrica,
uygulanan farkli parametrelerde gelisen bitkiciklerdeki morfolojik ve anatomik
degisikliklerde rapor edildi.

%Co kaynagmin test edilen biitiin seviyelerinin tohum ¢imlenmesinde Gnemli
derecede etkiye sahip oldugu tespit edildi. 14 giinliik kiiltiiriin sonucu 13.33 Gy’lik doz
uygulamasit LDsy degeri olarak tespit edildi. Test edilen biitlin 1s1n oranlarinin
cimlenmeye etkisi ve kontrol gurubundaki yiiksek ¢cimlenme orani (%95) bundan sonra
antepfistiginda yapay mutasyon olusturma ¢aligmalar1 i¢cin 13.33 Gy’lik 1sinlama
oranindan daha disiik 1s1nlama oranlarmi  kullanilmasinin  faydali olacagim

gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Antepfistig1, yapay mutasyon, bitki biyoteknolojisi
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SUMMARY

Induced Mutation of Pistachio (Pistacia Vera L.)

Surface sterilized mature seeds of pistachio (Pistacia vera L.) were cultured in
Magenta GA-7 vessels for 2 days and irradiated by different irradiation doses using
%Co.

After 14 days of culture the germinated seeds as well as LDs level were determined.
The morphological and cytological changes were also reported.

All irradiaton doses evaulated had a marked effect on seed germination. A LDs
value of approximately 13.33 Gy was observed for 14 days after irradiation. This factor
and the high percentage of germination (%95) obtained for the control indicate that it

may be useful to select on irradiation dose lower then LDs for the future trials.

Key words: Pistachio, induced mutation, plant biotechnology



1. GIRIS

1.1. Antepfistig1 Hakkinda Genel Bilgiler:

Anacardiaceae familyasina bagli bulunan Pistacia cinsinin 11 tiirii vardir ve bu
tirler igersinde ekonomik degeri olan tek tiir Pistacia vera L. yani antepfistigidir
(Zohary, 1952).

Pistacia vera L. tiirliniin olgun tohumlaridir. Bu tiir, 10 m yiikseklige kadar

erisebilen ve kisin yapraklarini doken bir agactir. Yapraklar 3 yaprakeikli veya tek
tilystidiir. Yaprakciklar koyu yesil renkli ve tiiystizdiir.
Meyve uzunca yumurta bi¢iminde, kirmizimtirak renklidir. Tohumda yesil renkli ve
yenebilen kotiledonlar bulunur. Dis goriiniis: 2-2.5 ¢m boyunda, uzunca oval sekilli
olup dis kisminda kirmizimtirak bir kabuk bulunur. Kotiledonlar yesil renklidir
(Baytop,1999).

Antepfistiginin ilk olarak Etiler doneminde Giiney Anadolu'da kiiltiire alinip
yetistirildigi ve kral sofralarmma girecek kadar kaliteli kiiltiir g¢esitlerinin iretildigi
bilinmektedir. Antepfistig1, miladi 1.yy ' da Roma'ya, oradan Ispanya'ya ve daha sonra
ise Fransa'ya yayilmistir. Fistigin Amerika'ya gegisi ise, 1853-1854 yillarma
rastlamaktadir.

Yurdumuzda Antep fistig1 tiretimi 1961 yilinda 11 ilde gerceklestirilirken, su
anda 55 ilde tretim yapilmaktadir (Kuru, 1986). 1951 yilinda 5.527 milyon adet
civarinda bulunan aga¢ varligimiz, 1985 yili kayitlarina gére 31 milyonu agmistir. Agag
varligindaki bu artiga paralel olarak meyve iiretimi de biiylik artis gostermis, 1950
yilinda 3.305 ton olan kavlak fistik iiretimimiz, 1985 yilinda 35.000 tona ulasmistir
(Anonim, 1985). Giineydogu Anadolu bdlgesi Antepfistig iiretimi bakimindan Tiirkiye
Antepfistig1 tiretiminin %94.2 sini (32.986 ton) karsilar. Bolge iiretiminin, %80.3"i
(26.498 ton) ve Tiirkiye iiretimini %75.7 si yalniz Sanlurfa ve Gaziantep illerimizden
saglanmaktadir (Anonim, 1985).

2003 yilinda toplam Antepfistigi iiretimini 1.045 milyon libre olup, en biiyiik
iiretici olan Iran 273.000 ton iiretimle %65°lik paya sahiptir. Diger onemli iiretici
iilkeler ise sirasiyla 43.000 ton ile Tiirkiye ve Suriye’dir (Anonim,2004).

Antepfistigt 30 ile 45 giliney-kuzey paralelleri arasinda mikro klimalarda

yetistirilmektedir. Vavilov' un belirlemesine gore antepfistiginin birinci gen merkezi;



Hindistan'in kuzeyi ile Afganistan ve Tacikistan'l i¢ine alan Orta Asya gen merkezi,
ikincisi ise; Anadolu, Kafkasya, Iran ve Tiirkmenistan'in yiiksek kesimlerinden olusan
yakin dogu gen merkezidir.

Antepfistig1 yetistiriciliginin, ekonomik anlamda bu gen merkezleri iginde
bulunan Tiirkiye, Iran, Afganistan gibi iilkelerde basladig1 ve Etiler déneminde meyve
degeri Ogrenilen bitkinin kiiltiire alindig1 belirlenmistir. Giiniimiizde ise, antepfistigi
yogun olarak Tiirkiye, Iran, ABD ikinci derecede de Suriye, italya ve Yunanistan'da
yetistirilmektedir. Son yillarda diinya antepfistig1 liretimi 6nemli oranlarda artmus, yillik
iiretim 250.000 tona ulagmustir. Tiirkiye'nin yaklagik 56 ilinde antepfistig1 iireticiligi
yapilmakla beraber potansiyel {iretim Gaziantep, Kahramanmaras, Adiyaman,
Sanliurfa, Mardin, Diyarbakir ve Siirt gibi merkezlerde yogunlagsmaktadir. 1995 yili
verilerine gore (DIE verileri) Tiirkiye antepfistigt aga¢ sayisi 42,7 milyondur.
Tiirkiye'de yaygin olarak cesitleri siirt, kirmizi, uzun, halebi ve ohadi ¢esididir.
Antepfistigr dioik bir bitkidir Yabanci.ddllenme gosteren bir cins oldugun igin
tohumdan gelisen her fert genetik olarak degiskendir ve % 50 erkek , %50 disi agag
olma olasiligina sahiptir. Zigotik kdkenli tohumlardan yetisen fidelerde acilim s6z
konusu oldugunda erkek ve disi agaglarin mutlaka tstiin nitelikli kiiltiir varyeteleri ile
asilanmas1 gereklidir. Asilamada goriilecek olasi uyusmazliklardan dolay1 ara asi
gerekebilmektedir. Bu da iirlin aliminda zaman kaybina neden olmaktadir. Bu zaman
kayb1 antepfistig1 yetistiriciliginin gelistirilmesini etkileyen dnemli faktdrlerden biridir.
Genglik kisirligr (jlivenilite) ¢ok uzun siire devam eden bir bitkidir fakat kurak sartlarda
ise bu siire10-12 y1l siirebilmektedir (Kuru & Ozsabuncuoglu., 1990).

Ancak iyi bakim kosullarinda (su+giibre vb.kiiltiirel islemlerle) 5-6 yilda verim
alinmaya baglanabilmektedir. Dolayisiyla antepfistigi liretimini baz alan bir ¢ift¢i bu
stireyi tolere edebilmelidir. Yoresel ifadeyle "antepfistigi torun icin dikilir". Cok yaygin
olarak antepfistiginin kurak, susuz ve diger bitkilerin gelisemeyecegi yerde
gelisebildigi bilinmektedir. Kotlii sartlarda gergekten ekonomik olarak verim
saglayabilse de; antepfistigi sulama, giibreleme vs. gibi ihtiyaglar1 da vardir ve bu
kosullar saglandiginda verim dikkate deger sekilde artmaktadir. GAP ile birlikte sulu
tarim olanaklarinin artmasi sonucu, yeni fistik bahgelerinin kurulmasi i¢in sulu tarim
kosullarina adapte olan c¢esitlerin hizli ¢ogaltimi gerekebilmektedir. Fakat, fistik

agaclarinin ¢ogaltiminda kullanilan geleneksel metotlar talepleri kargilamada belirgin



bir sekilde yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle mevcut ¢ogaltim teknikler yeni metotlarla
desteklenmelidir (Ayfer, 1990).

fran ve Amerika, iiretimi sulu kosullarda gerceklestirdikleri igin verim oram
Tirkiye’den yiiksektir. Antepfistiginin verime ge¢ yatmasi, erkek-disi agaglarin farkl
olmasi ve yabanci dollenme sorunu, onunla ilgili 1slah programlarinin yavas
ilerlemesine neden olmaktadir. Hatta bununla ilgili yapilacak 1slah c¢alismalarinin
sonuclanmasi 20-30 yillik bir siire¢ gerektirebilmektedir.

Antepfistiginda genetik iyilestirme dogal olarak olusan mutantlarin se¢imi ile
olabilmektedir. Bitkilerde yapay mutasyon ileri diizeyde genetik iyilestirme igin yiiksek
potansiyele sahiptir (Sigurbjornsson, 1977) ve hali hazirda portakal bitkisinin 1slahina
onemli katkilar yapmistir. Antepfistigt tohum, siirgiin, gen¢ siirgiin ve olgun
stirglinlerine radyasyon etkisi iizerine heniiz ¢alisma yapilmamistir. Bu nedenle de,
bahge Ozelliklerine bagli olarak fidelerde olusan mutantlarin se¢imi, antepfistigi
cesitlerinin 1slahi1 i¢in kullanilan metotlardan birisi olabilir.

Bu caligsma bu alandaki ilk ¢calisma olmasi nedeniyle yapilacak diger ¢alismalara
referans olma niteligi tasimaktadir. Antepfistiginda gesit gelistirme ve iyilestirme araci
olarak yapay mutasyonla, bitkinin uzun juvenilite periyodundan dolay1 6zel bir ilgiye
sahip olabilir. Yapay mutasyon, antepfistifi agaglarinda peryoditenin kaybolmasi ve

erken iiriin alma gibi faydali genetik degisiklikleri olusturmak i¢in faydali olabilir.

1.2. Kisaltmalar

1.2.1. Radyasyon Doz Birimleri

Radyasyon dort temel birimle dlgiiliir:

Gray (Gy): (SI birimi) 1 kilogramlik kiitle tarafindan sogurulan 1 Joule’liik radyasyon
enerjisi miktaridir.

1 Gy= 1Joule/kilogram

RAD (Radiation Absorbed Dose): Her hangi bir ortam tarafinda sogurulan enerjinin
Ol¢timiidiir.

1 rad = 100 ergs/gram

REM (Radiation Equivalent Man): Rad cinsinden sogurulan dozun uygun kalite

faktorleri ile ¢arpimi olarak tanimlanan bir doz elde birimidir. Kalite Faktorii



sogurulmus doz ve radyasyon gesitlerinin farkli kabiliyetlerini g6z Oniline alarak
biyolojik yapida olusturdugu eldeler dozu tiiretmek i¢in kullanilir.
Sievert (Sv): (SI birimi) Doz eldeleri birimidir. Gray cinsinden hesap edilen

sogurulmus dozun kalite faktorii ile ¢arpimudir.

1.2.2. Absorbe Doz

Iyonizasyon 1sinlarinin ortam ile etkilesmesi sonucu olusan olaylar1 6lgmek
oldukca karmagiktir bu nedenle ortama transfer edilen enerji miktar1 kolay bir 6l¢iim
olarak kullanilir.
Absorbe edilen doz: (D), birim kitlede (m) olusan fazla enerji () mikraridir:
D=e/m
Absorbe doz birimi gray ( Gy) dir:

1Gy=11J/kg
Eski absorbe doz birimi ise rad’dir:
lrad= 107 Gy

1Gy=100 rad lcGy=1rad

Absorbe doz debisinin birimi ise; Gy/s (Gray/saniye) ile ifade edilir.
Bu birim Gy/min (Gray/dakika), Gy/h (Gray/saat) veya cGy/min (santi Gray):
(rad/dakika) olarak da kullanilabilir (Uzal, 1995).

1.3. Islahin Amaci

Modern ve endiistrilesmis bahge bitkileri iiretenler kendilerine daha iyi
ekonomik gelir getirecek, mevcut ¢esitlerle yarisabilecek yeni cesitler gelistirmek icin
bitki 1slah¢ilarini zorlarlar.

Yeni ¢esitlerden 6zellikle ¢ok yillik bitkilerden bekledikleri ise; verimlerinin
yiiksek olmasi, erken iiretime girebilmesi, yogun bir plantasyon i¢in bodur biiylime
formu, tozlayici kullanmaktan kag¢inmak icin kendine uyumlu, hastalik ve
zararlilara dayanikli, makineyle hasadi kolay, soguk depolamaya uygun ve raf
omriinlin uzun olmasi, tiikketici tarafindan kabul goren Ornegin; meyve renginin
cekiciligi ve kalitesinin yiiksekligi gibi (Peskircioglu , 2004).

Antepfistiginda ise, meyve iriliginin, ¢itlakligi, meyvedeki besin igeriginin
arttiritlmas1 ve periyodisitenin olmadig1 yeni aga¢ c¢esitlerinin elde edilmesi

amaglanabilir.



1.4. Klasik ve mutasyon 1slah metotlar:
Vejetatif lretilen bitkilerin mevcut problemleri ve beklentileri tohumla

iiretilen bitkilerden klasik ve mutasyon i1slahi bakimindan da farklidir. Islah
amagclarini i¢ine alacak sekilde varyabilitenin yetersiz oldugu durumlarda ¢esitler
arasindaki caprazlamalar veya tiirler aras1 melezlemelere basvurular. Vejetatif
iiretilen bitkilerde bir 1slah programina baslamadan once eksik veya gelistirilmesi
istenen karakterlerin genetik tabaninin ¢ok iyi bilinmesi gerekmektedir. Vejetatif
iiretilen bitkilerdeki yiiksek heterozigite, melezleme veya kendileme sonrasinda ¢ok
genis bir agilmaya ve dolayisiyla genis bir varyebiliteye neden olur. Bu durumda
yeni dollerde orjinal varyeteye oturmus karakterlerin kaybolmasi durumu ile
karst karsiya gelinir, bunu gidermek i¢inde ana g¢esitle uzun yillar geri
melezleme yaparak orijinal g¢esitteki iyi karakterlerin yeni ¢eside nakledilmesi
saglanir. Cok yillik odunsu bitkilerin generatif olgunluga gelmesi ¢ok uzun
zaman ve emege ihtiyag duyar. Mutasyon tekniklerinin klasik 1slahin
tamamlayicis1 olarak kullanilmasi en uygundur. Spontan somatik mutasyonlar
vejetatif iiretilen bitkilerin 1slahinda 6nemli bir rol oynar ve suanda mevcut
cesitlerin ¢ogunun orjini de spontan mutasyonlardir ama bunlarin olus ihtimali
cok diisiiktiir.

Mutasyon 1slah1 genetik varyebiliteyi artirmak ve genetik varyasyonun
diger kaynaklar: ile karsilastirilarak gelistirilmeli ve kullanilmali. Melezleme
ile sinirli bir varyasyon elde edilebiliyorsa, mevcut gesitler seleksiyon igin
kendi sinirlarin1 zorluyorsa ve biiylime tipi, hastaliklara dayaniklilik, kendine
uyusma gibi ozellikleri degistirmek i¢cin melezleme ile nakledilebilecek genlerin
kaynaklar1 da bilinmiyorsa mutasyon 1slahi secilmelidir.

Mutasyon 1slah1 genel olarak kabul gérmiis bir c¢esidin kabul gérmiis
Ozelliklerini degistirmeden bir veya birka¢ oOzelligini degistirmek igin
kullanilmalidir. Bir 1slah ¢alismasi 6ncesi, amaglarin belirlenmesi, amaca ulagsmak igin
klasik 1slah yontemlerinden hangisinin kullanilma gerekliligi veya mutasyon 1slahinin
secimi teknik ve ekonomik olarak incelenmesi gerekir. Unutulmamasi gereken
elimizdeki c¢esitte sterilite ve apomiktik gibi olusumlar s6z konusu ise genetik
varyabilite meydana getirmede mutasyon 1slahi tek yoldur (Anonim 1977, Donini
1992). Vejetatif iiretilen bitkilerdeki mutasyon 1slahi caligmalar1 1922 yilinda baslamis
ve halen stirmektedir (Peskircioglu, 2004).



1.5. Mutasyon
Mutasyon; kalitsal materyalin miktar, organizasyon veya igerigindeki herhangi

bir degisikligi belirtmekte kullanilir. Kalitsal materyalde, homolog kromozomlar
arasinda degis tokusla meydana gelen degisimler (rekombinasyona yol acan olaylar)
mutasyon kapsamina girmez. Mutasyonlar dogada kendiliginden meydana geldigi gibi
mutajen adi verilen fiziksel yada kimyasal dis etkenler tarafindan da meydana
getirilebilir. Mutasyon sonucu meydana gelen iirline ve bu degisikligi tagiyan hiicre
veya organizmaya mutant ad1 verilir. Mutasyonun 6nemli 6zelliklerinden biri, genomda
kalitsal bir degisim olmasidir. Bununla beraber, ¢ok hiicreli ve eseyli olarak {ireyen
organizmalarda mutasyonun kalitsal olabilmesi i¢in germ (iireme) hiicrelerinde
meydana gelmesi gerekir. Mutasyon; populasyonlardaki cesitliligin olusmasindan
sorumlu etkenlerden biri olmas1 ve sonugcta tiirlerin evriminde rol oynamasi nedeniyle

genetik ve biyolojik a¢idan 6nemli bir olaydir.

1.6. Mutajenik Radyasyon

Radyasyonun degisik tiplerine hepimiz asinayizdir. Isik bizlerin gorebilecegi
sicaklik ise hissedebildigimiz bir radyasyondur. Ultraviyole ve x 1sinlarini ise ne
gorebilir ne de hissedebiliriz. Mutasyon yaratma caligmalarinda bitki 1slah1 i¢in; U.V
1sinlartyla birlikte iyonize edici radyasyon olarakta adlandirilan x ve gama 1sinlari, alfa
ve beta partikiilleri, proton ve noétronlart da kullanilir. Bunlarin her birinin genel
ozelligi enerjilerini salivermeleridir. Bu olaya da iyonizasyon denir ve maddeyi deler
(U.V 1sinlar1 dalga boylar1 2537 nm nedeniyle iyonize edici 151n sayilmazlar fakat U.V

1sinlar1 polen 1s1mnlamasinda kullanilir).

Yavas iyonize olanlar: Ultraviyole 151k kaynagindan elde edilen Ultraviyole
radyasyon, x 1sim1 kaynagindan elde edilen x 1smlari, ®°Co veya *’Cs gibi radyoaktif
izotoplardan elde edilen gamma 1smlaridir. Bu mutajenler, bitki dokusuna kolayca
penetre olurlar. Dogrudan DNA iizerinde etkilidirler ve gen (nokta) mutasyonlarina yol
acarlar. DNA {izerindeki bazlarin yapisin1 yada dizilislerini degistirerek mutasyon

meydana getirirler (Anonim 1977, Broertjes& Harten 1978).

Hizh iyonize olanlar: Temel ya da yavas nétronlar ve B partikiilleri (*°P, *S). Bu

mutajenler de, bitki materyallerinde ¢ok biiyiik degisiklik yaparlar ki, bunlar kromozom



kirilmalaridir. Ancak bitkilerin yasama sansi oldukca azalir. Farkli tip radyasyonlar ve

kaynaklar asagida belirtilmistir:

X asmlari: X 1smm1 makinelerinden elde edilirler. Kisa dalga boylu x 1sinlarinin
giriskenligi daha fazla, uzun dalga boylu x 1sinlar1 ise iyonlastiric1 etkisi fazladir.

Biyolojik materyale ve amaca gdre hangisinin kullanilacagina karar verilir.

Gama Ismlari: “°Co (5.3 yil) ve "*’Cs (30 y1l) radyobiyoloji ¢alismalarinda kullanilan
ana gama 151n kaynagidir. Botanik ve genetiksel ¢aligmalarda kullanilmak tizere biiyiik
boyutlu gama kaynaklar1 seralarda veya tarlalarda, zirhli odalarda kontrollii olarak

kullanilmaktadir. Bunlar farkli 1sinlama amach olarak kullanilir.

Ultra viyole Isinlari: Ultra viyole 1sinlar1 dokuya girisin sinirli olmasi nedeniyle daha
cok spor ve polen 1simmlanmasi ¢alismalarinda kullanilir. Bununla beraber mutasyon
1slah1 ¢alismalarinin doku ve hiicre kiiltiirleri bazinda yapilmaya baslanmasi nedeniyle

U.V 1ginlarinin mutajen olarak kullanilmasi da artmustir.

Beta Radyasyonu: Fosfor-32 ve kiikiirt-35 den elde edilen beta partikiilleri (elektron) x
ve gama 1sinlarinin dokuda iirettikleri etkiye benzeyen bir etki yaratirlar. Bunlarin girig

kabiliyeti x ve gama 1s1nlarindan daha dugiiktiir.

Alfa Radyasonu: Uranyum ve radyum gibi agir dogal elementlerden salinir, pozitif
yiike sahiptir diisiik giris giliciine sahiptir dokuya girdigi zaman enerjisini ¢ok kisa

mesafede biraktig1 i¢in zarar1 da biiyiik olur.

Notronlar: Uranyum-235’in kullanildig1r reaktorlerde niikleer fizyon (parcalanma)
sonrast elde edilebilir. Notronlar bitkilerde mutasyon olusturma calismalarinda ¢ok

verimli olarak kullanilmaktadir.

1.7. Uygulama Metodlari
Mutasyon 1slahinda ilk islem bitkisel materyalin radyasyonla muamelesidir.
Cesitli bitki kisimlarinin radyasyona kars1 duyarliligi farkli oldugundan 1slah amacina

gore 1sinlanacak bitki kisimlari degismektedir. Belirli bir 6zelligin gelistirilmesi igin



kullanilacak bitki materyali virus ve hastaliklardan ar1 olmasi yaninda genetik olarak
iiniform, klon veya ¢esidin temsilcisi olan bir bitki materyali se¢ilmesi gerekmektedir.
Kok celikleri, odun ¢elikleri, yapraklar, pediseller veya somatik dokulardan elde edilen
adventif tomurcuklar, mutasyon 1slah1 ¢aligmalar1 i¢in ideal birer materyaldir
(Broertjes ve ark. 1968, Nybom 1969 ve Donini 1992). Isinlanacak bitki kisimlarini

sOyle siniflayabiliriz.

Tiim bitki: Tiim bitkiler gama odalar1 ve gama tarlasi denilen tesislerde x 151
makineleri veya gama i1smlari ile ismnlanabilirler. Tim bitki 1simnlanmasi genellikle
vejetatif {lireyen bitkilerde kullanilmaktadir ama, ekonomik olmadigi i¢in fazla

yayginlasmamigtir.

Tohum: Tohumlar pratik mutasyon 1slah1 ¢alismalarinda en ¢ok tercih edilen
materyaldir. Bunun da nedeni; tohumlarin pek c¢ok fiziksel sartlar altinda 1sinlanabilir
olmasidir. Yani tohumlarin nemi istenilen seviyeye ayarlanabilir, 1slatilabilir,
dondurulabilir, 1g1nlama ortami atmosferi degistirilebilir. Tohumlar kuru oldugu zaman
biyolojik olarak aktivitesi minimum seviyede oldugundan radyasyonun zararli etkisi

cok fazla goriilmez.

Polen tanesi: Polen 1simlanmasinin en biiyiikk avantaji nadiren kimera olusturmasi ve
isinlanmig polenin 1sinlanmamis yumurta hiicresini tozlamasiyla elde edilecek M1

bitkilerinde yaratilan herhangi bir mutasyonun tamamen hetereozigot olmasidir.

Meristem: Embriyonun gelismesinin 6zel bir doneminde izole edilerek isinlanmasi
bitkinin biitiin organlarinin tek bir baglangi¢ hiicresinden olugsmasina neden olur ve

dolayisiyla kimerik olmayan mutantlar elde edilmesi miimkiin olur.

Hiicre ve Doku Kkiiltiirleri: Hiicre ve doku kiiltiirleri yiiksek bitkilerin mutasyon

teknigi ile 1slahinda imit verici olanaklar sunmaktadir.

1.8. Radyasyon Uygulamasi
Mutajenlerin se¢imi arzu edilen degisiklikleri yaratma bakiminda etkisine

ve verimine bagli oldugu gibi muamele edilecek materyale de baglhdir.



Radyasyon uygulanacak materyalin gelisme dénemi, hem uygulanacak doz hem de elde
edilecek mutantlar bakmindan 6nemlidir. Genel olarak, mutasyon 1slah1 ¢calismalarinda,
vejetatif donem bagslangicindaki materyalin uygulama gérmesi en uygundur (Anonim
1977, Broertjes & Harten 1978 & Rathjen & Robinson 1992).

Mutajenler i¢sel ve digsal olarak uygulanabilir. Digsal uygulamalarda
bitkisel materyal akut, yar1 kronik veya kronik olarak 1sinlanabilir. I¢sel olarak
uygulama kimyasal mutajen veya P,S gibi fiziksel mutajenlerin hedef
dokuya yonelttigi ve DNA ile dogrudan iliskiye girerek degisikliklere neden olan
uygulamalardir. Akut 1s1nlama meyve agaclarinda kullanilir ve 100 R/dak -1000
R/dak doz oram kullanilir uygulama bir ka¢ dakikadan bir ka¢ saate kadardir. Semi
kronik 1ginlama 50 R/saat - 500 R/saat doz orami uygulanir birkag¢ saatten bir kag
haftaya kadardir. Kronik 1sinlama 2.5 R/giin - 100 R/giin doz orani uygulanir. Bu
uygulama birka¢ aydan birkag¢ yila kadar olur. Tekrarli 1sinlama materyalin gesitli
vejetatif donemlerdeki st iiste yapilan 1sinlamalardir. Materyaldeki mutasyon
frekansin1 artirmak veya kimerik yapiyr stabilize etmek icin kullanilir.
Fiziksellerin uygulanmasinda kullanilan zaman birimleri sn., dak., saat, giin ve
kimyasallarin konsantrasyonlar1 mutasyon frekansini etkiler. Simdiye kadarki
calismalarda somatik mutasyon yaratma bakimindan akut kronik veya kronik
1sinlamalar arasinda verim konusunda kesin veriler yoksa da akut uygulamalarin
verimi daha ytiksektir.

Toplam doz oranin1 artirmak maksimum mutasyonlara veya biiylik
kromozom mutasyonlarina neden olur bu nedenle diisiik dozlarin kullanilmas1 arzu
edilen mutasyonlar1 elde etmek i¢in daha uygundur. Cok yiiksek dozlar apikal
meristemde siddetli degisiklikler yaratmak amaciyla kullanilir.

X ve gama 1sinlar1 bitki dokusuna U.V. 1igilarina gore daha fazla girer. Termal
ve hizl1 notronlar bitkisel materyalde siddetli ve oliimciil degisikliklere neden olur

(Mutation Breeding Manuel, 2005).

1.8.1. DNA Uzerinde Radyasyonun Etkileri

Mutasyon sirasinda, sentezi yapilan DNA’nin bazilar1 gibi, nitrojenli iyonize
bazlar goérev yaparak mutasyonu olustur. Baz degisimi veya baz delesyonu,
molekiilerde kritik baz sekanslarmin degisimiyle olur. Iyonize bir ya da daha fazla

serbest radikal iceren bazlar, yapiy1 degistiren radyasyonu tiretirler. Mutasyon; kalitim
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materyalinin (DNA, RNA, plasmid) fiziksel veya kimyasal yapisinin i¢sel veya digsal
nedenlerle degismesi sonucunda canlida meydana gelen kalitimsal degismelerdir.
Mutasyon terimi kromozomlardaki yap1 degisikligini, kromozom sayis1 degisikliklerini
ve genlerdeki degisiklikleri igerir. Ag¢ik bir neden olmadan da mutasyonlar ortaya
cikabilir, buna dogal veya spontan mutasyon denir Dogal mutasyonlarin ortaya ¢ikma
oram ¢ok diisiiktiir. Ornegin arpada dogal olarak % 0.01 oraninda goriilen albino
mutantt tohumlarin gama 1sinlart ile 1sinlanmasi ile %02' ye yiikselebilir. Spontan

mutasyonlara, organizmaya igsel veya dissal etki eden faktdrler neden olur:

Icsel faktorler: Genetik yap1 ve fizyolojik durumlar.

Dissal faktorler: Beslenme, sicaklik, dogal radyasyon, kimyasal maddeler dogal olarak

bulunan mutajenler ve yliksek oksijen basincidir.

Bitki 1slahinda ne zaman mutasyon kullanmilir?

Mutasyon yaratmanin temel prensiplerini gozden gegirerek geleneksel bitki
1slah yontemleri arasinda karsi se¢im yapmak i¢in temel kosuldur.

Bitki 1slah1 temel olarak {ic asamadan olusur; genetik varyasyonun
olusturulmasi, faydali genotiplerin se¢ilmesi ve secilen genotiplerden {istiinliik
gosterenlerin karsilagtirmali testleri.

Mutasyon tekniginin bitki 1slah siirecindeki yeri genetik varyasyonun
yaratilmasindaki katkisidir. Dolayisiyla bu teknik lizerinde ¢alisilan 6zellik bakimindan
elde yeteri kadar varyasyonun olmadigi durumlarda tercih edilir. Mutasyon islahi
tekniginde birbiri ardi sira yapilan seleksiyonlar melezleme programlarinin aynidir.
Basar1 sansida lizerinde g¢alisilacak tiirle ilgili 1slah sistemi ve gelistirilmek istenen
karakterin genetik kontroliine baghdir.

Kendine dollenen bitkilerde tek genle yonetilen ve basit kalitim gosteren
karakterlerin gelistirilmesinde mutasyon iyi bir yontemdir. Resesif mutasyon yaratmak
dominant mutasyon yaratmaktan daha siklikla ortaya ¢ikar. Resesif bir gende mutasyon
yaratmak ¢ok kiymetlidir eger bu gen tarimsal ¢esitlerle iligkili ise bu genin geriye

melezlemelerle naklide basarili bir yontemdir.
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Vejetatif olarak ¢ogaltilan bitkilerde 6zel zorluklar nedeniyle melezlemelerden
istenilen Ol¢lide yararlanilamaz dolayisiyla varyasyon yaratmak i¢in mutasyon tek yol
olmaktadir.

Bunlarin yaninda yabani floradaki bitkilerin kiiltiire alinmasinda mutasyon
tekniginin kullanilmasi1 6zellikle uygun bir yontem olmaktadir. Dogal sartlar altinda
bitkilerin evrimi ve yasamasini devam ettirebilmesi i¢cin faydali genlerin birikmesi
gerekmektedir. Bu genlerin ¢ogu tarimsal acidan dezavantaja sahiptir ve yabani
bitkilerde dominant halde bulunurlar. Bu genlerin aktiviteleri mutasyonla resesif allele
cevrilerek kaldirilir veya diger genlerin bastirmasi ile degistirilebilir. Kilgiklilik, diken,
toksik maddeler gibi Ozelliklerin baski altina alinmasi veya kaldirilmasi bitkilerin
kiiltiire alinmasinda ilk islem olmaktadir. Bu sekilde makro gen mutasyonlar1 sonucu
bitkilerin kiiltiire alinmasini hizlandiracak o6zellikler: insanin yarattig1 cevreye
adaptasyon, bitki boyutlarinda artmasi veya azalma, dik biiylime, es zamanh
kardeslenme, tohum dormansisinin kirilmasi, erkencilik, rozet yaprak doneminin
kisaltilmasi, dikenliligin azaltilmasi, bitki i¢inde {iniform olgunlasma, populasyonda
iiniform olgunlasma, yag, seker, nisasta ve protein gibi arzu edilen madde miktarlarini
artirmak, yaglarda yag asidi kompozisyonunu diizeltmek, proteinlerde amino asit
igeriklerinin diizeltilmesi, toksin ve sekonder metabolit gibi maddelerin azaltilmasi

veya ortadan kaldirilmas1 miimkiin olmaktadir (Peskircioglu, 2004).

1.8.2. Kromozomlar Uzerine Radyasyonun Etkileri
Iyonize radyasyon, direkt ya da indirekt olarak kromozom kiriklarma yol
acabilir. Kromozom yapisal olarak diizenlenmemesinde ve kromozom parca
kayiplarinda, biitiin kromozomlar radyasyona maruz kalabilirler. Kromozom veya
kromozom fragmentlerinin kaybi farkli durumlar yaratabilir. Eger kromozom kii¢iik bir
parcasi kaybolmussa bu hiicreye zarar verir ancak biiyiik bir pargasinin kaybolmasi
birkag nesil sonunda ciddi bir sekilde hiicre boliimiine dahi yol agabilir.
Kromozomlarin yapisal degisikliklerinde iyonize radyasyon indiikleyici etkisi
detayli sekilde orneklenip, sekillendirilerek detayli bir dokiimantasyon birgok yayinda
kullanilabilir.
Kromozom kiriklar1 temel alarak 2 kategoride incelenir;
a-) Kromozom tipi kiriklar

b-) Kromatid tipi kiriklar
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1.8.3. Mitotik Boliinmeye Radyasyonun Etkisi

Iyonize radyasyon, hiicre béliinmesinin diizenli olusumuna miidahale eder.
Hiicre boliinmesi sirasinda miidahale, iyonize radyasyon genetik materyale en hizli
transfer oldugu kisimdir. Biitiin iyonize radyasyonlar, U.V. radyasyonlar gibi diger bazi
mutajenler mitozu inhibe ederler. Mitozdaki bir hiicreye radyasyon erken veya geg
profazda verilirse bir mutasyonda béliinme tamamlanamaz sonug¢ olarak inhibisyon
gerceklesir. Inhibisyon agildigi, iistesinden gelindigi zaman hiicre normal mitotik
dongiisiine devam eder. Inhibisyonun etkisi uygulanan doza da baghdur.

Radyasyon ayni zamanda metafazdaki setromerlerde “non-dis junction”

olusturabilir ya da anafazda esit olmayan bir kromozom dagilimi meydana gelebilir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Bitki doku kiiltlirii tekniginin gelismesi ile, giiniimiizde hastaliklardan
arindirilmig ve standart hizli fide-fidan iiretimi, yaygin bir bigimde yapilmaktadir.
Geleneksel metotlarla ¢imlenmesi ve yetistirilmesi gii¢ olan meyve agaglarini, bitki
doku kiiltiirii teknigi ile kisa siirede ve kolay bir sekilde yetistirmek miimkiin olmustur.
Son 10-15 yil igerisinde hizla gelisen ve ¢ok fazla yararlar saglayan “Biyoteknoloji”
kisaca, biyolojik teknoloji veya teknolojinin biyolojiye uyarlanmasi olarak ta
tanimlanabilir. Biyoteknolojik ¢alismalarla in vitro kosullarda tam bir bitkiyi, o bitkiye
ait tek bir hiicreden tam bir bitkinin iiretilmesinin miimkiin olabilmesi 6nemli kilmistir

(Arda, 1995).

2.1.Yapay Mutasyon Olusturma Islah Calismalar:

Bitki biyoteknolojisinde yapay mutasyon ile bitki 1slah ¢aligmalarinin temeli ve
bu ¢aligmalarin kisa bir tarihgesi:
-1896°da Becquerel duyarliligi buldu.
-1896°da De Vries mutasyonu tesvik etmek i¢in radyoaktivitenin kullanilmasini 6nerdi.
-1928’de Stadler X-isinlarina maruz birakilan misir ve arpanin yiiksek mutasyon
oranlarini rapor etti.
-1934-35 Herman Nilson - Ehle ve Ake Gustaffson bitkilerde mutasyon deneyini

baslatt1 ve kiiciik basli, dik ve sert sapli arpa mutantlarinin olusumunu rapor edildi.

2.1.1 Gama Isinlan

Gama 1sinlart genel olarak daha kisa dalga boyunda ve bununla birlikte x
isinindaki her bir protondan daha fazla enerjiye sahiptir. Gama 1sinlar1 x 1ginlarinin
tersine genelde radyo izotoplarindan elde edilir. Gama radyasyonu kolaylik gosterir.
Gama 151n1; X 1511 makinesinin akut, semi akut, maruzatiyla ayn1 davranigi gosterir.
Gama 151n1n kolaylig1 gama radyasyon kaynaginin en dnemli avantaji olarak uzun siire
muamele gostermesi, sera veya tarlalardaki bitkilere uygulandigi zaman etkisini
gosterebilmesidir. Tohum mutasyonlarinda kullanilan gama 1ginlarinin kaynagi olarak
Kobalt-60 (*°Co) ve Sezyum-137 (*’Cs) ana kaynaklardir. Bunlar materyale kumanda

araciligi ile uygulanirlar.
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Spiegel-Roy ve Kochba (1982), Citrus sinensis ¢alismalarinda 80 Gy -160 Gy
gama 111 ile 1smlanan ovular kallus kullanarak, diisiik nem igerikli tohumlar ile
tohumlarin 1s1na duyarlhiliini iyilestirmede gostermistir.

Spiegel-Roy ve ark. (1972), Citrus tohumlarina gama iginlarmin etkisi
Shamouti portakali ve Satsuma mandarin ¢esidinde (Spiegel-Roy ve Padova, 1973)
calismiglardir. 0-120 Gy 1s1n dozlar1 Shamouti i¢in kullanilirken 0-100 Gy Satsuma igin
kullanilmis ve Citrus tiirlerinin gama 1sminin 200 Gy’sine tolere edilebilecegi ve bu
dozun yukarisinda her hangi dozun 6ldiiriicli oldugunu goriilmiislerdir.

N. Mohd Noor ve ark. (1996), Citrus suhuienensis’de mutasyonla 1slah
programina birinci basamak olarak gama isinina maruz birakilan Citrus suhuienensis
tohumlarinin 1s1ma duyarhilifini ve nem igerigini belirlemek i¢in ¢alisma yapmislar ve
gama 151nlarina maruz birakilma sonucu nem igerigi ile radyasyon dozu arasinda énemli
bir farklilik oldugu gozlemislerdir.

R. Zamir (2001), Guava (Psidium guajava )’nmin safeda ¢esidinin tohum ve
tomurcuklarinim 1sna duyarlibigini ¢alismuslar ve ®°Co gama 151 kaynagi kullanilarak
30 Gy’nin Oldirticii oldugu, diisiik dozlar uygulanan tohumlar ile yiiksek doz
uygulanan tohumlar karsilastirildiginda diisiik doz uygulananlarin daha erken
c¢imlendigini gozlemislerdir. Radyasyon dozu arttirildikga yasayan tomurcuk
ylizdesinde devamli azalma goriilmiis ve siirglinlerin de tohuma duyarli oldugunu
gozlemislerdir.

F. Majd (2000), istenilen genetik degisimi indiiklemek icin mandarinde
mutasyonu uygulanmasini denemislerdir. 0-35 Gy -40 Gy -45 Gy dozlariyla gama
isinlart uygulamiglardir ve ana cesidin Ozelliklerini muhafaza edildigi ve geg
ciceklenme, erken olgunluk ve cekirdeksiz meyve olusumunu kontrol eden bazi
genlerde degisiklik olusturulmasiyla saglanir.

Canna bitkisine 15 Gy -25 Gy gama 1sinlar1 uygulanarak yeni varyetelerin
iiretilmesi amaglanmistir. Sonug¢ olarak, bitkinin morfolojisi, ¢icek rengi, sekli ve
bigimi gibi farkli 6zellikli bitkiler elde edilmistir (Mutation Breeding Manuel (2005)).

Chrysanthemum Dbitkisine 10 Gy -20 Gy -30 Gy -40 Gy gama 1sin1
uygulanarak, ekzotik ¢icek renkleri, hacim, ve sekilleri i¢gin mutasyon tesviki ile in
vitro kiiltlir ile yeni varyetelerin gelistirilmesi amag¢lanmistir. Calisma sonucunda,

orijinal beyaz varyetelerden dikkat ¢ekici renk, bicim ve hacimli mutantlar meydana
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getirildi ve geleneksel dikimin yam sira in vitro kiiltlir ile ¢ogaltildi (Mutation
Breeding Manuel( 2005)).

T. Witjaksono (2000), Avokado bitkisinin koklerine 0-209 Gy arasinda gama
1511 uygulayarak koklerde meydana gelen enfeksiyonlara karsi dayanikli bitki elde
etmek icin calismalar yapmuslardir. Uretilen varyetelerin, genellikle sulama sonucu
meydana gelen PRR hastaligina karsi dayaniklilik gosterdigini gozlemlemislerdir.
Yaklasik 50 Gy’lik uygulamalar sonucu embriyonik kiiltiir bliylimesinin arttigini tespit
etmislerdir.

Tropikal Anacardium occidentale L. ve Mangifera indica Linn. bitkilerinin
tohumlarma 50 Gy -100 Gy -150 Gy -200 Gy -250 Gy -300 Gy gama 1s1n1 uygulanarak
mutasyona tesviki incelenmistir. 250 Gy letal doz olarak belirlenmistir (R. S.
Nadgauda, 2000).

Zgaja (1982) & Donini (1975) tarafindan vyapilan in vitro sirgilin
radyasyonlama deneylerini, Citrus suhuienensis’in siirglin - uglarimi  ¢ogaltip,
meristemlerine 5 Gy -25 Gy gama 1smlart uygulayarak letal dozu ve rejenerasyon
kapasitesi, biiylime oran1 ve morfolojik gézlemler yapmislardir. 25 Gy’lik gama 1511
uygulamasi sonucunda %60 yasama orani bulmuslardir. Radyasyonlama sonucu elde
edilen bitkilerin ploidi seviyeleri ve DNA igerigi belirlenmistir ve ¢ degeri 0,4 ve 0,5 pg
arasinda bulunmustur.

Y.K. Chan & P.F. Lam (2002), Papaya bitkisine hastaliklara kars1 direng ve
kaliteli iiriin i¢in mutasyon 1slah1 ¢alismalar1 yapmislardir. 0-300 Gy arasinda gama 151n
dozlarin1 kuru ve 1slak tohumlara uygulayarak belirlemelerde bulunmuglar. 100 Gy ve
iizeri uygulamalarda biitiin tohumlarin 6ldiigiinii tespit etmislerdir. Kuru tohumlarda
300 Gy ve hatta {izeri uygulamalarda ¢imlenme oraninin en yiiksek oldugunu
belirlemislerdir.

H.R. Zheng, (2005) Jujube bitkisinin yaprak eksplantlarindan kallus kiiltiirti
olusturup, olusan kalluslar1 0-12 Gy arasinda gama 1smnina maruz birakarak kallus
gelisimini tesvik eden uygun dozu bulmaya calismistir. Sonug¢ olarak en uygun
gelisimin 4-5 Gy gama 151n1 oldugunu tespit etmistir.

Annona (Annona cherimola), pitanga (Eugenia uniflora), carambola (Averroha
carambola), jaboticaba (Myricaria cauiflora) bitkilerine iirlin potansiyelini arttirmak,
tazeligini uzun siire siirdiirmelerini saglayici metodlar gelistirmek icin, kaliteli, yiiksek

oranda liriin, kolay kiiltiir elde etmek i¢cin mutasyon islah1 kullanilmistir. Jaboticaba
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(Myricaria cauiflora) ve pitanga (Eugenia uniflora) bitkileri i¢in klonal propagasyon
uygulanmistir. Bunlar icin, bu bitkilerin aksilar tomurcuklarina 0-75 Gy arasinda akut
gama 1s1nlamasi Co-60 kaynagindan uygulanmis ve pitanga (Eugenia uniflora) igin 45
Gy LDsy, Annona (Annona cherimola) ve carambola (Averroha carambola) igin 30 Gy
LDsy belirlenmistir, jaboticaba (Myricaria cauiflora) i¢in 7,9 Gy LDsy olarak
belirlenmistir (Working Material (2003)).

Gama 1ginlamasmin kavun (300 ve 350 Gy) ve acurda (250-300 ve 350 Gy)
cicek tozu canliligini ve haploid embriyo olusumu iizerine etkileri incelenmistir.
Acurda in vitro ¢igek tozu canliligini 250 ve 300 Gy’lik dozlarda (%28.8 ve %28) 350
Gy’e (%19.4) gore daha yiiksek oldugu; artan doza ve c¢icek tozuna bagli olarak ¢igek
tozu canliliginin azaldigi belirlenmistir. Kavunda ise 1sinlanmanin ¢icek tozlari ile
yapilan tozlamadan 72 saat sonra 300 Gy °‘lik dozda ¢igek tozu ¢im borularinin %
64.54’tinlin yumurtaliga ulagarak haploidiyi uyardigi belirlenmistir. Meyve tutumu ve
haploid embriyo olusumu iizerine 1s1mnlamanin etkileri incelendigi zaman, her iki tiirde

de 300 ve 350 Gy’lik dozlarin 250 Gy’e gore daha olumlu etkilere sahip oldugu
goriilmiistiir(Taner,2004).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Calismalarimizdaki tiim bitki materyalleri Glineydogu Anadolu’da dogal olarak
yetisen Antepfistig1 (Pistacia vera L.) tohumlar1 kullanilmistir. D1s kabuklar1 ¢ikarilan
tohumlar kuru plastik kaplar i¢inde karanlik bir ortamda 4°C’de buzdolabinda saklandu.
Rejenerasyonda kullanilacak siirglinler i¢in in vitro kosullarda steril olarak

cimlendirilmis tohumlar kullanildi.

Antepfistiginin sistematigi

Boliim : Spermatophyta

Altbolim : Angiospermae

Sinif : Magnoliopsida (Dicotyledoneae)
Alt Siif : Rosidae

Takim : Sapindales

Familya : Anacardiaceae

Cins : Pistacia

Tur : Pistacia vera L..

Antepfistiginin Kiiltiir Tarihi

Antepfisitiginin (Pistacia vera L.) ana vatan Kkiiltiir cesitlerinin olusum ve
gelisim merkezi, ve en 6nemli gen kaynagi, Kiiciik Asya, Kafaksya, Tiirkiye, iran,
Tiirkmenistan’in yiiksek kisimlarini da igine alan yakin-dogu bolgesidir. Arkeolojik
delillere gore Tiirkiye’de antepfistign isa’dan 7000 yil dncesine kadar besin olarak
kullamldig1 tespit edilmistir. Antepfistig1 Suriye’den italya’ya oradan da diger Akdeniz

iilkelerine dagilmustir.

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

sayida fistik agac1 Sonoma’da dikilmek i¢in Iran’dan getirilmistir.

1900’1i yillarin baslarinda Amerikan hiikiimeti Kaliforniya Chico’da degisik

antepfistig tiirleri ve farkli fistik tiirlerinin kiiltlirtini baslatti. Ticari antepfistig1 tiretimi
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ise, 1970 yillarinda 6zellikle San Joaquin Vadisi’nde baglamistir. Antepfistiginin ticari
dretiminin iilkemizde ne zaman basladig1 kesin olarak bilinmemektedir (Onay A.,

2001).
Antepfistig1 Cesitleri

Tirkiye'de yaygin olarak ¢esitleri siirt, kirmizi, uzun, halebi ve ohadi ¢esididir.
Bunlardan uzun, kirmizi ve halebi olarak tabir edilen ¢esitleri uzun daneli, i¢ renginin
koyu yesil olmasi ve olaganiistii tat ve aromasindan dolay1 6zellikle tath ye pasta

yapimi ile ¢ikolata ve sekerleme sanayiinde tercih edilmektedir.

Diger siirt ve ohadi ¢esitlerinin ise, ¢itlaklik orani yiiksek, yuvarlak daneli ve iri

olmas1 nedeniyle, 6zellikle ¢erezlik olarak tercih edilmektedir.

Morfolojisi

Yapraklar: Trifoliyat ya da imparinant yapraklar biiyiik 1-2 ¢ift, yumurtamsi veya
genis mizraksi, 5-10 cm boyunda, 3-6 cm eninde ags1 damarlidir.

Cicekler: Disi ve erkek cigekler ayr1 ayr1 agaglardadir. Bir meyve dalinda 3-7 adet
salkim bulunabilir. Polenler riizgarla erkek ci¢ceklerden disi ¢igeklere taginir.

Meyve: Kirmizi ekzokarpli meyveler liziim salkimi gibi salkim olustururlar. Fistik
cekirdegi olarak bilinirse de antepfistigi meyveleri yenilebilir tohum kismi botanikte
drupa tipi meyveye girer. Boyu eninde fazla olan ¢ekirdekler yaklasik 1-1.5 cm

uzunlugunda ve 0.5-1 cm enindedir.

Antepfistiginin Faydalar

o Gilinde 10-12 adet yenilen i¢ antepfistii, viicudun giinliikk yag ihtiyacini
karsilayabilmektedir.
o 100g antepfistigi viicudun giinliik protein, vitamin Bl ye fosfor ihtiyacinin

%35'ni karsilamaktadir.

o Antepfistiginda kollesterol yoktur. Kandaki kollesterol seviyesini diisiiriir.
o Antepfistig1 protein yoniinden iki kat, fosfor yoniinden dort kat sigir etinden
daha tistiindiir.

o Antepfistig1 seker hastaliginda (Diabete Mellitus) kullanilabilir.

o Ince bagirsakta glikoz emilimini azaltir ye kan sekerinin yiikselmesini onler.



19

o Yapisindaki lipidlerin ¢ogunlugu monounsature yag asidi icerdiginden (35
gram), kan sekerini yiikseltme (Glisemik index) yoniinden bugdaydan daha az riske

sahiptir.

100 g antepfistiginda besin degeri (http://www.tarimsal.com/antepfistigi.htm)

SU (%0) eeeeeieeieee e 53
Kalori ..oeevvieeiieeiieeeeceeee e 594
Protein (%) ..ccovvveeeeeeeieeeieeeee 19.3
YaZ (%0) cveeieeieeeeeeee e 54
Karbonhidrat (%) ......cccceeeeveeeciieennen. 19
Ham Lif (%) .oooeeeieiiiie, Bilinmiyor

% US RDA' ya gore iz maddeler:

Vitamin A ....ooooeiieeiieeieeeeee e, 4.6
Thiamin, Bl ......ccooovvviiiiiiiiiiii 48
Riboflavin, B2 ...cccoovuieiiiiiiiiiiieeeeen. ?
NIACIN v 7.8
Vitamin C .....oooovviiiiiiiieeceeeeeeeeeeee 0
Kalsyum .......cocooiiiiiiiiiiieieee 16
Fosfor. ..o, 62
TPON oo 73
Sodyum ......oocvveviiiiieiieee, 0
Potasyum .......ccocceeeviiiiniiiiiieee, 21

Ekolojik istekleri

Antepfistig1 sulama yapilmadan, kayalik alanlarda ve fakir topraklarda bile
yetisebilen bir bitkidir. Yaz aylar1 kurak ve sicak (ortalama sicakligi 25°C) ve fakat
kis aylar1 da oldukga soguk (ortalama sicakligi 7,0-7,4°C ) ve soguklama siiresi (+7°C
altindaki sicakliklar) 800-1000 saat olan bolgelerde ekonomik anlamda yeterli ve

kaliteli iirlin verebilmektedir (Ayfer, 1963).

3.2. Sterilizasyon Teknikleri

Tim bitkiler gibi Pistacia vera L. tohumlarmin mantar kokenli ve bakteri
kokenli enfeksiyonu engellemek i¢in Pistacia vera L. tohumlarinin sterilizasyonunun
yani sira besi ortaminin, kullanilan aletlerin ve kiiltiir kaplarimin steril sartlarda

kullanilmas1 gerekmektedir.
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Bu caligmalarda sterilize edilecek Pistacia vera L. tohumlarinin en iyi yiizey
sterilizasyon tekniginin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu metoda bitki materyaline zarar
vermeyecek ve mikroorganizmalar1 uzaklastiracak metot se¢ilmelidir.

Caligmalarin tiimiinde kullanilacak sterilizasyon yontemi asagida verilmistir.

3.2.1. Is1 ile Sterilizasyon
Asagidaki maddelerde belirtilen materyaller iki katli aliiminyum folyo i¢ine
sarild1 ve otoklavda 121°C’de 20 dakika 15 PSI 1s1 basinci altinda steril edildi
Distile su igeren erlen mayerler (kaplar)
Besi ortam1 igeren erlen mayerler (1s1-labile elemanlar eksik sekilde)
Pensler, bistiiriler (skalpeller) ve 10-11 numara cerrahi bistiiriler

Plastik doku kiiltiir kaplar1

3.2.2. 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 bitki parcalariin kesilmesi amaci ile iki ayr1 ebatta kullanilan filtre
kagitlari, iki kat ambalaj kagitlarina sarilarak, etiivde 180°C’ de iki saat siire ile sterilize

edildi.

3.2.3. Cam Malzemelerin Sterilizasyonu

Cam malzemeler (erlenmayer, meziir, balon joje, pipet, beher) sicak su ve
deterjan kullanarak fir¢a yardimi ile temizlendi. Daha sonra ii¢ kez saf sudan gecirilerek
180 °C’ de etiivde 2 saat bekletilerek sterilizasyonu yapildi.
Kullanilan Magenta GA-7 kiiltiir kaplar1 aliminyum folyo ile sarilarak 121 °C’de ve 1

atmosfer basingta 25 dakika siire ile steril edildi.

3.2.4. Pens Ve Bistiirilerin Hazirlanmasi Ve Sterilizasyonu
Pens ve bistiiriler, %96’lik etil alkol ile silinip 10’arli gruplar halinde
aliiminyum folyolara sarilarak, 280°C’lik kuru sterilizatorde 30 dakika siire ile sterilize

edildi
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3.3. Kiiltiir Sartlan
3.3.1 Kiiltiir Odas1 Sartlarn

Kiiltiirler genellikle 25+2'C’de 40 pm m™ s™ yogunluklu 16h / 24h fotoperiyot
altinda inkiibasyona alindi. Isik kaynagi olarak 3000-5000'1ix’lik 151k siddetine sahip
civali Flioresan lambalar (6.66 w, MBFR/U, Thorn) kullanildi. Tiim c¢aligmalarinda
eksplantlar i¢in 50 ml kat1 besi ortam1 iceren Magenta GA-7 kiiltiir kaplar1 kullanildi.

3.3.2. Kiiltiir Ortamimin, Biiyiime Diizenleyicilerinin Hazirlanmasi1 Ve Besi
Ortaminn Icerigi

Yapilan caligmalarda besi ortami olarak Murashige ve Skoog (MS)’in kati
besiyeri kullanildi. Calismalarda besi ortami 5.4 gl agar ile desteklendi. Proliferasyon
icin kullanilan karbonhidrat ve bitki biiylime diizenleyicilerinin konsantrasyonu asagida

verildi.

3.3.2.1. Besi Ortamlarinin Hazirlanmasi Ve Sterilizasyonu

Fistik agaglarinin mikrogogaltimi igin genellikle Murashige ve Skoog kiiltiir
besi ortami kullanilmistir (Barghchi, 1982; Martinelli, 1988; Abousalim 1990). P.
vera’nin sirgiin performansi bakimindan Barghchi (1985) tarafindan MS ortami ve
Llyod ve McCown (WPM) ortami arasinda fark olmadig: tespit edilmistir. Calismada
besi ortami olarak Murashige ve Skoog (1962) tarafindan Onerilen temel besi
ortaminin modifiye edilmis sekli kullanildi. MS (Murashige ve Skoog) besi ortaminda

kullanilan stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi asagida agiklandig: gibidir.

MS (makro elementler) Ana Cozeltisi

NH 4NO3 165¢g
KNO; 19.0¢g
CaCl , H,O 44 ¢
MgS0,4.7H,0 37¢g
KH,PO4 1.7¢g

Distile su 1000 ml’ye tamamlanir.
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MS Mikro 1 Elementler Ana Cozeltisi

H;BO; 620 mg

MnSO 4H ,O 2230 mg

ZnS04.7H ,O 860 mg

KI 83 mg

Na ;Mo004.2H ,0 25 mg

Distile su 1000 ml’ye tamamlanir.

MS Mikro 2 Elementler Ana Cozeltisi

CuS04.5H,0 25mg
CoCl,.6H,O 25mg
Distile su 100 mI’ye tamamlanur.

Kompleks Kelator Ana Cozeltisi

FCSO4.7H20 2.78 g
NaEDTA 200¢g
Distile su 1.000 ml’ye tamamlanir.

Vitamin Karisim1 Ana cozeltisi
Tiamin HCI 100 mg

Distile su 100 ml’ye tamamlanir.

BAP ( 6-Benzylaminopurin ) Ana Cozeltisi

BAP 100 mg
IN HCI 2-3 ml
Distile su 100 mI’ye tamamlanir.

IAA ( Indol asetik asit ) ana soliisyonu

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

IBA ( 3-Indol butrik asit ) ana soliisyonu



23

IBA 100 mg
%95°1ik Etil Alkol 3-5ml
Distile su 100 mI’ye tamamlanur.

MS Kiiltiir besi ortam asagidaki sekilde hazirlandi (gl™)

Agar S54¢g

Sakkaroz 30g

MS ana soliisyonu (Makro elementler) 100 ml

MS mikro elementler-1 10 ml

MS mikro elementler-2 1 ml

Kompleks kelator 10 ml

Vitamin karigimi 1 ml

B1 vitamini ana soliisyonu 1 ml

Distile su 1000 ml’ye tamamlandi.

Kullanilan tiim maddeler mgl™” veya (w/v) yiizde ile ifade edildi.1 litrelik MS
besi ortami hazirlamak i¢in 1 litrelik erlenmayer igerisine 500 ml distile saf su birakildi
ve lizerine belirtilen oranda sakkaroz eklendi, daha sonra yukarda belirtilen oranlar
sirastyla eklendi. MS ana soliisyonu (100 ml), MS mikroelementler-1 (10 ml), MS
mikroelementler-2 (1 ml), komplex kelator (10 ml), vitamin karisimi (1 ml) ve B;
vitamini ana sollisyonu (1 ml) erlen igerisine birakilip her birakilan madde ¢okelmeyi
onlemek i¢in ¢alkalandi. Daha sonra {izeri 1 litreye tamamlanmak {izere distile saf su ile
tamamlandi. Bitki biiyiime maddeleri (oksinler ve sitokininler) eklenip, ph; 0,1 M
NaOH ve 0,IM HCI ile 5,7veya 5,8’¢ ayarlandi. Besiyerini katilastirmak i¢in agar
eklenip, 20 yada 30 dakika, 15 PSI basing altinda otoklavda eritildi. Eritildikten sonra
besi ortami Magenta GA-7 kiiltiir kaplarina aktarildi ve besi ortami soguduktan sonra

eksplantlarin ekimi yapildi. Kapaklar kapatilarak parafinle sarildi ve biiylime odasina
birakildu.

3.3.2.2. Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Ve Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Bitki Biiyliime Diizenleyicilerinin (BBD) stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi igin,

bliylime maddelerinin ihtiya¢ duyulan miktarlar1 bir parca folyo i¢inde tartildi. Stok
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cozeltiler genelde mgl™” konsantrasyonlarinda hazirlandi. Tartimdan sonra 50 yada 100
ml temiz balon jojelere kiiciik magnetik karistiricilarla birlikte aktarildi. Her madde az
miktarlarda ( 5-10 ml ) 1 M KOH, ( TDZ, IPA, NAA, Picloram, NOA, ABA ig¢in ),
yada ( 5-10 ml ) HCI ( BAP, K, Zea, TDZ ve 2iP igin ) i¢inde ¢ozdiiriildii. Baz1
kimyasallar ise ( IBA, 2,4-D, 2,4,5-T ) alkolde eritildi. Eritilen BBD distile suyla 50
yada 100 ml’ ye tamamland.

Biiyiime maddeleri stok ¢ézeltileri 4 C* de buzdolabinda sakland: ve rutin olarak

her {i¢ haftada bir taze ¢ozeltiler hazirlandu.

3.4. Kullanilan Materyalin Sterilizasyonu

Antepfistig1 (Pistacia vera L.)’nin olgun tohumlarinin sterilizasyonu igin iyi bir
sterlant olan  %?20’lik sodyum hipokloriir (NaOCl) (Axion; %53 kloriir iceren)
kullanildi. Once antepfistigi (Pistacia vera L.)’min tohumlarmin sert kabuklari
catlatilarak cikarildi. %70’lik alkolde 30 saniye ¢alkalanarak on sterilizasyonu yapildi.
Daha sonra %:20’lik NaOCl’de 30 dakika shaker (¢alkalayici) da 100 rpm’de
calkalandi. On sterilizasyonu yapilan tohumlar, steril distile su ile 7 kez 5’er dakika

calkalanarak tohumlarin NaOCI’den arindirildi.

3.4.1. Kullamlan Materyalin Ekim Islemi

Tohumlar steril kurutma kagitlar1 {lizerinde pens yardimiyla daha onceden
hazirlanan MS besi ortam1 igeren Magenta GA-7 kiiltiir kaplarina aktarildi. Magenta
GA-7 kiiltiir kaplarina aktarilan tohumlar 2 giin besi ortaminda bekletilip daha sonra
%Co kaynagindan gama ismlari uygulanip getirilen tohumlar iizerlerindeki besi
yerinden arindirmak igin steril distile su ile ¢alkalanarak besi ortamindan arindi. Daha
sonra tohumlarin testasi steril kurutma kagidi tizerinde bir pens ve bistiirii yardimi ile
cikarildi. Kotiledonlariin yarisi kesilerek embriyonun oldugu kisim alinip, radikulanin
yonii alt tarafa gelecek sekilde MS besi ortamina aktarildilar. Tohumlarin ¢imlenmesi
icin kullamlan MS besi ortami 30 gl sakkaroz + 5.4 gl'agarla desteklendi. Besi

ortaminin pH’ s1 agar ilavesinden 6nce 5.7’ e ayarlandi.

3.5. Degerlendirme

3.5.1. Ol¢iim ve Gézlemler
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Calismalarda 6len yada canli kalan tohumlarin LDsy degerleri kiiltiirtin 14.
giiniinde rapor edildi. Bitkiciklerin morfolojik gelisimi kiiltliriin 3, 7, 14, 21 ve 28.
giinlerin sonunda rapor edildi.

3.6. Epiderma Hiicrelerinin incelenmesi

Bu calismada, in vitro ortamda gelisen eksplantlara gama 1sminin farkh
dozlarinin uygulanmasi sonucu meydana gelen, morfolojik degisimlerin yani sira
anatomik degisimleri de gozlemlemek icin Pistacia vera L.’nin yapraklarinin
hipodermis ve epidermisinden yiizeysel kesitler alindi ve mikroskop altinda incelendi.
Bunun i¢in, kontrol-1.66 Gy -3.33 Gy -6.66 Gy -10 Gy -13.33 Gy ve 16.66 Gy’lik
gama 1511 uygulanan Orneklerden jilet yardimiyla kesitler alinip, lam {izerine
yerlestirildi ve {izerine pastdr pipeti yardimiyla izotonik su damlatilarak 45°lik ag1
yapacak sekilde lamel kapatilip mikroskop altinda 100X40’lik biiyilitme ile epiderma

hiicrelerinin sayis1 ve sekli incelendi.

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Biitiin caligmalar tesadiif bloklar1 deneme desenine gore yapilmistir. Verilerdeki
degiskenligi hizli bir sekilde gormek i¢in biitlin ¢alisma sonuglarinin tanimlayici
analizleri yapilmistir Test edilen iglemler arasindaki 6nemli farkliliklar1 belirlemek i¢in,
faktoriyel veya non-faktoriyel deneylerden alinan veriler ANOVA'ya tabi
tutulmuslardir. Istatistiki onem goriilen islemler belirlendiginde ortalama veriler
arasindaki farkliliklar P = 0.05 seviyesinde (Duncan) #-testine tabi tutulmustur. Oransal
veriler durumunda Ki kare (x*) testi uygulanmistir.

Analizlerde asagidaki 6nemlilik seviyeleri kullanilmistir:

P> 0.05 = onemli degil
P <0.05 = Onemli
P <0.01 = ¢ok 6nemli

P <0.001 = oldukea ¢ok 6nemli
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4. BULGULAR
4.1. Antepfistigl olgun tohumlarimin cimlenmesine farkh %Co 1smlamalarmn
etkisi

Morfolojik Gozlemler

Tablo 1. “°Co kaynagindan uygulanan farkli dozlardaki gama ismlarmm Antepfistigi tohumlarmin

¢imlenmesine etkisi

Islemler Cimlenen Tohum(%) Cimlenmeyen Tohum (%)
Kontrol 95,0 5,0

1.66 Gy 79,1 20,9

3.33 Gy 69,0 31,0

6.66 Gy 66,7 333

10 Gy 62,2 37,8

13.33 Gy 53,4 46,6

16.66 Gy 36,4 63,6

X? (6df) P <0,05 P<0,05

Rakamlar kiiltiiriin 14. giiniinde en az 50 tohumun ortalamasini géstermektedir.

Tablo 1°de in vitro ortamda kiiltire alinan olgun antepfistigi tohumlarina *°Co
kaynagindan uygulanan farkli dozlardaki gama 1sinlar1 uygulanan parametrelerden elde
edilen sonugclar verilmistir.

14 giinliik kiiltiir sonucu kontrol grubundaki tohumlarin %95’inde ¢imlenme
gozlenirken, 1sinlama yapilan biitiin parametrelerde ¢imlenme oranmi diigmiistiir. Isin
uygulanan islemlerden en yiiksek ¢imlenme orani (%79,1) 1.66 Gy’lik 1s1nlama yapilan
tohumlardan elde edilirken, en diisiik ¢imlenme orani (%36,4) 16,66 Gy’lik 1sinlama
yapilan tohumlardan elde edilmistir. 13,33 Gy’lik 151n dozunda tohumlarin yaklagik
yaris1 ¢imlenmemistir. Buna gore, LDsy degeri radyasyon uyguladiktan 14 giin sonra
yaklasik 13,33 Gy’lik 1sinlama ile elde edilmistir. Kontrol grubundaki en yiiksek
cimlenme orani (%95) ve biitiin 1simnlama uygulanan parametrelerdeki ¢imlenme
oraninin diisik olmast bundan tohum {iizerine yapilacak caligmalardal3,33 Gy’lik
isinlama  dozundan daha diisilk seviyelerde 1sinlanmanin kullanilabilecegini

gostermektedir
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3.glinde; kontrol grubundaki biitiin tohumlarin radikulalarinda uzama ve
plumulalarinda ¢ok az gelisme ve kotiledonlarinda sisme ve primer kok gelisimi
gozlendi. 1.66 Gy uygulanan islemde radikula gelisimi ¢ok az ve plumulada gelisme
gozlenmedi. 3.33 Gy -6.66 Gy -10 Gy -13.33 Gy’de sadece radikulada uzama gozlendi
ve plumulada ¢ok az gelisme gozlendi. 16.66 Gy’de radikulada uzama az, plumulada

gelisim gozlenmedi ve kotiledonlarda kizarmalar gozlendi (Resim 1).

Resim 1: Antepfistigi tohumlarinin 16.66 Gy gama 1sinina maruz kalmasi sonucu kiiltiiriin 3. giiniinde

radikula, plumula ve kotiledonlardaki degisimler

7. glinde; kontrolde kok gelisimi iyi 2-3 adet yesil renkli yaprak belirgin olarak
gozlemlendi. 1.66 Gy’de yaprakta kismen kirmizilagma goézlendi ve kok gelisimi
kontrolden daha hizliydi. 3.33 Gy’de 5 eksplantta yaprak ayalar1 daha genisti. 7
eksplantta yapraklar ayasi daha dar, kisa ve kenarlarinda kirmizilagma ve nodlarda
yaprakeiklarin ¢iktigi gozlendi. 6.66 Gy’de 1 eksplantta radikula gelisimi olmamasina
ragmen ¢imlenme gozlendi ve bir yaprak kirmiziydi (Resim 2). 10 Gy’de 7 eksplantta
yaprak ayalar1 genis, leksplantta agilmamis yapraklar gozlendi. Diger fideciklerde
normal goriiniimde yapraklar olustu. 3 eksplantta yaprak kenarlarinda kirmizilasmalar
var. 13.33 Gy’de 4 eksplantta ¢ok az radikula gelisimi gozlendi. 4 eksplantta yaprak
gelisimi iyi 5 eksplantta yapraklar tam belirgin degil ve sararmalar gozlendi. 16.66

Gy’de radikula gelisimi ¢ok az plumula gelisimi az yapraklar dar, kiiciik yesil renkli
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bazilarin1 kenarinda kirmizi ¢izgiler ve siyah noktalar var. Bir tohumda radikula ve

plumula kendi {izerine sarmal yapmis olarak gozlemlendi.
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Resim 2: 6.66 Gy gama 1sinina maruz birakilan Antepfistig1 tohumlarinin gimlenmesinde 7. giiniin genel
goriiniisii
14. giinde; kontrol grubunda yaprak gelisimi iyi fakat yaprak ayalar1 dar ve
kiigiik. Baz1 eksplantlardaki yaprak gelisimi zayif (tohum kalitesiyle ilgili olabilir),
yapraklar kahverengi, bazi yapraklarin gelisimi iyi ve Ust taraftaki yapraklar daha
yogun ve yesil renkli, gbvde uzunlugu 1-2 cm arasinda ve sekonder kok gelisimi
gozlendi. 1.66 Gy’lik orneklerde iist kisimdaki yaprak gelisimin yavas ve kahverengi
renkliydi, alt kisstmdaki yapraklar yesil renkli ve daha iyi gelismistir. 3.33 Gy’lik
orneklerde govde besiyerine dogru biiyiimekte, géovde uzunlugu degismemisti ve
yapraklar agik yesil renkte, boylari daha kiiciik oldugu gozlendi. Yapraklar kirmizi
renkli ve nodlarda ikincil yapraklar ¢ikmakta, yapraklar tist kisimda yogunlagsmakta ve
yapraklarin rengi kahverengilesmekte, yaprak ayalar1 {ist iiste ¢ikmakta ve agilmamis
sekilde sarilmis yapraklar, alttaki yapraklar kahverengi dar ve iizerlerinde beyaz
noktalar var. Ust kisimdaki yapraklar kahverengi ve acilmamis Alt kisimdaki
yapraklarin morfolojisi bozulmus, nodlar da 3 yaprak ¢ikmis ve iist kisitmdaki yapraklar
daha koyu yesil renkte ve yaprak boyu 2 ile 2,5 cm arasinda gézlemlendi. 6.66 Gy’lik
orneklerde yaprak ayalarinin tizerinde kirmizi noktalar var. 1.ve 2. nodda ikili yapraklar

cikmakta ve alttaki yapraklar kahverengi gozlenmekte. Yaprak ayalar1 parcali ve yaprak
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ayalarinin iizerinde siyah noktalar var (Resim 3). Morfolojik degisiklikler gozlenmekte
ve alttaki yaprak ayalar1 ¢cok genis. Yapraklar yesil ve catalli, uclart kirmizi renkli ve
yaprak ayalar1 genis, nodlarda ikili yapraklar ¢ikmis, dar yaprakli, kahverengi ve gévde
uzunlugu 0,5 ile 2 cm arasinda gézlemlendi. 10 Gy’lik eksplantlarda yapraklar genis ve
biiyiik, yapraklarda kirmizilasma baglamis ve ucglart koyu kirmizi nodlarda ikili
yapraklar ¢ikmus, listeki yapraklar kahverengi ve agilmamis alttaki yapraklar dar ve
kiigtik. 13.33 Gy’lik 6rneklerde yapraklar koyu yesil ve uglar1 kirmizi alttaki yapraklar
gelismemis yapraklar dar, agik yesil ve alt kisimda yogunlasmis tstekiler daha genis
yaprakli, yaprak orta damarinda kahverengilesme var. Yaprak gelisimi iyi kenarlar
kivrilmis ve yaprak kenarlarinda sararma var. Yaprak kenarlari ¢atalli kirmizilagsma var
alttaki yapraklar kirmizi tlizerlerinde beyaz noktalar var. Yapraklar kiiciik parcali
kenarlar1 kivrik yesil renkli, gévde uzunlugu 1-1,5 cm arasinda gozlemlendi. 16.66
Gy’lik 6rneklerde yapraklar kiigiik, dar, kalin ve kenarlar1 siyah, ¢ikan yeni yapraklarin
arkasinda cikintilar var, yaprak tam acilmamis, kenarlar ¢atalli, ince ve yesil renkli,
nodlar aras1 uzamis, bazi eksplantlarda beyaz renkli ince ve uzamamis ¢ikinti seklinde

yapraklar  var, govde wuzunlugu 0,5 ile 1 ocm arasinda gdzlendi.
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Resim 3: Antepfistigi tohumlarinin 6.66 Gy gama isinina maruz kalmasi sonucu yaprak morfolojisinde
kiiltiiriin 14.gliniindeki goriiniisii

28. gilinde; kontrolde yaprak gelisimi iyi fakat yaprak ayalar1 dar ve kiigiik.
Yapraklarin gelisimi iyi ve st taraftaki yapraklar yesil renkli. 1.66 Gy’lik 6rneklerde

iist kisimdaki yaprak gelisiminin yavag ve besin eksikliginden dolay1 yaprak renginin
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sartya doniisimii gozlendi. Govde uzamasi kontrolden daha fazlaydi. 3.33 Gy’lik
orneklerde govde besi yerine dogru biiylimeye devam etmekte ve yapraklarin boylar
daha kiiciik ve acik yesil renkliydi. Yapraklar kirmizi renkli ve nodlarda ikincil
yapraklar gelismis, yapraklar kahverengilesmektedir. 6.66 Gy’lik orneklerde yaprak
ayalarinin iizerinde kirmizilagmalar var, alttaki yapraklar kahverengi, yaprak ayalar
parcali ve iki yaprak ayasi birlesmisti. Alttaki yaprak ayalari ¢ok genis ve yaprak
filotaksisinde degigmeler gdzlemlendi ve gdvde boyu kontrole gére daha kisaydi ve
govde boyu 0,5-1,5cm arasindadir. 10 Gy’lik 6rneklerde yapraklar genis ve biiytik,
yapraklarda kirmizilasma baslamig ve uglart koyu kirmizi nodlarda ikili yapraklar
cikmus, tlisteki yapraklar kahverengi ve acilmamig alttaki yapraklar dar ve kiiciik,
yapraklarin kenarlar1 ¢atalli, govde besi yerine dogru gelismektedir ve gdvdenin rengi
kirmiziydi. Govdenin {ist kismindaki yapraklarda kiigiilme gozlendi. 13.33 Gy’lik
orneklerde yapraklar koyu yesil ve ug¢lart kirmizi ve diger yapraklarda sararmalar ve
kahverengilesmeler gozlenmis ve gdvde boyu 0,5-1,5 cm arasinda degismekteydi.
16.66 Gy’lik orneklerde yapraklar kiiclik, dar, kalin ve kenarlar1 siyah, ¢ikan yeni
yapraklarin arkasinda ¢ikintilar var, gévdede uzama yok, govde boyu 0,5-1 cm
arasinda, nodlar aras1 daha ¢ok uzamis ve nodlarda ¢ok sayida yaprak ¢iktigi ve yan

siirgiin gelisimi de gozlemlendi (Resim 4).

Resim 4: 16.66 Gy gama 151n1 uygulanan Antepfistigi tohumlarindan gelisen fideciklerin kiiltiiriin

28.gliniinde genel goriiniisii
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4.1.1. In vitro ortamda cimlendirilen fidelerden alinan siirgiin gelisimine % Co’m

etkisi.

Tablo 2. Farkli “’Co kaynagmim farkli dozlarinda gama ismlarmm BAP’li ortamda proliferasyonuna

etkisi.
BAP Yaprak Sayisi Siirgiin Sayisi Siirgiin Uzunlugu
Konsantrasyonu (cm)
mg I
Kontrol 6,667+0,564 (bc) 1,500+0,161 (c) 2,909+0,311 (a)
(1,00-11,00) (0,50-3,00) (1,00-5,00)
1.66 Gy 8,177+0,883 (a) 2,000+0,276 (ab) 2,625+0,279 (ab)
(1,00-14,00) (1,00-4,00) (1,00-5,00)
333Gy 6,250+0,37 (cd) 2,215+0,248 (ab) 1,866+0,290 (c)
(3,00-8,00) (1,00-4,00) (0,50-5,00)
6.66 Gy 7,562+0,701 (bc) 2,416+0,416 (a) 2,281+0,302 (bc)
(3,00-15,00) (1,00-6,00) (0,50-5,00)
10 Gy 7,350+0,668 (ab) 1,727+0,237 (bc) 2,088+0,327 (c)
(4,00-13,00) (1,00-3,00) (0,50-5,00)
13.33 Gy 6,062+0,543 (cd) 1,6.66+0,244 (c) 1,892+0,287 (c)
(2,00-9,00) (1,00-2,00) (1,00-5,00)
16.66 Gy 5,56240,508 (d) 0,968+0,140 (d)
(2,00-8,00) (0,50-2,00)

Ortalama deger + standart hata. Mimimum-maksimum degerler parantez i¢inde verilmistir.

Veriler kiiltiiriin 28. giiniinde en az 50 eksplantin ortalamasini gosteriyor.

1.66 Gy uygulanan eksplantlarda en fazla yaprak elde edildi. Ancak, bu oran 10

Gy isleminden istatiksel olarak Onemli olmamakla birlikte, test edilen diger biitiin

gruplardan daha fazla sayida yaprak olustu.

Siirglin sayis1 bakimindan 6.66 Gy uygulanan eksplantlarda en fazla sayida

siirglin elde edildi ve bu oran kontrol grubuna gore istatiksel olarak 6nemli ve daha

fazla sayida siirgiin verdi.

Siirgiin uzunlu7gu bakimindan en iyi sonug¢ kontrol grubundan elde edildi. Bu

sonuglar gosteriyorki ®*Co farkli dozlar siirgiin proliferasyonada etkili olmustur. Yeni

gelisen siirglinlerde boylar daha kisa olurken siirglin sayis1 ve yaprak sayilarida 10
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Gy’lik doza kadar artisa neden olurken, 10 Gy’nin iizerindeki uygulamalarda yaprak
sayis, slirglin sayis1 ve siirgiin boylar1 azalmistir.

Bu deneyde in vitro ortamda ¢imlendirilen tohumlardan gelisen 14 giinliik
siirgiinlere  °°Co kaynagimmin farkli dozlarinin proliferasyonlar: {izerine etkisini
gdzlemlemek icin yapildi. 1-1,5cm arasindaki eksplantlar 30gl™” sakkaroz, 1mgl”' BAP
ve 5,4gl™" agar iceren MS besi ortaminda kiiltiire alindi. Kiiltiiriin 28. giiniinde siirgiin
sayis1, siirgiin uzunlugu ve yaprak sayisi rapor edildi. Sonuglar tablo 2’de verildi./n
vitro ortamda ¢imlendirilen tohumlardan elde edilen siirgiinlerin farkli gama 151
uygulanan ortamda 28. giindeki morfolojik gozlemleri; kontrol grubunda alt kisimda
acik yesil renkli yapraklar yogunlasirken, tisteki yapraklar koyu yesil ve dardir. 1.66 Gy
uygulanan eksplantlarda, iistteki yapraklar ince ve koyu yesil olup; yeni c¢ikan
siirglinlerdeki yapraklar yesil, yaprak ayasi dar ve uclar1 kahverengilesmis. Eski
yapraklar kahverengilesmis yer yer kirmizi ve kurumalar var, yaprak ayasi dar, yaprak
damarlarinin dizilis yonii farklilasmis, yaprak kenarlar1 ovalimsi ve ¢atallasmis, govde
acik kirmizi, nodlar arasinda uzama ve gévde uzunlugu artmis olarak gozlemlendi. 3.33
Gy’lik orneklerde, yeni ¢ikan yapraklar genis ve kirmuzi, eski siirgiindeki yapraklar
kahverengi olmus ve uglar1 kirmizi, yaprak ayasi dar, yeni siirglindeki yapraklarin
uclart kirmizi bazilarinda yaprak tamamen kirmizi ve ayalar1 genis, orta damarda ve
iizerinde siyah noktalar var alttaki yapraklar dar, koyu yesil, orta damar kirmiz1 ve
bozulmus, siirgiinler fazla gelismemis ve uglart kirmizi olarak gézlemlendi. 6.66 Gy’lik

orneklerde, kok gelisimi gdzlendi (Resim5).
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Resim 5: Antepfistig1 siirgiinlerine uygulanan “’Co kaynagindan 6.66 Gy gama 1smmim BAP’li ortamda
kok gelisimi.

Yapraklarin seklinde catallasma, kalpsi ve dar yapraklar hakim, yaprak ayalarinda
birlesme ve nodlar arasinda uzama goriildi

Alt kisimda ise genis, c¢atalli yapraklar gozlendi. Yaprak renginde ise; tist
kisimdaki yapraklar koyu yesil lizerlerinde siyah ¢izgiler mevcutken, alt kisimda ise
kirmiz1 ve kenarlar1 kahverengi yapraklar gozlendi. Yeni stirgiindeki yapraklar kirmizi
renkliydi ve bazilarinda orta damarda kahverengi noktalar vardi. Eski siirglindeki {ist
kisimdaki yapraklar kurumus olarak gozlemlendi. Yaprak filotaksisinde degismeler

gozlendi (Resim 6).
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Resim 6: Antepfistig1 siirgiinlerine uygulanan “’Co kaynagindan 6.66 Gy gama 1simmm BAP’l1 ortamda

yaprak filotaksisinde ve nodlardaki degisimler

En fazla siirgiin gelisiminin 6,66 Gy’lik gama 151n1 uygulamasi sonucu meydana geldigi
gdzlemlendi.Antepfistig siirgiinlerine uygulanan “°Co kaynagindan 6.66 Gy gama
1isininin BAP’li ortamda  yaprak morfolojisindeki degisimler ve nodlar arasindaki
kisalmalar gozlemlendi 10 Gy’lik eksplantlarda, yaprak ayasi genis ve kenarlar
kirmizi, kivrilmis sekilde gézlemlendi (Resim 7), iisteki yapraklar kurumus ve kiiglik
olarak gozlemlendi. Yeni siirglinler agik yesil, kivrik sekilde bliylimekte ve orta damar
kirmizi. Gévde kalin ve kirmizi renkli, yapraklar alt kissmda yogunlasmis, yaprak

kenarlar1 kesik ve koyu yesil olarak gdzlemlendi.
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Resim 7: Antepfistig1 siirgiinlerine uygulanan “’Co kaynagindan 10 Gy gama 1sininin BAP’li ortamda

yaprak morfolojisindeki anormal degisimler.

13.33 Gy’lik eksplantlarda, alttaki yapraklar ince ve yaprak ayasi dar, koyu yesil iken;
istteki yapraklar acik yesil ve kalpsi sekilde, damarlanma yapisinda farklilik
gozlemlenip, govde kirmizi tstteki yapraklar kalpsi sekilde ve bazi yapraklar ¢ok

biiyiik kahverengi ve kirmizilasmalar gozlemlendi. Baz1 eksplantlarin kavrengilestigi

gozlendi (Resim 8).
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Resim 8: Antepfistig1 siirgiinlerine uygulanan “Co kaynagindan 13.33 Gy gama 1sminin BAP 1 ortamda

eksplantlarin kuruma olay1.

4.1.2. in vitro ortamda Antepfisigi tohumlarina uygulanan ®Co kaynagindan
farkh dozlardaki gama isinlarinin gelisen siirgiinlerdeki yapraklarin epidermis

hiicrelerine etkisi

Tohumdan gelisen siirgiinlere “’Co kaynagindan 1.66 Gy-3.33 Gy, 6.66 Gy, 10
Gy, 13.33 Gy, ve 16.66 Gray’lik gama 1511 uygulamasi sonucu yapraklardaki
morfolojik degisimlerin yani sira anatomik degisimleri de gézlemek i¢in, yapraklarin
ylizeysel kesitler incelendiginde; kontrol grubu bitkisi {ist ylizeyden alinan kesitlerde,
epiderma hiicreleri ¢cokgen seklinde, yap-bozu andirir tarzda dizilmistir (Resim 9).
Kontrol grubu bitkisi alt ylizeyden alinan kesitlerde; epiderma hiicreleri iist ylizeyde
biliylime gosterdigi gozlendi (Resim 10). 16.66 Gy’lik uygulama sonucu yapraklarin iist
ylizeyinden alinan yiizeysel kesitlerde; epiderma hiicreleri paralel dizilme gostermeye
baglamis ve kenarlar1 diizlesmis olarak gozlenmistir (Resim 11). 16.66 Gy’lik
uygulama sonucunda yapraklarin alt yiizeyinden alinan kesitlerde; epiderma

hiicrelerinin kii¢iildiigii ve epiderma hiicrelerinin sayisinin attigi gozlendi (Resim 12).
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Resim 10: Gelisen siirgiinlerin yapraklarinin alt epidermis hiicreleri ve stomalarin goriiniisii (kontrol)
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Resim 11: 16.66 Gy uygulanan tohumlardan gelisen siirgiinlerin yapraklarmin iist epidermis hiicreleri ve

stomalarin goriiniisii

Resim 12: 16.66 Gy uygulanan tohumlardan gelisen siirglinlerin yapraklarinin alt epidermis hiicreleri ve

stomalarin goriiniisi.



39

5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada antepfistigi (Pistacia vera L.) olgun tohumlarinda optimal
1sinlama seviyesi ve LDso degeri tespit edildi ve yapay mutasyon olusturma ¢aligmalari
baslatilmis oldu.Ancak test edilen islemler az tekrarli olunan bu tiirlin yapay
mutasyonla 1slah programi baslatilmasi i¢in test edilen parametredeki daha genis bir
aralikta yeniden test edilmesi gerekir. Tohumla in vitro ortamda yapilan ¢aligmalarda
elde edilecek sonuglar iirlin veren agaclarda yapilacak ¢aligmalar icin bilgi ve tecriibe
kazanilmasmna neden olacaktir. Ancak Oncelikle tohumda yapay mutasyon
caligmalarinin tamamlanmasi1 gerekir.Bunun i¢in farkli Gy dozlarinda iiretilen
fideciklerin aklimitize edilip periyodik olarak kontrol gruplari ile gelismelerinin rapor
edilmeleri ve ploidi seviyeleri ve DNA dizi analizleriyle bitkilerdeki degisimler rapor
edilmelidir.

Doku kiltiirii teknikleri ile birlikte kullanilan mutajen uygulamalari ile 1slah
caligmalarinda onemli ilerlemeler saglanabilir. Ornegin celtik anterlerine uygulanan
diisiik 151n dozlarinin anterlerde kallus olusumu ve gelisimi iizerinde etkili oldugu ve
kontrole gore daha yiiksek miktarda bitki rejenerasyonun gerceklestigi belirlenmistir
(Daochuan, 1982).

Avakado, mango, portakal, tangerin ve guava gibi odunsu bitkilerde yapay
mutasyon c¢alismalar1 yillar 6nce baslatilmis ve yeni ¢esitleri elde edilmeleri igin
basarili sonuglar elde edilmistir (Working Material, (2003)).

Bilindigi gibi mutasyonlar bitki 1slahinda tamamlayict bir ara¢ olarak
kullanilmaktadir. Mutasyonlarin bir diger avantaji da; gelistirilen 6zellik ortaya
ciktiginda c¢esidin temel genotipinde ¢ok az bir degisimin meydana gelmesidir. Bu
calisma, daha dnce mutasyonla bitki 1slah ¢aligmalarinda antepfistig1 hi¢ kullanilmadig:

icin bundan sonra yapilacak olan ¢alismalara kaynak olacaktir.
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7. TABLOLARIN LISTESI

Tablo 1. Co-60 kaynagindan uygulanan farkli dozlardaki gama isinlarinin Antepfistigi
tohumlarinin ¢imlenmesine etkisi.
Tablo 2. Antepfistig1 siirgiinlerine uygulanan Co-60 kaynagindan farkli dozlardaki gama

1sinlarinin BAP’l1 ortamda proliferasyonuna etkisi.
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8. RESIMLERIN LiSTESI

Resim 1: Antepfistigi tohumlarinin 16.66 Gy gama isinina maruz kalmasi sonucu kiiltiirtin
3.glinlinde radikula, plumula ve kotiledonlardaki degisimler.

Resim 2: 6.66 Gy gama 1sinina maruz birakilan Antepfistig1 tohumlarinin ¢imlenmesinde 7.
giiniin genel gortiniisii.

Resim 3: Antepfistig1 tohumlarinin 6.66 Gy gama 1s1nina maruz kalmasi sonucu yaprak
morfolojisinde kiiltiirlin 14.giliniindeki goriiniisii.

Resim 4: 16.66 Gy gama 1511 uygulanan Antepfistigi tohumlarindan gelisen fideciklerin
kiiltiirtin 28.gilintinde genel goriiniisii.

Resim 5: Antepfistig siirgiinlerine uygulanan ®°Co kaynagidan 6.66 Gy gama 1sminin
BAP’l1 ortamda kok gelisimi.

Resim 6: Antepfistig1 siirgiinlerine uygulanan “°Co kaynagindan BAP’li ortamda yaprak
filotaksisinde ve nodlardaki degisimler

Resim 7: Antepfistig: siirgiinlerine uygulanan ®’Co kaynagindan 10 Gy gama 1smmin BAP’li
ortamda yaprak morfolojisindeki anormal degisimler.

Resim 8: Antepfistigi siirgiinlerine uygulanan ®“’Co kaynagindan 13.33 Gy gama 1smimin
BAP’l1 ortamda eksplantlarin kuruma olay.

Resim 9: Gelisen siirgilinlerin yapraklarin iist epidermis hiicreleri ve stomalarin goriiniisii
(kontrol).

Resim 10: Gelisen siirgiinlerin yapraklarinin alt epidermis hiicreleri ve stomalarin goriiniisii
(kontrol).

Resim 11: 16.66 Gy uygulanan tohumlardan gelisen siirgilinlerin yapraklarinin iist epidermis
hiicreleri ve stomalarin goriiniisii.

Resim 12: 16.66 Gy uygulanan tohumlardan geligen siirgiinlerin yapraklariin alt epidermis

hiicreleri ve stomalarin goriiniisi.
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