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I- GIRIS :

Bir hdcreli organizmalar, bash basina birer hicre ola-
rak yagsamlarini sUrddrddklerinden beslenme, bosaltim, dreme
gibt organlarin aym hucrede toplandi§) bilinmektedir. Halbuki
¢ok hucreli organizmalarda degisik oOdevler i¢in farklilasmis
hacre ve dokular mevcuttur. Bu durum karsisinda $oyle bir soru
akla gelebilir: Cok hucreli bir organizmada farkli goérevier i¢in
degisiklige ugramis bir hilcrenin ddevierinin simirhilik derecesi

nedir?

iste bu soruyu cevaplandirmak 1¢in ¢ok hucreli bir
canhidan  hdcrelerin  ayriimas)  ve  bunlarin  yasamlarini
sUrddrebilmeleri f¢in gereksinme duyduklari bir besi ortamina
yerlestirilmeleri gerekir. Boylece doku kultlrleri ddsUncesi or-
taya ¢ikmistir,

Doku kdltUrleri dlgUncesinin ortaya c¢ikisindan (1)
buglne kadar, bitki doku kuUltUrleri sayesinde, dedigik bitkilerin
organ ve hucrelerinin farkly beslenme ortamlarindaki invitro
olarak kdltlre alinmasiyla gelistirilen tekniklerle "Biyoteknolo-
ji" alaninda bUyUk flertemeler kaydedilmistir,

Bitki doku kdlturleriyle ilgili 1k g¢alismalar HABER-
LANDT(1) ile baslamissada basarilibir sonug elde edilememistir.
Bundan sonra BOBILIOF-PREISSER (2), KNUDSON (3), THIELMANN
(4,5,6), CZECH (7), KUNKEL (8), KEMMER (9), PFEIFFER (10), GAUT-
HERET (11,12,13) Gibi birgok arastiricilar da aym ¢alismalari ye




niden ele almislarsa da HABERLANDT'tan (1) daha basarili ola-
mamiglardir. Fakat bu gekilde doku kdltdrleri mefhumu ortaya
cikmistir.

GAUTHERET (14) bazi havu¢ doku kolonilerine ait
hicrelerin |AA etkisiyle ayristiklarini ve vyine bunlardan bir
kisminin  boldnme vyeteneginde olduklarint kaydetmistir. MOREL
(15) witis (UzUm) crown-gall doku kaltUrierinden ayrilan
mistakil hidcrelerin plre gordnimld kolonilerini gézlemistir. ilk
kez MUIR ve ark. (16) izole edip kare seklindeki bir filtre
kagidinin Gzerine yerlestirdikleri hucreleri bir besi dokusu
Uzerine koyarak hucre bolunmelerini ve bu sekilde olusan toplu-
luklarin besi dokularindan yoksun olan besi ortamlarinda ge-
listiklerini gOstermiglerdir. TORREY (17) ilk kez bir kaltdr
pargas! igeren sivi bir besi ortamina yerlestirmis mustakil bir
bezelye hidcresini mikroskop altinda gdzlemistir. JONES ve ark.
(18) ana dokudan ayrilmis tdtun hdcrelerini inceleme yoluna
gitmislerdir. Nihayet LUTZ (19) bir hafta dnceden MURASHIGE ve
5KOOG (20) ¢o6zeltisine konulan besi dokulari yardimiyla
olusturulan sartiandiriimis besi ortamlarina birbirinden ayriimis
hidcreleri yerlegtirerek % 70 randimanli bdlinmeler ve neticede
bir hicre koékenli bir ¢ok arasgtirmalar gergeklestirmistir.

LUTZ'Un(19)hicre izole etme yontemlerini aynen uygulayan
MOURAS (21) Daucus carota (havug) suslarinda olusturdugu emb-

riyolarm bir veya gok hlcre kokenli olup olmadiklarini



arastirmistirKeza BASARAN (22), LUTZ 'Un (19) ydntemleriyle
Nicotiana tabacum [ ,var -~ P 19" (tutun) kaitdrierini
inceleme sirasinda tdtldn govde pargalarint kdltUre aildiktan 30
ay sonra ana sustan ayirdigi hucrelerden olusturdugu bitkilerin
normal olduklarint saptamis ve bodylece ana suslarda bulunan
hucrelerin basglangigtaki 0zelliklerini aynen koruduklarint veya
sonradan normal tomurcuklar veren hucreler olustugunu ileri
surmustur.

Her ne kadar bitki doku kaltUrleriyle ilgili ¢aligmalar
bitki hdcrelerinin kdltdre alinmasiyla baslamigsa da basarih in
vitro arastirmalar organ kdltdrleriyle devam etmistir. WHITE
(23) WNicotiana glauca x Nicoliana Jlangsdorffi7 (titan)
melezinin tUmorld dokularini sivi besi ortamlarinda kdlture
glarak tomurcuklar elde etmistir. Bunun ardindan GAUTHERET
(24) Ulmus campestris (karaadag¢) kaltUrlerinden tomurcuklar
elde etmistir. Aym gekilde SEGRETAIN (25) WNicotiana (tutdn)
govde pargalarinda benzer sonuglar ortaya koymustur.

Bu sekilde yapilan in vitro g¢alismalarin tam olarak
istenen duzeye ulagsamamasinin nedeni, bitkilerin gereksinim
duydugu komple bir besi ortaminin kesfedilememesidir. Nitekim
SKOOG (26) Nicotiana (tatan) tdrleri Uzerinde g¢aligmalar
yaparak, organ verme olaylarinin kimyasal yolla kontrol altina
alinma olanaklar1 arastirmistir. SKOOG VE TSUI (27) adeninin
Nicotiana  (tutun) doku kdltdrlerinde tomurcuk verimini
artirdigim  gozlemiglerdir. Bunun ardindan JACQUIOT (28)



Uimus campesiris (karaagag¢) dokularinin kambiyum taba-
kasinda tomurcuk elde etmede meso-inositol ve adedinin etkili
oldugunu gdstermistir. Bilahare organ verimine etki eden bitki-

sel hormonlar arastiriimaya baslanmistir. DAS ve ark. (29) W/-
cotiona (LUtun) govdelerinin 6z bdlgelerini oksin ve Kinetin

jceren besi ortamlarinda kOltdre aldiklarinda, bélunmeler ol-
duguny gozlemiglerdir. Bu  gekilde arastirmalar  yodunlagirken
SKOOG ve MILLER (30) oksin kinetin karisiminin yalnizca hicre
bolunmesinde  etkili olmadigim, ayn1 zamanda organlarin
olusumuna ve bu hormonlarin birbirine gore farklt yogdunluklar
seklinde bir arada kullaniimasi, organlagsma durumunun gerek
kOk ve gerekse tomurcuk verme yonune dodru kaydirilabilecegint
de belirtmislerdir.

BUtin bu gelismelerden sonra WU (31), MURASHIGE VE
SKOQG (20) ¢dzeltisinin makro ve mikro elemanlariyla, 4 mg /
L IAA ,2 mg /L Kinetin ,4 mg /L 24 -D ve % 10'luk Hindis-
tan cevizi s0tdnd kullanarak embriyo olusumunun son evresi
olan Camelia sinenséis Kotiledonlarindan itibaren tomurcuklan-
manin ve neticede bunlarin gelismesiyle komple bir gay bitkisi-
ni olusturmuslardir,

in vitro ¢alismalar 1958 'li yillarda embriyo olusturma
yonune kaydiriimistir.GUHA ve MAHESHWARI (32)Datura JInnoxila
'mn (Boru ¢igeqi) erkek organlarim k{ltdre almak suretiyle
androgenik embriyolar olusturmuslardir. HALPERIN ve  WETHE-
RELL (33) oksinlerin, sitokininlerin ve azotun embriyo olusumunda
¢ok 8nemli bir rold oldugunu belirtmislerdir. BASARAN (34) ise
Nicotiana tabacum L. Cv. S7Tirt(siirt tatind) pistilerini degigik



sayida anterle kUitUre alarak yani anterlerdeki IAA'y1 pistillere
etki ettirerek, embriyo olusumlarinin  degigik  safhalarini
gozlemistir.

[}

Kaltdr  ortaminda  kullanilan  hormonlarin  dnemini
karsilastirmak ve konsantrasyonlarini belirlemék i¢in degisik
calismalar yapilmistir. Bunun igin STUART ve ark (33) /Aedr-
cago (yonca) embriyo kdltlrlerinde dUsUk konsantrasyonlarda
2.4-D kullandiklarinda az sayida somatik embriyo
olusturmatarina ragmen elde edilen embriyolarin kalitesi ve
¢imlenme yUzdesinin daha yUksek oldudunu belirtmiglerdir.
Ayrica LAZZERI ve ark. (36) NAA igeren ortamda Urettikieri
soya fasulyest embriyolarinin 2.4-D igeren ortamda
Uretilenlerden daha iyi gorUndiklerini tespit etmisglerdir.

in vitro ortamda bitkilerin degisik organlarindan itiba-
ren komple fertler Uuretip, morfolojik O_zelliklerini incelemeye
¢galisan BASARAN ve ark. (37,38 ) 2.4-D, IAA ve Kinetin kul-
lanmak suretiyle WNicotiana tabacum [. var P 797 (Tutin)
govde  pargalarindan  gelistirdikleri  bitkilerin ~ morfolojik
Ozelliklerini incelemisler ve 1lk bu gekilde iki tip bitki elde
etmiglerdir. Bunlardan normal gordnenlerin steril, anormal bir
morfolojik yapida bulunanlarin ise %80 fertil olduklarini sap-
tamiglardir. JOHRI ve SEHGAL (39) Anethum graveolens (Dere
otu ) bitkkisinin ovulumundan itibaren in vitro embriyolar elde

etmislerdir.



In vitro kdltdr ortaminda kullanilan bazi maddelerin
gnemine deginmek amaciyla yapilan ¢alismalarda HAVRANEK ve
VAGERA (40) WNicotiana (tatun) anterlerini kGltlre alirken,
kaltdr ortamina 27.8 mg/L konsantrasyonunda FeS04.7H,0 ilave-
siyle embriyolar elde etmislerdir. Ayrica ARMSTRONG ve GREEN
(41) Zea mays (misir) embriyo KdltUrlerinde, DATA ve WEN-
ZEL (42) 7Triticum aestivum (Budday) embriyo kdltUrlerinde

ortama Prolin  ilave  ettikierinde, embiyo  olusumunun
hizlandigint goézlemislerdir. Bunun yaninda FINER ve NAGASAWA
(43) Soya fasllyesi embriyo kQltUrierinde Glutamin veya As-
pargin  kullandiklarinda  embriyo  olusumunun  durudugunu
gézlemiglerdir. Buna kargihik, KINNERSLEY ve HENDERSON (44)
Daucus carota (Havug), OBENDORF ve SLAWINSKA (45) Soya
fasUlyesi embriyo kuUltdrlerinde sakkaroz vyerine maltoz kul-
landiklarinda embriyo olusumunun arttigini géziemislerdir.

Bitki doku kuditdrleri c¢aligsmalarinda verimi artirmak
icin birgok etkill metotlar tatbik edilmistir. Ornegin, anter
kditUrlerinde kullanilan metotlardan birt de g¢igegi kultdre al-
madan oOnce on soduklama iglemine tabii tutmaktir. Bu
yontemin o6zellikle tahillarda etkillt oldudu saptanmigtir. Nite-
kim SUNDERLAND ve ark. (46) Hordeum (Arpa), TSAY ve ark.
(47) Zea mays (Misir), MARSOLAIS ve ark. (48) Triticum
aestrvum (Bugday), WENZEL ve ark. (49) Secale cereala
(Cavdar), CHEN ve ark. (50) Oryza Sativa (Piring) anter
kUltdrlerinde embriyolar elde etmek i¢in, gigekleri 72 saat ile 4
hafta sireyle (+4)-(+10) 9C ta bekleterek embriyo sayisinin
artigini saptamisglardir.
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1970° 11 yillarin sonlarina kadar yaptlan bitki doku
kaltarieriyle = flgiti - ¢cahgmalarin  daha ¢ok otsu bitkilerde
yoguniastigin goruyoruz. Agaglarda vejetatif ¢ogJalama ve or-
ganogenez Ozerindeki ¢alismalara bu yillardan sonra tanik
oluyoruz. DIALLO ve DUHOUX  (51) organlasmis  bitki
pargalarindan itibaren vejetatif yolla bitkiler yetistirmek
(microprogasyon) amaciyla, jelozlu ortamda
cimlendirdigi £wucalyptus camaldulensis (Okaliptus) tohum-
larindan elde ettikleri fidelerin hipokotil bdlgelerini kultdre
alarak bir sene zarfinda bir tomurcuktan 10'3 ten fazla
sayida koklenmeye hazir fideler elde BL~
miglerdir.Besleyici ortama regulatér madde olarak NAA
ve BAP kullanmiglardir.Yine ayni yontemieri kullanan DAVIES
ve DUHOUX (52) Acacia albida (Akasya) 'nin ¢enek yaprak-
larina ait tomurcuklari kUltdre alindiktan 1 ay sonra ¢ok
sayida surgun ve bu surgunleri de koklendirmek suretiyle kisa
bir sUrede ¢ok sayida fidan elde etmiglerdir.

Goruldugu gibi  agaglarda yapilan in  vitro kultdr
calismalarinda genellikle meristemler kullamimistirMeristemlerin
,teorik olarak bitklerin hayatlari boyunca bdlinebilme o6zelliklerini
tasimakla, bitkilerin gelismesinde kapital bir rol oynarlar.Bu hicre
ve dokular kullamImak suretiyle uygulanan in vitro g¢alismalarin
ayn1 zamanda bir gok avantajlar da vardir: Nesli tukenmekte olan
materyallerin saklanmasi ,bitkisel materyallerin hastahiklardan
arindirilmasi, materyalin besin gereksiniminin saptanmasi, gen ak-
tarim gibi faaliyetierdir.
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ROMBERGER ve ark. (53) Piceave Abieste ,BEKKAOUI ve ark.
(54) psevdotsuga menziesi7 meristemlerini kdltUrde Uretmiglerse
de, yash agaglarda pek iyi sonu¢ alamamislardir.Bunun yaninda WALKER
ve ark.(S5) Sequoia sempervirens (sekoya) ve Pinus pinaster(gam)
qn 0,3-0,5 mm uzunlugundaki meristemlerini kUlturde yetigtirmenin
mumkun oldugunu géstermiglerdir.

in vitro ortamda bitkilerin herhangi bir doku veya organindan
itibaren geligtirilen fideleri koklendirmek bazen sorun olmustur.Fakat
KEVERS ve ark. (56) Fuchsia hybrida(kipe ¢icedi ) bitkisinin degisik
organtarin kultlre alarak ,elde ettikleri 1 cm boyundaki fideleri 1 mg/L
BAP ve 0,1 mg/L NAA igeren bir besi ortamina aktarmak suretiyle ,20
gun igerisinde koklu fideler elde etmiglerdir.Yine ayni sekilde BERTHON
ve ark. (57) Segquoiadendron griganteum (sekoya) fidelerinden mik-
ropropagasyonla % 50 randimanli koklu bitkiler elde etmede NAA ve
BAP kullanmiglardir.Keza BERTHON ve ark. (58) segoiadendron gigan-
teum (sekoya) kultlrierinde ,filtre edilmis NAA'min 1.5 x 1074 Mk
konsantrasyonunda koklenme yuzdesinin en yUksek oranda oldugunu sap-
tamislardir. GASPAR ve ark (59) Coniferlerde yaptiklari ¢aligmalarda
IBA ve NAA'nIn kdklendirmeyi tegvik ettigini gostermislerdir.

Mikropropagasyonun ,yukarida dedindigimiz 0Ozelliklerinden
bagka bir amaci da geng¢lestirme islemini gergeklestirmektir.Nitekim J
DORENBQOS (60) Hedere helix'in geng bir bitki organi Uzerine duvar
sarmasi§inin yash bir meristemini agiladiginda apikal meristemin yeni-
den genglestigini gormustir.Yine aym gekilde FRANCLET (61) £fucalyp-
tus camaldulensis'i (Okaliptus) genglestirmede uyumsuzliuk risklerini
minimuma indirgemek i¢in, tohumlardan elde ettigi 4-6 aylik anaglarin
Uzerine 83 wyasindaki agacin tomurcugundan aldigyr asi1 pargalarini
asilayip yetistirmekle genglestirmeyi saglamistir.
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Gordldugd gibl genglestirme amaciyla yapilan asilama
iglemleri ayni zamanda vejetatif ¢gogalmanin bir
seklidirler,Yalmz, astlama iglemlerinde bir takim uyumsuzluk
risklerini ortadan kaldirmak i¢in operasyonun gayet itinali bir
sekilde yapilmasi gerekmektedir.(62,63,64) Asi yapilan anag¢ ve
asilanan kisim ayn1 fizyolojik yapiya sahip olmalidirKambiyum
ile as1 arasinda iyt bir temas vyuzeyi saglanmahdir.Ayrica
asilarin tatbik zamanm da ayri bir énem arzeder.Ornegin ;armut
agist sonbaharda ,gdllerin asilari genellikle mayis ayinda
yapiimahdir.

Yapilan asi iyice tuttugu zaman as! ile anacin homo-
log dokulari tamamiyle kaynasir ve vaskuler sistemler kesinti-
siz ve kuvvetli bir sekilde baglanti Kkurariar.Ag) iyice tut-
madigr hallerde, as1 bdlgesinde bir nekroz meydana gelir ve
sekonder duzeydeki semptomlar duruma bagll olarak 1-2 sene
icerisinde kendini gosterirler.Bu durumda asi1 bdlgesindeki neo-
formasyonda iletim demetlerinde ¢ok zayif olan kaynasmadan
dolay! ana¢ bitki ile asi arasinda bir iletimsizlik basgdsterir
ve aynl zamanda asgl bdlgesinde meydana gelen Kkitle ile anag
bitki arasinda bir kavite meydana gelmekte ve bu da asinin
aynt zamanda rdzgar gibi bir takim fiziki etkenlere karsi da
direngsiz Kilmaktadir,

Iste yapilan bGtin bu in vitro ve in vivo galismalari goz
ondne alarak, yurdumuzda ve 0zellikle GUney Dogu Anadolu Bdlgesi
i¢cin buyUk bir ekonomik degeri olan APrstacia vera L(Antep
fistign)'nt detayh bir gekilde ele alip,meristemlerinden itibaren

0zel MURASHIGE ve SKOOG (20) best ortami  modifikasyonlarinda
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ve bugine Kkadar hi¢ denenmemis besi ortamlarinda komple
bitkiler elde etmek ve ayrica asilamanin bdtdn Kosullari yerine
getirildigi halde (62,63,64), asiyla uyumsuzluk gdsteren bazi
agaglari verimli hale getirmek amaciyla bu caligsmayl yapmaya
karar verdik.

Yukarida belirtilen amaglar dogrultusunda, Zevkle
arastirdigim bu  Konunud bana  verilmesinde rol  oynayan,
calismalarimda her tdrld yardim ve uyarilarini  esirge-
meyen, g¢aligmalarim) yonlendiren degerli hocam sayin
Prof. Dr. Davut BASARAN2 en derin sikranlarimi bir bor¢ kabul

ederim.

I1- MATERYAL VE METOT

A-MATERYAL :

Bu ¢alismada, arastirma materyali olarak Prstacia vera L. (Antep
fistigokullamidl. Pistacia vera L. ,Anacardiaceae familyasina
bagh olup, 2n =32 kromozomludur.Tohumlarinda yaklasik olarak %
10 geker % 20 protein ve % 50 oraninda yag bulunmaktadir.Antep
fistigr bitkileri kserofit bitkilerdir.Subtropikal iklime iyice adapte
olmuslardir.Dioik bitkiler  olup, bir  takim  varyasyonlar
gosterirler Her ne kadar dioik iseler de bazi hermafrodit varyeteler-
de tespit edilmistir(65,66). Pistacia vera L. blylk ihtimalle orta
asya orijinlidirler(67,68,69). iran ,Turkistan ve Afganistan ‘da genis
alanlarda vyabani APislacia vera L. bitkileri tespit edil-
mistir.Ginimizde hala en ¢ok Uretildikleri ve yayildiklari alanlar
olarak iran ve daha sonra Tlrkiye gelmektedir(70).
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Antep fistidy, tohumdan itibaren Uretilir.Genellikle hafif
kumlu topraklarda daha iyi geligirier.5-6 yasina gelen fidanlarin 2-
2,5 cm gapindaki dallarina goz asgisi yapilir.Ast yapilan fidanlarin
buylk bir kismi asiyr kabul eder ve bu agidan itibaren gelisen
sirgunler meyveyi verecek olan agacin tag kismini meydana getirir-
ler.10 yasindaki adagtan artik meyve elde edilir.Antep fistiklari 2
senede bir Urdn verirler.Urin vermeyen yilda gicek tomurcuklarini
gelistiririer.Normal geligsimini sUrdlUren 25-30 vyagindaki bir
adactan 40-30 kg /yil Urdn elde etmek mUmkdnddr.Agilanan fidan-
larin bir kism1 asiy1 tam olarak kabul etmezler.Yani anag¢ bitki ile
asl arasinda dodan uyumsuzluktan  dolayi gelisimini
sUrdiremezier.Bu bdlgede bir yumru ortaya ¢ikmakta ve aga¢ ge-
lismediginden UrGn bakimindan da degeri neredeyse sifira
dismektedir

Gerekli micadele yapilmadik¢a antep fistiklarinin bir

¢gok zararhilary vardir.Bu zararhilar bitkinin hayatina son verebile-
cekleri gibi, geligsmesine, meyvasina ve yapraklarina da bdyuk
Olglde zarar verebilirler.Bunlar arasinda bir ¢ok bdcek ve kurtlar
Beyaz sinek ve kognilleri, kok kurtlarini, kene ve mantarlari ve hat-
ta kuslardan agagkakanlari bile sayabiliriz.

B-METOT:

Arastirmalarimizla ilgili metodlar1 iki kategoride
matalaa etmek mUmkunddr.
I-in vitro kosullarda meristemlerden komple bitkiler
elde edilmesi:
Bu ¢aligmada bitki doku KkdltUrleri teknigi olarak
GAUTHERET (71)nin metodlar! aynen uygulandiYapilan islemleri
Sirayla sdyle agiklayabiliriz:
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a-Cam malzemelerin sterilizasyonu:
Cam malzemeler (tUp, pipet, petri kutusu erlen

mezur balon joje vs.) d&ncelikle sicak suda deterjan ve sabun
kullaniimadan firga ile iyice yikandilar. Daha sonra gesme suyu
ile yikanip 3 kez steril saf sudan gegirildiler.Bu malzemeleri
bir sterilizatérde 150 °C ta 2 saat bekletmek suretiyle steri-
lize edildiler.Sterilize edilmis cam malzemeler steril kagitlara

sarilip muhafaza edildiler.

b -Pens ve bistdrilerin hazirlanmasi :

Bunlar énce alkolle silindiler ve daha sonra 300 9C 1k
bir sterilizatorde 45 dakika bekletmek suretiyle sterilize
edildiler.

¢ -Pamuk ve filtre kagitlarinin hazirlanmasi :

Pamuklar iki kat ambalaj kagidina sarilip otoklavda

sterilize edildilerFiltre kagitlar1 ki ayri ebatta kesilip bir kag
tanesi 2 kat ambalaj kagitlarina sarilarak otoklavda sterilize

edildiler.
d-Besi yerinin hazirlanmasi :
Bunun igin modifiye edilmis MURASHIGE ve SKOOG

(20)besi  yeri kulanildi.Bu besi yerinin bilegimi soyledir:
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MS Ana solusyonu :

Amonyum nitrat 165 gr

Kalsiyum klorur .2H,0 4.4 gr

MgS0, .7H,0 :3.7 gr

KH,PO,4 1.7 gr

Distile su 11000 cc ye tamamlanir

MS TR Elemanlari:

HsBO5 1620 mg

MnS0O,4.4H,0 12230 mg

ZnS0, . 7H,0 11060 mg

Ki :83 mg

Na,moQ0, .2H20 :25 mg

Distile su 1 litreye tamamilanir.

MS  u? Elemanlar: :

CuS0, .5H,0 :25mg
Distile su : 1000 cc ye tamamlanmr
_NaEDTA
Na,EDTA 3.73 gr 1
FeSO, .7H,0 :2.78 gr
Distile su :1000 cc ye tamamlanir.

Vitamin Karisimi:

Nikotinik asit : 50 mg
HCI Pyridoxine : 50 mg
Glycine : 200 mg
Distile su 1100 cc.
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Bl Vitamini :

Bl Vitamini :10 mg
Distile su : 100 cc
inositol solUsyonu:

inositol :Sqr

Distile su : 100 cc
Kinetin

Kinetin X mg

Distile su X cc
Naftalen Asetikasit (NAA)

NAA :Xmg

Etil alkol : X cc

Bu bilegimlerden hazirlanan MURASHIGE ve SKOOG (20) besi

yeri sdyle duzenlendi:

Distile su

Jeloz

Sakkaroz

MS Ana solusyonu
MS pl elemanlar
MS p2 elemanlar
Na EDTA

Vitamin karisimi
inositol

B1 Vitamini
Kinetin

NAA

: 900 cc
:10gr
: 33 ¢gr
: 100 cc
10 cc
1 cc
;10 cc
1 cc
» 2 €C
.1 cc
4 cc
i I olo
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NOT : Bu besi yerinin PH sint 3.5 'a ayarlamak i¢in orta—
ma | molarhik KOH 'ten Icc ilave edildi.

Hazirlanan bu besi yeri henlz sicakken tlplere boldstdraldd
ye agizlari steril pamukla kapatildiktan sonra sterilizatorde 115

Oc ta 20 dakika bekletmek suretiyle sterilize edildiler.

e -RoOpikaj ve Kkdltlr odalarinin hazirlanmasi :

Ropikaj odasi bir ultra viole lambasi ,Uzerinde ekim
islemlerinin gergeklestiriidigi bir masa ve yaninda ¢aligilacak
punzen beki ile donatildi.EKim yapilmadan S saat once yerler
seyreltilmis NaOCl ile (¢amasir suyu )itinali bir sekilde silin-
di ve masanin Ustd % 70 alkolle silinip, havaya alkol
pilverize edildi. UV lambas) da - 3 saat sdreyle agik
birakilarak odadaki sterilizasyon saglandi.

Kaltir odasina, Gzerine tdplUklerin birakilacagr raflar
monte edildi. Ayrica 1s1 ayarlamasi i¢in bir duzenek Kurularak

odanin 1s1s1 25 2 °OC ta sabit tutuldu .Duvara fluoresans
lambalart takilmak suretiyle 3000 1Ux Uk aydinlatma sadlandi

ve 1siklar 24 saat acgik birakildi.

f -Ekim ve Ropikaj islemleri :

Bunun igin oncelikle segilmis Antep fistidir tohumilari
% 70 1lik alkolde 30 saniye, & 3 10k NaOCl igerisinde35S da-
kika bekletilerek sterilize edildiler.Bu ortamdan alinan tohum-
lar ,igerisinde steril saf su bulunan 4 ayr1 kapta S er dakika
yikanmak suretiyle tohumlarin Uzerinde bulunan NaOCl ten de
arindirtimis oldular.Daha sonra steril tohumilar, icerisinde
yalnizca % 10 luk jeloz igeren tUplere ekildiler.Ekimden son-
ra ¢imlenen ve 3-4 cm boya ulagsan fidanlarin epikotil
boigeleri steril birortamda alinarak daha dnce hazirlanan MURAS-
HIGE ve SKOOG (20) besi ortami igeren tUplere aktarildilar.Ekim
isleminin hemen ardindan tiplerin agizlari steril pamukia kapatildi
ve pamuklarin Ustdnde bir takim sporlarin olabilecegi goéz 6nlne
alinarak ylzeyleri yakildi ve parafilm ile kapatildiBu sekilde

hazirlanan tipler 25 + 2 OC 1s1da ve 3000 Jux' Uk 1s1kla donatiimis
(bu1s1K1ar 24 saat agik birakildi) kiltir odasina birakildilar,
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Ekimden sonra, epikotil bdlgesinin lateral tomurcuk-
jarindan  ¢ikan sdrglnler yaklasik 3 c¢m boya ulaginca, flk
kaltdr 1islemlerinde uygulanan sterilizasyon kurallarina riayet
etmek Kkosuluyla, kdklendrici ortama ropike edildler.Ropikajda
kullantlan koklendirici ortamin bilesimi gdyledir

Distile su : 900 cc
Jeloz :10gr
Sakkaroz : 30 gr
MS Ana solusyonu : 100 cc
MS {1 Elemaniari 10 cc
MS H2 Elemanlari 1 cc
Na EDTA ;10 cc
KOH clcc

2-As1 fle uyumsuzluk gosteren bazi antep fistigr fidanlarinin
verimli hale getirilmesi :

Bunun igin g6z asist  yontemleri uygulandi. Asilama
istemlerinin tdm kurallari yerine getirildgi halde, asi1 donemine
gelen antep fistidr fidanlarinin bir kismi asiyr kabul etmediler
yani uyumsuzluk gosterdiler.Asiyla uyumsuzluk gbsteren fidanlara
saflastirma asist adini verdigimiz asiyir tatbik ettik. Saflastirma
asisini Ise; erkek antep fistiklarindan aldigimiz bir gozd vyine
bir erkek agacin dalina tabik ettik, elde edilen bu iglemi test
kros seklinde 3-4 kez tekrarladiktan sonra elde ettik. Elde edilen
bu bitki bir nevi Klon bankasi olarak ise yaramaktadir.Asiy1 kabul
etmeyen fidanlara saflastirma asisini tatbik ettikten sonra, bu-
radan gelisen sdrgundn Uzerine normal asiyr uyguladik ve bu
sekilde asi fle ana¢ arasinda mikemmel bir uyum saglandi.
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111 -BULGULAR :

Yaptigimiz bu ¢aligsmada iki ama¢ gozlendigi igin,
arastirma sonuglarint da iki alt baghk altinda agiklamaya

calisacagiz ;

A - Invitro kosullarda meristemlerden itibaren komple
bitkiler elde edilmesi :

Bunun igin daha oOnce de bahsedildigi gibi antep
fistiklarinin tohumilari secildi ve once % 70 lik etil alkolde 30 sa-
niye, sonra % 3 14k NaOCl igerisinde 35 dakika ve ardindan steril
saf suda 4 kez yikanmak suretiyle sterilize edildiler.Bu tohumlar
%10 luk jeloz igeren 60 tUpe steril bir ortamda ekildiler.Ekimden
yaklasik olarak 7-10 gun sonra tohumlar ¢imlendi ve 3-4 cm boya
ulastilar (Resim1).

Resim | =% 10" luk jelozlu ortamda ¢gimlenen antep fistig
fidelerinin genel gordndsd
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3-4 cm boya ulasan fidanlar, gayet itinah bir sekilde
tiplerden alinip petri kutulari igerisine aktarildilar ve burada epi-
kotil bolgelert pens ve bistdrilerin yardimiyla kesilip alindi.Alinan
bu pargalar litrede 4 mg kinetin ve Img NAA (naftalen asetik asit )
bulunan MURASHIGE ve SKOOG(20) besi ortami igeren 60 tlp'e tek
tek yerlestirildiler. Ekimden yaklagik olarak 10-15 gln sonra ak-
tarilan bu pargada bir proliferasyon gdzlendi ve bu durum kendni
siskinlikler seklinde ortaya ¢ikardi. Bundan yaklagik 15 gun sonra
siskin kisimlardan sdrginler olugmaya basladi ve kisa bir slrede
hizl1 bir geligsme gosterdiler (Resim 2).

Resim 2-Ekimden 30 gun sonra antep fistigt fidesinin epi
kotil bdlgesinden alinan sUrginlerin genel gordnusu.
Epikotil bdlgesinden ¢ikan strgunler 1.5-2 cm boya ulasinca
tUplerden alinip, petri kutularinin igerisine aktarildilar, ve burada
pens ve bistdrilerin yardimiyla  kesilip alindilar.Alinan bu
gbvdeleri koklendirmek igin, koklendirici ortama aktarildilar. |1k
etapta koklendirici ortamalAA ve daha sonraki koklendirici ortama
NAA ilave edildigi halde koklenme  saglanamadi.
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Bunun Uzerine hi¢ hormon igermeyen besleyici bir ortama ak-
tarildilar. Aktarma iglemleri de tamamen steril olan bir ortamda
gergeklestirildi (Resim -3 ).

Resim 3-Kok olusumunu saglamak i¢in kdéklendirici ortama
aktarilan bir gbévdenin genel gordndsa.

Koklendirici ortama aktarilan bu gévdeler ilk etapta uzun-
lamasina bir geligsme gdsterdiler. 3-4 cm boya ulastiktan sonra bu
gévdelerin alt kisimlarinda yani koklendirici ortama goémudld olan
yerlerinden kigUk tomurcuk benzeri olusumlar ortaya ¢iktilar .Daha
sonra bu kabarciklar,15-20 gdn igerisinde koklere dénlsUp, hizh bir
gelismeyle tam tesekkdlld bir kok sistemine ulastilar. (Resim -4 )
Bdylece meristemden itibaren kdkid fidanlar elde edilmis oldu.

Bu gekilde elde edilen kokld fidanlar tohumlarin ekiminden
yaklasik 70-735 gun sonra tUplerin igerisinden gikartldilar ve funda
topragd igeren saksilara aktarildilar.Fideler Z 80 rutubetli bir or-
tamdan ¢ikarildigr igin,saksilarda da rutubetlerini korumalari
bakimindan Uzerlerine plastik torbalar gegirildi. D1 ortamla tema-
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sint azaltmak ve ayn1 zamanda fideleri dogal sartlara adapte etmek
icin plastik torbalar (guncl ginden itibaren ginde bir saat veya bi-
raz daha fazla olmak Uzere agik birakildilar.Boylece fidanlarin dogal
sartlara adaptasyonu saglandi.Funda topradina aktarildiktan 15 gln
sonra saksilarin Uzerlerindeki plastik torbbalar tamamen ¢gikarildig
halde fidanlarin tamamen uyum sagladiklari ve hizh bir geligme
gosterdikieri saptand.

Resim 4- Kéklendirici ortamda meristemden itibaren elde
edilen k6k14 bir fidenin genel gordndsu.

B-Asiyla uyumsuzluk gosteren bazi antep fistigi fidanlarinin
verimli hale getirilmesi:

Daha dnce debahsettigimizgibi 5-6yasinagelenantep fistigi
( Pistacia vera [.) fidanlarina g6z asisini tatbik etmek gerek-
mektedir.G6z asis1 Resim-5'te gdsterildigi gibi,verimli bir disi
agacin 2 yasindaki geng bir sUrgini Uzerindeki bir goz,etrafindaki
bir miktar kabuk ile alinir.Diger taraftan Gzerine as yapilacak olan
fidanin 2-2.5 cm ¢apindaki dalinin ylzeyinde T sgeklinde bir yarik
agilir.Daha sonra gdz etrafindaki kabuk ile beraber bu yarida yu-
karidan asadiya kabudun altindan kaydirmak suretiyle yerlestirilir
ve etrafi bir bez {le normal bir sekilde sikilarak baglanir.Kullanilan
bu bez,daha 6nce DDT gibi bir hasere flacina bulastirilirsa gévde
Uzerine agilan bu yaraya bir takim haserelerin bulasma riski de mi-
Nimuma indirgenir.




Resim 5- Gz asisinin tatbik sekli.

BUtdn bu kurallara riayet edi1digl halde bazi antep fistig: fi-
danlari (yaklasik % 10) vyapilan bu asi fle uyumsuzluk
géstermektedirler(Resim-6,7).Bu fidanlarin as yapilan bélgelerinde
uyusmazhdgin belirtileri olan bir takim morfolojik semptomlar he-
men 11k y11da kendilerini gésterdiler.llk belirti,yapilan asinin anag
govdesi fle tam bir kaynagma gostermeyen bir kitle seklinde olmak-
tadir.Ayn1 zamanda bu bdlgede bir nekrozun da ortaya ¢iktigr tespit
edildf.

Resim 6-Agiyla uyumsuzluk gosteren 35 yasindaki bir
antep fistig1 agacindaki kitlenin genel gordnusu.




22

Bu ilk belirtilerden daha sonraki yillarda sekon-
der bir takim belirtiler ortaya ¢ikmaya basladi.Bu bdlgede
asilanan  kisim ile ana¢ arasinda tam bir iletigim sistemi
sadlanamadigindan, asidan ¢ikan surginidn beslenmesi de ¢ok ye-
tersiz olmakta ve buna badh olarak gelismesinde de ¢ok ciliz
kalmaktadir.Ana¢ Uzerine vyapilan as1  ikinci yilda daha da
siskinleserek 5-6 cm g¢apinda bir kitle haline donUstd ve anacin
govdesyle arasinda bir kavite olustuBu goézden ¢ikan sUrgln de
kararmaya baslad.

. 2 Yl
Resim 7- Asiyla uyumusuziuk goésteren bir fidanda
asilamadan sonra olusan 2 yilhk bir kitlenin

genel gorindsd.

Uyumsuziuk gdsteren bu asidan fitibaren filizlenen
sirgunlerin gelisimi o kadar zayifti ki Resim 7'de goruidugu
gibi uyumlu bir asgidan itibaren gelisen 3 yilhk bir slrgidndn
gosterdigi gelisme, uyumsuz bir agidan fitibaren filizlenen 6
yi1lhk bir sdrginden iki kat daha fazla bir geligsme gosterdigi
gozlendi.Bu gelisme farkhiligy agacin yast flerledik¢e kendini daha
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bariz bir sekilde gostermektedir. Resim 9'da da goruldugld gibi
uyumlu bir asgidan kaynaklanan 4 yillik bir sdrgin, uyumsuz bir
asidan kaynaklanan 30 yillik bir sUrgundn gelisimi ile mukayese
edildiginde, hemen hemen aynl boyda olduklar: tespit edldi.Bunun
disinda, uyumsuzluk gosteren bir asidan itibaren gelisen sUrgunun
vermis oldugu bir adacin Urin miktari ve kaliteside gok farkli ol-
maktadir.Normal geligimini sUrddren 30 yasindaki bir adagtan
yaklasik olarak 40-50 kg/yil kalitesi ve kanditesi yUksek Urin el-
de edilirken, ayni yastaki uyumsuz bir sUrginden gelisen bir
agagtan ancak 6-7 kg/y1l drun elde edilebilmektedir.Ayn1 zamanda
bu Urdnun kalitesi de ¢ok daha dusUk olmaktadir,

Resim 8-Uyumlu ve uyumsuz agilardan geligen
strgUnlerin karsilastirmal gérianusa.

a-Uyumsuz bir asidan gelisen 6 yi1l11ik bir slrgin
b-Asiylauyumsuziuk gosterenbirdalinUzerine yapiimig
saflagtirmaagisindangelisen 3y1thkbir strgdn
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Resim 9-Agiylauyumsuzluk gésterenbiradacinlzerine yapi
lan saflastirma asisinin ardindan tadbik edilen
asgidan gelisen aga¢ ile uyumsuz bir asidan
geligsen agacin kasilastiriimasi.

a-Saflastirma asisinin ardindan tatbik edilen asidan
geligsen 4 y1llk bir govde.
b-Uyumsuz bir asidan geligen 30 yilhk bir govde.

Daha énce de bahsedildigi gibi, agilamanin butdn kurallar
yerine getirdigi halde ortaya clkah bu olumsuz durumu telafi etmek
igin saflastirma agis) adini verdidimiz sekilde saflagtirma asisi
adini verdigimiz agiy1 uygulamaya koyduk.Bunun igin, elde edilig el-
de edilis metoduna daha dénce degindigimiz gekilde, saflastirma
asisini elde ettik.Diger yandan agiyla uyumsuzluk gdsteren fidanin
gereksiz eski sUrglnlerini kesmek suretiyle bu fidandan yeni
sUrglnlerin filizlenmesini sagladik.Yen! stren bu strgunlerden tem-
muz ayl igerisinde 2-2.5 cm ¢apina erisenlerin (zerlerine saf-
lagtirma asis1 adini verdigimiz agiyi tatbik ettik.Bu agilamanin uy-
gulama sekli normal g6z asisi metodlariyla aymdir.
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Bu as1 gozidnden ¢ikan surglnler diger asttardan ¢ikan sdrgunlere
nazaran dakisaglikli ve hizh bir gelisme géstermektedirier.Oyle Ki
2 yi1l sonra Uzerlerine as1 yapilacak kalhinhga eristiler.Bu
sUrgunlerin Uzerine gbz asisi tekniklerine uygun bir sekilde normal
disi agagtan alinan géz agisini uyguladik. (Resim 10) Boylece nor-
mal ag1 fle uyumsuz olan fidanlarin yapisi degistilerek % 100
randimanli bir sekilde asiyl kabul eder hale getirdik.Bu asamadan
sonra asl goézdnden ¢ikan sdrgdnler, gayet ddzenli bir geligme
gosterdiler.

Resim 10-Asiyla uyumsuzluk gosteren bir fidanin islahi igin
yapilan bUtdn agilarin fidan Uzerindeki konumiari.
a- Asiyla uyumsuziuk gosteren disi () agag.
b- Uyumsuz adag Uzerine yapilan saflastirma (8) asisi.
c- Saflagtirma asisindan ¢ikan sdrgin Gzerine yapil-
mis verimli disi () asi.
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IV-TARTISMA VE SONUC :

Prstacia vera L . ( Antep fistigr ) nin kullantidigr bu
calismada iki amacimiz oldu ;Bunlardan ilki, meristemlerden itiba-
ren in vitro kosullarda mikropropagasyonla yeni fertler elde etmek,
ikincisi ise, in vivo kosullarda yetistirilen fidanlarin ast donemine
gelip asiyla uyumsuzluk godsteran bitkilerin verimli hale
getirilmesidir.

Bunun i¢in tohumlar % 10 luk jelozlu ortamda ¢imlendiler
ve ¢imlenen bu fidanlarin epikotil bdlgeleri kesilip alindi.Alinan bu
epikotil bolgeleri GAUTHERET(71) yontemlerine gdre kdltlre
alindilar. KGltdr ortami olarak modifiye edilmig MURASHIGE ve
SKOOG (20) besi yeri kullani1di.Bu ortama regulator madde olarak 4
mg /L kinetin ve 1 mg / L NAA ilave edildi.Bu ortamda elde edilen
govdeler koklendirici ortama aktariimak suretiyle kokld bitki elde
edildi.KUltlr odasinda uygulanan 151k 3000 1Ux'10k 151k olup 24 saat
agik birakildi. Ayn1 zamanda k{ltdr odasinin 1si1s1 25 +2 °C ta sabit
tutuldu.Diger yandan agiyla uyumsuzluk gésteren Pristacia vera
L. (Antep fistig1) fidanlarina saflastirma asisi adini verdigimiz
aslyl tatbik etmek suretiyle, disi agaglardan alinan normal g0z
asisini kabul eder hale getirdik.

Daha 6nce yapilan in vitro ¢alismalara dikkat edilirse, bu
tir ¢ahigmalarin daha ¢ok otsu bitkiler {zerine yogunlastigl
gozlenmektedir. Agaglarda meristemlerden ftibaren kompie bitkiler
elde etmek elbetteki mumkin olmustur(53,54,55). Fakat yurdumuz
ve 6zellikle bélgemiz.  GlneyDodu Anadolu bolgesticin ozel b'lr
éneme halz antep fistiklariyla ilgili kayda deger pek 6nemll bir in
vitro ¢alismaya rastlanamadi.

BU, calismayla 11k kez Prstacia vera L. (Antep NSUIdT)
k.Ozellik-

meristem dokularinda organogenez faaliyetlere tanik oldu
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le kollogenez ve bilahare in vitro MURASHIGE ve SKOOG (20) besi or-
tamlarina gerek |AA ve gerekse NAA'I yerlestirmek suretiyle rizo-
gen yant kok olugumu olaylarint gergeklestirmek istedik.Ne yazik ki
bu iki koklendirici hormonla, hig bir sonu¢ alamadik.Halbuki daha
once yapilan g¢ahismalarda (56,57,58,59) koéklendirme {sleminde
koklendirici hormonlar olarak biflinen NAA, BAP ve IBA'f kul-
lanmiglardir. Biz ise, fideleri koklendirmek i¢in ortama yainizca
MURASHIGE ve SKOOG (2) ¢ozeltisinin organik ve inorganik eleman-
larini yerlestirmek suretiyle koklenmeyi sagladik.

Bu gune kadar gerc¢eklestirilen butdn in vitro ¢alismalarda
ya fotoperiyodisite yani 16 saat 1s1k 8 saat karanhk uygulanmis
veya tamamen karanlik ortamda ve optimum gelisme sicaklidinda
bekletilmigtir, Biz ise burada danyanin higbir tarafinda
uygulanmayan devamh bir 151k sidetine tabi tutmak suretiyle organ-
genez faliyetierint gergeklestirecek degisik bir ydntem bulmus
olduk.

Galismamizda bununla da yetinmeyip, ast dénemine gelip
asiyla uyumsuziuk gdsteren antep fistig) fidanlarina saflastirma
asisini uygulamak ve bunun ardindan gdz asisini tatbik etmek sure-
tiyle, verimsiz olan fidanlar: islah ederek verimli hale getirmis bu-
lunuyoruz.Qyle ki sadece bir agagtan 6 -7 kg/y1l Urin yerine 40-50
Kg /yil drun elde etmekle Tdrkiye ve 0zellikle bdlgemiz ekonomisine
bUyUk katkida bulunacagina inaniyoruz.

Sonug olarak son zamanlarda bUyUk bir énem kazanmis ve
arastiricilarin, 6zellikle botanist ve farmakologlarin sempati duy-
dugu biyateknotlojinin basit bir yontemini Diyarbakir sartlarinda uy-
gulamak suretiyle antep fistigr meristemlerinden ftibaren ileride
gergeklestirmesini dusindlidumuiz seri fidan Uretimine 151k tutacak
olan ve asilanmayla kaybolan zamani ve mekani mintmuma indiren
bir sistemin zincirlerinin halkasina bir yenisini ileve ettidimiz
kanisindayiz.
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Y-0ZET :

Arastirma materyali olarak antep fist\§1 (Pistacria vera
L.Jmn kullanildigr bu ¢aligmada iki amacimiz oldu: Bunlardan i1-
ki antep fisti1§1 meristemlerinden itibaren in vitro kogullarda mik-
ropropagasyonla yeni fertler elde edilmesi, ikincist ise normal in
vivo kosullarda yetistirilen fidanlarin asi dénemine gelip asiy1 ka-
bul etmeyen bitkilerin verimli hale getiriimesidir.

Boylece, ¢imlendirilen tohumlarda elde edilen fidan-
larin epikotil bdélgeleri GAUTHERET (71) yontemine goére klltUre
alindr. KUltdr ortam1 olarak MURASHIGE ve SKOOG (20) best yeri
kutlaniidi.Bu besi yeri, kinetin ( 4 mg / L) ve NAA (1 mg / L) ile
desteklendi. Bu ortamda, epikotil bdlgelerinin meristemlerinden
gelistirilen govdeler, hormonsuz ortamda koklendirilmek suretiyle
kOk1U antep fist1g1 bitkileri elde edildi.Diger yandan agiy1 kabul et~
meyen antep fistig fidanlarina saflagtirma agisi yapiimak sure-
tiyle asiy1 kabul eder verimli fidanlar elde edildi.

¥YI1- SUMMARY:

We had two purposes in this study of pistachio ¢ P7s-
tacia vera [.) as was beeing used resgarching material.
First of those was to obtain the new seedlings from the me-
ristems of pistachio in vitro conditions by micropropagation,
although the second one was the amelipration of the seedlings
which refused the graft in vivo condition in grafting pe-
riod.Therefore, the epicotyl zones of the seedlings which were
obtained from the germinated nuts, were placed to cul-
ture medium according the method of GAUTHERET(71). As
culture medium was used MURASHIGE and SKOOG(20) medium.
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This medium has been supplemented Kinetin (4 mg/L) and NAA

(1 mg/L ). In this medium, the shoot which were developed from
meristems of the epicotyl zones, have been rooted as pistachio
provided In absence hormones medium. On the other hand, the
seedlings which refused the graft, were made the graft of puri-
fication and then were provided graftable and productive
seedlings.
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