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ANTEPFISTIGI” NDA DIREK SOMATIK EMBRIYOGENESIS ILE KLONAL
COGALTMA

BALOGLU, Ulkii
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yéneticisi: Dog. Dr. Mehmet OZASLAN
Mayis 2003, 53 sayfa

Ulkemiz, Antepfisigi’min diinyadaki gen merkezi iizerindedir. Bu nedenle,
Antepfistify, ozellikle Glineydogu Anadolu Bolgesi’nde ¢ok eski yillardan beri
yetistirilmekte ve bolge ekonomisine Snemli katkilarda bulunmaktadir. Antepfistig,
ozellikle yag ve protein orani yiiksek bir meyvedir ve oldukg¢a fazla konsantre besin
degerine sahiptir. Heterozigotik yapist nedeniyle, iiretiminde sadece vegetatif
¢ogaltma yontemleri Snem kazanmaktadir. Koklenme zorluklar1 nedeniyle gelik ve
daldirma gibi vegetatif c¢ogaltma yOntemlerinin kullanilamamasi farkli ast
tekniklerini 6n plana ¢ikarmigtir. Ancak bu ySntemin yavag ve pahali olmasi yeterli
sayida ¢ogaltim materyali eldesini sinirlandirmaktadir. Bu nedenle Antepfistid1 anag
ve ¢esitlerinin yogun klonal ¢ogaltiminda, diger tiirlerde oldugu gibi, yeni bir teknik
olan doku kiiltiirlerinin kullamlma olanaklar1 arastirilmaktadir. Bununla birlikte,
Antepfistig’’'nda  bulunan fenolik  bilesikler doku  kiiltiirii  tekniklerinin
uygulanabilirligini negatif yonde etkilemektedir. Bu ¢alismada, Pistacia vera L. cv
Siirt’te ilk kez ‘nurse culture’ teknigi ile in vitro fenolik bilesiklerin engellenmesi
lizerinde aragtirmalar yapilmis ve bu amagla dollenmis embriyolar ve siirgiin
meristemleri kullanilmigtir. 2002 yetistirme déneminin Temmuz ay1 ikinci yarisinda
alinan dollenmis embriyolardan en yliksek oranda direk somatik embriyogenesis elde
edilmistir. Nicotiana tabacum cv Samsun kalluslarinin fenolik bilesikleri engelledigi

belirtilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Doku kiiltiirii, Pistacia, nurse culture, fenolik bilesikler
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ABSTRACT

CLONAL PROPAGATION THROUGH DIRECT SOMATIC EMBRIOGENESIS
IN PISTACHIO

BALOGLU, Ulkii
M. Sc. in Biology.
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
May 2003, 53 pages

Our country is on the ‘gene center’ in the world for Pistachio. For this reason,
especially, the Pistachio was grown in the Region of Southeastern Anatolia for many
years and is the most important for the economy of this region. Pistacia vera L., is a
fruit which has high in fat/protein ratio. It has a high quality nutrition value. Due to
heterozygosity only vegetative propagation methods give promising results in
propagation of Pistachio trees. Different grafting and budding methods must be
employed since vegetative propagation methods such as cutting and layering cannot
be used due to difficulties in rooting. However this method is slow and expensive
thereby limiting the number of propagation materials. For this reason, in intensive
clonal propagation of Pistachio nut rootstocks and varietes the possibilities of
application of tissue culture methods are investigated. Together with this, the
phenolic compounds exist in Pistacia vera L. effects the applicability of tissue
culture tecniques in negative way. In this study, investigations were done for the first
time on obstructing of phenolic compounds in vifro by using ‘nurse culture’
techniques in Pistacia vera L cv Siirt. For this aim fertilized and ovules and shoot
meristems were used. Direct somatic embriogenesis at the highest ratio was obtained
from the fertilized embryos which was taken at the growing priod of second half of
2002 July. It was pointed out that calli of Nicotiana tabacum cv Samsun obstructed

phenolic compounds.

Key words: Tissue culture, Pistachio, nurse culture, phenolic compounds
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1. GIRIS

Antepfistig1 (Pistacia vera 1.)’nin kiiltiire alims: ¢ok eskilere dayanmaktadir. i1k
olarak Giineydogu Anadolu’ya yerlesen Etiler tarafindan kiiltiire alindig1, o ¢aglarda
kral sofralarina girdigi, dolayisiyla ¢ok eskilerden beri kiiltiir ¢esitlerinin bulundugu
ve meyve degerinin bilindigi belirtilmektedir. Antepfistigi, miladi I. yy’da Roma’ya,
oradan Ispanya’ya daha sonra da Fransa’ya yayilmistir. Fistigin Amerika’ya gegisi
ise, 1853-54 yillarina rastlamaktadir (Lemaister, 1959).

Antepfistig1, diinyada kuzey ve giliney yarim kiirelerinin 30-45 °C paralellerinin
uygun mikroklimalarinda yetismektedir. Vavilov’a gore (Ozbek ve Ayfer, 1959)

Antepfistigi’nin iki gen merkezi vardir;

1-Orta Asya Gen Merkezi: Hindistan’in Kuzeyi, Afganistan, Tacikistan, Pakistan
2-Yakin Dogu Gen Merkezi: Anadolu, Kafkasya, Iran ve Tiirkmenistan

Ulkemiz Yakin Dogu Gen Merkezi icerisinde yer alir. Pistacia cinsi Antepfistigt
adiyla bilinmekte ve bu cinse bagl 11 tiir meyve agaci ya da siis bitkisi olarak
tilkemizde yetistirilmektedir (Ozbek 1978). Ulkemizde Antepfistig kiiltiir ve yabani
tirlerinin bulundugu bolgeler Tablo 1.1°de verilmigtir (Bilgen 1973).

Tablo 1. 1. Ulkemizdeki Antepfistig kiiltiir ve yabani tiirlerinin bulundugu bolgeler

GUNEYDOGU ANADOLU
BOLGESI

AKDENIZ VE GUNEYDOGU
EGE BOLGESI

GECIT BOLGELER
(KUZEY AKDENIZ, ORTA
ANADOLU, iC EGE)

Pistacia vera L. (Az

Pistacia vera L. (Antepfistif1) Pistacia vera L. (Az miktarda) miktarda)

Pistacia terebinthus (Melengic) Pistacia terebinthus L. Pistacia terebinthus L.

Pistacia khinjuk Stocks (Buttum) - Pistacia khinjuk Stocks
- Pistacia mutica Pistacia mutica

Pistacia atlantica Desf (Atlantik
Sakiz1)

Pistacia lentiscus (Mezdeki Sakiz1)

Pistacia palaestina Boiss (Filistin
Sakiz1)

Pistacia palaestina Boiss (Filistin
Sakiz1)

Pistacia Hibritleri




P. vera L. botanik ag¢idan;

Alem : Plantae

Bolim : Phanerogamae
Sinif : Magnoliopsida
Takim : Sapindales
Familya : Anacardiaceae
Cins : Pistacia

olarak smiflandiriimaktadir.

Meyvelerin krali, olarak bilinen Antepfistigi, besleyici dzelligi ve lezzeti ile gok
Onemli bir yere sahiptir. Protein noksanligimin bitkisel {iretimle karsilanmasi, son
yillarda ve o6zellikle geligmis iilkelerde hizla artmaktadir. Antepfistii’nin protein,
vitamin ve diger mineral maddeler bakimindan zengin olusu, onu daha da cazip
duruma getirmektedir. Antepfistig’mn 100 graminin bilesimi, bazi sert kabuklu
meyve tiirleri ve s18ir eti ile besin degerinin karsilastirilmasi Tablo 1.2°de verilmigtir
(Woodroof, 1982).

Tablo 1.2. Antepfistidi’nin bazi sert kabuklu meyve tiirleri ve sifir eti ile besin
degerleri yoniinden karsilagtirilmasi (100gr. kuru meyvede)

Antepfistify Badem Findik Ceviz Sifiir eti

Protein (%) 23,5 19,0 12,6 14,8 13,6
Yag (%) 56,4 54,0 62,4 64,0 41,0
Karbonhidrat (%) 19,0 20,0 16,7 16,8 -
Ca (mg) 131 234 209 99 8
P (mg) 500 504 337 380 124
Fe (mg) 7,3 4,7 3,4 3,1 2,0
Na (mg) - 4,0 2,0 2,0 65,0
K (mg) 972 773 704 450 355
Vitamin A (mg) 230 0 - 30 80
Vitamin Bl (mg) 0,67 0,24 0,46 0,33 0,06
Vitamin B2 (mg) - 0,92 - 0,13 0,12
Vitamin B6 (mg) 1,4 35 0,9 0,90 3,3
Vitamin C (mg) 30 - - 2 -
Vitamin E (mg) 5,2 - - - -
Kalori 594 598 634 651 428
Nem (%) 5,3 4,7 5,8 3,5 44,8




Tablo 1.2°de goriildiigii gibi Antepfistit meyvesini yogunlagtirilmis bir enerji hapt
olarak tarif etmek miimkiindiir. Antepfistif1, siir etinden protein yoniinden iki kat,
fosfor yoniinden dort kat iistiin olmasinin yaninda potasyum, demir, A ve Bl

vitamini yoniinden de oldukg¢a zengindir.

Antepfistifi’nin yaklagik %50’si yagdan olugmaktadir. Bu yagin %90°1 doymamis
yag asitlerinden meydana gelmektedir. Antepfistif1 lizerinde yapilan tibbi ¢aligmalar
sonucunda, (giinliik diizenli olarak 40-60gr Antepfistig1 tiiketen kisilerde): Kotii
kolesteroliin %24 oraninda azaldig: iyi kolesteroliin de dengelendigi, doymamis yag
asitlerinin insan viictidunda doygunluk hissi olusturdugundan, asir1 beslenmeyi
engelleyerek fazla kilo sorunlarindan kurtardifi, kalp ve damar hastaliklarina
yakalanma riskini azaltti3i, Antepfistif1 biinyesinde bulunan fitosteroliin, prostat ve
g6giis kanserine yakalanma riskini azalttigi, kanser hiicre ¢ogalmasini engelledigi,
kotii kolesteroliin oksitlenmesini engelleyerek kalp hastaliklarina yakalanma riskini
azalttif1, hiicre zarin1 korudugu tespit edilmigtir. Yetigkin bir insanin giinliik gida
ihtiyaci1 ve 100gr Antepfistig’’nin bunu karsilama oram Tablo 1.3’te verilmigtir
(Anonim, 2003).

Tablo 1.3. Yetiskin bir insanin giinliik gida ihtiyaci ve 100gr Antepfistigi’nin bunu

kargilama orani
Giinliik Ihtiya¢ Antepfistifi Kargilama

(100g) %)
Kalori (kal) 2900 594 20
[Protein (g) 63 22 33
Yag (%) 60 51 73
Mg (mg) 550 158 28
K (mg) 2000 1020 51
Ca (mg) 800 136 17
P (mg) 800 500 62
Vitamin E (mg) 10 5,2 52
Vitamin B1 (mg) 1,2 0,6 51
Vitamin B6 (mg) 1,4 0,2 14
Vitamin A (IU) 875 230 26




Yetigkin bir insanin giinde 100gr Antepfistig1 tiikettiginde, almas: gereken giinlik
gidanin %35’ini saglamis olacag1 Tablo 1.3’ten anlasilmaktadir.

Diinyada Antepfistigi tiretimi, 6zellikle A.B.D.’den kaynaklanan artiglarla son 30 yil
icinde biiyiik gelismeler gdstermistir. Diinya Antepfistifi {iretimi Tablo 1.4°de
verilmistir (FAO, 2002).

Tablo 1.4.Diinya Antepfistig1 tiretimi (Ton)

ULKELER YILLAR
1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001

Diinya(Top) 393,107 433,004| 341,788 510,341 299,411 552264 321,431
Cin 25,000f 28,000| 30,000 26,000 29,000 22,000 26,000
Afganistan 2,400 2,500 2,600 4,000 2,800

[Kibris 30 35 32 30 18 18 20
Yunanistan 5,591 8892 9,137 8,066 6,000 6,500 6,200
iran 238,778 | 260,085 111,916 313,957 131,166 303,957 120,000
[Italya 2,200 100 5,000 512 2,649 100 1,500
[Madagaskar 260 260 270 260 270 160 160
Mauritius 15 5 5 5 5 5 5
Meksika 15 13 52 59 36 31 60
Fas 50 50 60 50 50 50 30
{Pakistan 200 200 238 238 194 200 200
Suriye 14,538 24,324 29,428 35,684 30,133 39,923 37,436
Tunus 900 1,000 1,150 1,200 1,300 1,300 1,300
Tiirkiye 36,000 60,000| 70,000 35,000 40,000 65,000 35,000
ABD 67,130{ 47,630 81,900 85280 55,790 110,220 90,720




Diinyada yillara gére Antepfistig iiretim alanlar1 Tablo 1.5 ve diinyada Antepfisti§
verim miktarlar1 Tablo 1.6°da verilmistir (FAO, 2002).

Tablo 1.5. Diinyadaki Antepfisti1 iiretim alanlar1 (Ha)

YILLAR
ULKELER| 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001
Diinya 359,046| 383,671 407,819 427,726| 426,515| 443,095| 434,195
Cin 16,600 16,600 17,000 17,500 15,000 12,000 15,000
Afganistan 2,700 2,700 2,700 4,000 3,000
IKibris 200 220 220 220 190 190 200
[Yunanistan 4,900 5,050 5,050 5,100 5,110 5,112 5,110
iran 218,000 231,945 247,130 259,431 256,444 274,728 260,000
Ftalya 3,500 4,000 4,000 3,639 3,602 3,600 3,600
F/Iadagaskar 500 500 520 510 520 510 510
'Meksika 80 80 81 121 81 85 120
Pakistan 95 95 104 111 118 120 120
Suriye 15,000 18,000 18,000 20,000 19,000 18,500 18,500
Tunus 39,000 43,500 50,000 52,000 56,000 56,000 56,000
Tiirkiye 34,071 34,981 36,200 37,214 38,340 39,050 40,470
A.B.D. 24,400 26,000 26,814 27,880 29,110 30,200 31,565
Tablo 1.6. Diinyadaki Antepfistif1 verim miktarlar (Kg/Ha)
YILLAR
ULKELER 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001
Diinya 10,949 11,288 8,381 11,931 7,020 12,464 7,403
Cin 15,060 16,867 17,697 14,857 19,333 18,333 17,333
Afganistan 8,899 9,259 9,630 10,000 9,333
Kibris 1,500 1,591 1,455 1,364 947 947 1,000
Yunanistan 11,41 17,608  18,093] 15816 11,742] 12,715 12,133
iran 10,953 11213 4,529 12,102 5,115 11,064 4,615
Italya 6,286 250 12,500 1,407 7,354 278 4,167
Madagaskar 5,200 5,200 5,192 5,098 5,192 3,137 3,137
Meksika 1,875 1,625 6,420 4,876 4,444 3,647 5,000
Pakistan 21,053 21,053 22,885 21,441 16,441 16,667 16,667
Suriye 9,692 13513 16349 17,842 15859 21,580 20,236
Tunus 231 230 230 231 232 232 232
Tiirkiye 10,566 17,152 19,337 9,405 10,433 16,645 8,648
AB.D. 27,5121 18319]  30,544] 30,588] 19,165 36,497 28,741




Antepfistig1 tiretiminin diinya kuru meyve iiretimindeki pay: ve Snemi Tablo 1.7°de

gosterilmistir (FAO, 2001). Tablo 1.7°den izlenecegi gibi, Antepfistig1 tiretimi miktar

olarak heniiz 6nemli bir yere sahip degildir.

Tablo 1.7. Diinya kuru meyve iretimi (Ton)

YILLAR

MEYVELER 1995 1996 1997 1998 1999 2000
Findik 661,902 630,938 615504] 773,228| 810,759| 788,604
Antepfistigi 393,107 427,802] 335251 510341 2994111 552,264
Ceviz 1,040,899| 1,067,794 1,111,390] 1,133,285 1,195,931] 1,182,113
Badem 1,034,781 1,274,993| 1,555,390| 1,296,420 1,643,930} 1,452,465

Ulkemizde Antepfistig1 firetimi Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde yogunlagmig, son

10 yil igerisinde 6zellikle Ege Bélgesi’nde de yaygimlagsmigsa da genis bir liretim

alam bulamamigtir. Antepfistig1 Giretimi yoniinden illeri siraladigimizda (Tablo 1.8),

Sanlurfa’nin  birinci sirada oldugu goriilmektedir. Bunu Gaziantep, Adiyaman,

Kahramanmarag ve Siirt illeri takip etmektedir (DIE, 1996).

Tablo 1.8. Tiirkiye’de Antepfistig1 agaci sayisi ve liretimi (Ton)

Sehirler Verimli Verimsiz Toplam Ton Olarak
Sanlurfa 8.125.210 6.720.450 14.845.660 30.399
Gaziantep 9.162.500 5.676.300 14.838.800 13.844
Adiyaman 3.305.000 2.185.300 5.490.300' 4.822
Kahramanmarasg 799.000 616.000 1.415.000) 3.680
Siirt 558.700 581.400 1.140.100 1.655
Canakkale 280.040 59.670 339.710 735
[Batman 56.300 118.070 174.370 663
IMardin 156.150 442.846 598.996 564
|Manisa 409211 387.300 796.511 551
IEmir 160.290 152.030 312.320 516
[Diyarbakir 83.575 112.325 195.900, 464
Aydin 144.180 219.609 363.789 448

iger 1.239.844 2.328.700 3.568.544 1.719
TOPLAM 24.480.000) 19.600.000 44.080.000 60.060




Gaziantep Universitesi Biyoloji Bolimiince yliriitiilen bir aragtirma projesi
sonuglarina gére Gaziantep ve ¢evresinde 4 adet Pistacia tiirii ve bu tiirlerin 18 farkh

cesidi {iretim amaciyla kullanilmaktadir (Kisisel goriismeler, M. Ozaslan).

Giineydogu Anadolu bolgesinde retilen fistiklarin ihracati Gaziantep ilinden
gergeklestirilmektedir. Giineydogu Anadolu Ihracat¢r Birlikleri tarafindan kayda
alinan Antepfistif: ihracat degerleri Tablo 1.9°da gosterilmistir.

Tablo 1.9. Antepfistig1 ihracat degerleri

YILLAR MIKTAR(KG) DEGER(S)
1993 626.000 2.369.000
1994 1.364.000 4.513.000
1995 2.273.000 8.309.000
1996 548.000 2.434.000
1997 2.760.000 11.213.000
1998 625.000 2.944.000
1999 531.000 2.668.000
2000 380.000 1.808.000
2001 3.601.000 12.469.000
2002 1.861.000 7.949.000

Antepfistig1r (Pistacia vera L.) gerek i¢ tiikketim gerekse dig satimu ile iilke
ekonomisine dnemli bir girdi saglayan, Gaziantep ve ¢evresindeki ireticilerin temel

gecim kaynaklariin baginda yer alan bir tirtindiir.

Antepfistig1 step iklimini sevmekte olup kirecli, tinli, ¢akilli, tasli topraklarda ve
yamag arazilerde yetisebilen bir bitkidir. Bu 6zelliginden dolayr Antepfistifi’na
kurak verimsiz topraklarin, kayaliklarin ‘Boz altin1’ ad1 yakistirilmaktadur.

Meyvelerinin besin maddelerince zengin igeriginden dolay1 Antepfistifi, diinya
pazarlarinda daima aranan bir meyve olmustur. Ulkemizde yetisen Antepfistiklarinin
cogunlukla yesil ya da sar1 karigimi (giil i¢i) renkte olmast ve damak tadi bakimindan
daha lezzetli olmasi, ona belirgin bir Uistiinliik kazandirmaktadir. Bu yiizden iyi fiyat
bulup, ireticiye yiiksek gelir getirmektedir.



Antepfistifi lilkemizde ti¢ sekilde gogaltilmaktadir. Birincisi, dogada kendiliginden
yetisen ve kiiltiir cegitlerine anag olabilecek Pistacia spp. astlanmasi, ikincisi, Pistacia
spp. tohumlarmin ekilmesiyle elde edilen ¢ogiirlerin tiretim bahgelerine dikilerek
yerinde agilanmas, liglinciisii ise tohumlarin tiiplere ekilmesi ve burada gelistirilerek
agilanmasi sonucunda elde edilen agili tiiplii fidanlarin dogrudan bahceye dikilmesi
suretiyle bahge tesisi yapilmaktadir ( Tekin vd, 2001).

Antepfistif1 dis dollenme gosteren bir bitkidir ve klonal ¢ogaltma heterozigot olan
anaglarin tizerine segkin klonlarin agilanmasi ile yapilmaktadir. Ana¢ ve gelik
arasindaki uyusmazlik sik¢a ara-agi (inter-grafting) gerektirir. Klasik pratiklerden
sadece tohum ekilerek ¢ogiir elde edimi ve bunun lizerine agilama ySntemi ile
¢ogaltilan Antepfistifi’nda, kdklenme problemi oldugu icin ¢elik ya da daldirma ile
liretim saglanamamaktadir. Cogiirlerin lizerine yapilan asilama c¢alismalarinda da,
sakizlanmadan dolayr asilama bagarisinin diigiik olmasi, anag¢-kalem arasindaki
uyusmazIlik gibi problemler bulunmaktadir. Diger bir ¢ok meyve tiiriinde oldugu gibi
Antepfistifi’nda da, tohumdan ¢dgiir elde edimi ve bunlarin plantasyonu olusturmasi,
istenmeyen bir durumdur. Ciinkii, bu sekilde generatif Uretim ile tohumlarda
meydana gelecek agilmalar sonucu bahgelerde standardizasyon olmayacaktir. Ayrica
dioik bir bitki oldugu i¢in meydana gelecek yeni bireyin erkek olma olasilifi vardir
ve bu durum yeni bitkinin ¢igeklenme donemine kadar (8-10 yil) anlagilamayacaktir.
Dolayistyla bu tip bitkiler bahgelerde gereksiz yer isgal edecektir. Bu nedenle mikro
gogaltim (meristem kiiltiiri, somatik embriyogenesis) ile seckin Antepfistif
varyetelerinin klonlanarak ¢ogaltilmasi mevcut problemlere ¢dziim getirebilecektir.
Bununla birlikte Antepfistigi, sert kabuklu meyveler gurubu igerisinde ¢ogaltilmasi
en zor olan tiirdiir (Joley, 1979).

Bu c¢alismada, odunsu bitkilerin ¢ogaltilmasinda 6nemli bir sorun olan fenolik
birikimlerinin engellenmesinde ‘nurse culture’ tekniginin etkinliginin belirlenmesi
amaglanmistir. Ayrica 6nemli bir ¢esit olan P. vera L. cv Siirt’in meristem ve

embriyo kiiltiirleri ile mikrogogaltim olanaklar aragtiriimigtir.



2. KAYNAK OZETLERI

Modern 1slah metodlar1 olarak belirtilen tekniklerden birisi olan doku Kkiiltiirleri,
organogenesis ve somatik embriyogenesis gibi yontemlerin bitki 1slahinda
kullanilmas1 hem zaman ve hem de uzun dénemde uygulandig: taktirde yapilacak
masraflar agisindan biiyiik kolayliklar saglamaktadir. Bitki doku kiiltiirii; aseptik
sartlarda, yapay bir besin ortaminda, biitiin bir bitki, hiicre (meristematik hiicreler,
slispansiyon veya Kkallus hiicreleri), doku (gesitli bitki kisimlar1 = eksplant) veya
organ (apikal meristem, k&k vb.) gibi bitki kisimlarindan yeni doku, bitki veya
bitkisel Giriinlerin (metabolitler gibi) tiretilmesidir. Yeni ¢esit gelistirmek ve mevcut
cesitlerde genetik varyabilite olugturmak doku kiiltiiriiniin temel amagclar: arasinda
sayilabilir. Bu nedenle bitki doku kiiltiirleri genetiksel iyilestirme c¢aligmalarinda
Onemli bir rol oynamaktadir. Ayrica kaybolmakta olan tiirlerin korunmasinda ve
¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin iiretiminde, ¢esitli doku kiiltiirii yontemleri rutin olarak

uygulanmaktadir (Babaoglu vd, 2001).

Doku Kkiiltiiriinde somatik embriyogenesis birgok bitki tiirlintin hizh klonal
¢ogaltilmasinda dnemli bir potansiyele sahiptir. Teorik olarak tek bir eksplant sinirsiz
sayida embriyo iiretebilir. Bu sinirsiz iiretim, anag bitkiden alinan kisith miktardaki
materyale baglh olan gelikle ¢ogaltim karsisinda ¢ok bilylik bir avantaja sahip
olmaktadir. Ozellikle, birgok bitki tiirli icin gelistirilen hiicre siispansiyon
teknikleriyle az bir is¢ilikle, ¢ok kisa bir siirede ¢ok sayida iyi gelismis emriyo elde
etmek miimkiin olmaktadir (Parrot vd, 1993).

Somatik embriyolarin déllenme sonucunda gelisen zigotik embriyolara gore en
Onemli istiinliikleri genetik agilmalarin olmamasidir. Somatik embriyolar, kiiltlire
alinan eksplantin somatik hiicrelerinden geligirler ve eksplantin alindi: bitkinin

genotipini muhafaza ettirdiklerinden dolayi klon olugtururlar (Parrot vd, 1993).

Somatik embriyogenesis yag palmiyesini de i¢ine alan bazi bitki tiirlerinde ticari
olarak kullamlmaya baglanmistir. Yag palmiyesi tohumla ¢ogaltilmakta olup, bitkiler
yiiksek oranda heterozigot oldugundan dolay: elde edilen déllerde biiyiik varyasyon



gozlenmektedir. Ayrica, bu bitkinin tek bir meristemi bulunmakta ve ¢elikle klonal
cogaltimi1 da miimkiin olmamaktadir. Ivory sahillerinde 1983’ten sonraki 10 yiilik
stirede somatik embriyolardan elde edilen bitkilerden 280 hektarlik yag palmiyesi
plantasyonu kurulmustur. Bu bitkilerin bazilarinin ¢icek yapilarinda anormallikler
g6zlenmis olsa bile, yag orami bakimindan Snemli bir homojenite saglamiglardir
(Parrot vd, 1993).

Somatik embriyo kiiltiirleri, bitkilerin hizh ¢ogalmasi1 yaninda diger bazi 6nemli
Ozellikleri de tagimaktadirlar. Somatik embriyogenesis sonucunda olugan iirtin bir
embriyo olup, tohum igerisinde bulunan embriyonun bir benzeridir. Daha da
Onemlisi somatik embriyolar tam bir bitki olusturabilme programina da sahiptirler.
Bu ylizden, somatik embriyolar kaplanmig tohum olarak kullanitabilme potansiyeline
sahiptirler (Parrot vd, 1993).

Bitkilerin biyoteknolojik yontemlerle iyilestirilmesinde doku kiiltiirli ySntemlerine
mutlak bir ihtiya¢ vardir. Doku kiiltlirii ¢aligmalarinda ¢esitli aragtiricilar tarafindan
bildirilen bircok besin ortami formulasyonu mevcut olmasmnma ragmen MS
(Murashige ve Skoog, 1962 ), B5 (Gamborg vd, 1968), LS (Linsmaier ve Skoog,
1965) ve bunlarin g¢esitli modifikasyonlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Babaoglu
vd, 2001).

MS ortamu tiitiin igin gelistirilmis ve yiiksek tuz igerikli bir ortamdir. Ozellikle diisiik
yogunluklarda (Y4, %) bir¢cok bitki tiirlindeki kdklendirme caligmalarinda bagariyla
kullanilmaktadir. Bitki besin ortamlarinda yer alan komponentler kullanim siklifina
gore sirasiyla; su, makro elementler, mikro elementler, vitaminler, gsekerler (karbon
kaynagi), yar1 katilagtiricilar (jel yapicilar; agar, agaroz vb.), bitki biiylime
diizenleyicileri, tamponlar ve aminoasitler yaninda kimyasal olarak
tanimlanamayanlardan olugmaktadir. George, (1993); Franklin ve Dixon, (1994);
Gamborg ve Phillips, (1995). Bu komponentlerin hepsi aym anda her ortamda

bulunmayabilir.

Temel besin ortami igindeki en 6nemli makro elementlerden birisi azottur. MS
ortaminda yiiksek oranda, degisik formlarda (NH;', NOs; veya organik) azot
bulunmaktadir. KNOs; formunda azot ilavesi ayn1 zamanda potasyumunda ortama
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ilavesini saglar Franklin ve Dixon, (1994). Diger makro elementler arasinda ise

fosfor, sodyum, magnezyum, kiikiirt ve kalsiyum sayilabilir.

En ¢ok kullanilan mikro elementler sirasiyla demir, manganez, ¢inko, bor, bakir,

molibden, kobalt ve iyot’tur (Gamborg ve Philliips, 1995).

Vitaminler, enzim reaksiyonlarinda katalitik etkiye sahiptirler. Bitki kiiltiirleri i¢in en
gerekli vitaminler thiamin (B1) ve daha sonra sirasiyla nikotinik asit (B3, niasin) ve
pridoksin (B6)’dir. Myo-inositol ve d-biotin(H) de oOncelikle gerekli vitaminler
arasinda yeralmaktadir (George, 1993).

Sekerler, besin ortaminin en 6nemli komponentlerindendir. Kiiltiire alinan bitki hiicre
ve dokulan yeterli miktarda karbonhidrat sentezi yapamadiklarindan (yani heterotrof
olduklarindan) enerji kaynagi olarak ¢esitli sekerler kullanilmalidir. Bunlar arasinda
en fazla kullanilam sakkaroz’dur. Besin ortamlarinda siklikla kullamlan diger

sekerler sirasiyla glikoz, maltoz, rafinoz ve fruktoz’dur (George, 1993).

Jel yapict maddeler besin ortamlarmi yari-kati hale getirmek icin kullamlan
komponentler arasindadir. Bunlar genellikle kirmizi deniz alglerinden ¢ikarilan
¢esitli polisakkarit bilesimlerdir. En ¢ok kullanilanlar; agar (degisik tipleri), agaroz,
sea-krem agaroz, aljinat, phytagel (gelrite), silikajel, jelatin ve nisasta’dir (George,
1993).

Bitki geligsim diizenleyicileri (BGD) doku kiiltiirli ortamlarinin en énemli unsurudur.
Kompleks yapilar gosteren yiiksek organizasyonlu canlilar diizenli olarak biiyiiyiip
gelisebilmek i¢in hiicreler arasi iletisime ihtiya¢ duyarlar. Bitkilerde bu iletigimi
saglayan temel arag, bilgiyi kimyasal mesaj olarak hiicreden hiicreye tastyan, bitkisel
hormonlar ya da fitohormonlardir. S6z konusu maddeler bitkilerde ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bulunmakta ve bitki metabolizmasinda ©nemli gorevler
iistlenmektedirler. Yapilar1 bitkilerde bulunan dogal hormonlara benzeyen sentetik
diizenleyiciler iretilebilmekte ve hormon isminin elde edilen maddeleri tam
tanimlamamasindan hareketle bunlara biiyiime ve gelisme diizenleyiciler (BGD)
denmektedir. George, (1993). Dogal BGD’ler, oksinler, sitokininler, gibberellinler,
dorminler (absisik asit) ve etilen gurubu olarak belirtilmektedir.
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Oksinler; fotoperyodizm, koklendirme, apikal dominans, yan stirgtinlerin gelisiminin
engellenmesi ve hiicre gelisiminde etkilidir. Oksinler, doku kiiltlirinde tek bagina
kullanildiklarinda kallus uyarimini, hiicre siispansiyonlarmin elde edilmesini ve
somatik embriyo olusumunun uyarilmasimi, sitokininlerle birlikte yine kallus
olusumunu, siirgiin rejenerasyonunu (organogenesis) ve somatik embriyo
olusumunun uyarilmasini saglamaktadirlar. Ayrica elde edilen siirgilinlerin
koklendirilmesinde vazgec¢ilmez bir kullanima sahiptirler. Temel hormon formu IAA
(Indole-3-asetic acid)’tir. Sentetik oksinler ise NAA (o-Naphthaleneacetic acid), IBA
(Indole-3-butyric acid), 2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic acid), Picloram, 2,4,5-T
(2,4,5-Trichlorophenoxyacetic acid) ve olarak belirtilmektedir (Smith, 1992).

Dogal sitokinin formlar1 zeatin (ZEA) ve zeatin ribozid (ZR)’dir. 2IP (izopentil
adenin), K (kinetin), BAP (6-Benzil amino piirin) en ¢ok kullanilan adenin
(aminopurin) tiirevleridir. Sitokininler, ¢ogunlukla k6k ucu meristemi ve geng
yapraklarda iretilir. Hiicre boliinmesi, yeniden farklilagma (re-differentiation), bitki
rejenerasyonu ve siirgiin ¢ogaltiminda etkili olup (Smith, 1992), antioksidan etki

gostererek yaslanmayi da geciktirirler.

Mekanik yaralanma gibi stres durumlari ortaya ¢iktiginda, bitki dokularinda fenolik
bilesiklerin metabolizmas1 uyariimaktadir. Eksplantlarin kesim ylizeyinden ¢ikan
fenolik bilesiklerin oksidasyonu bazi bitki tlirlerinin kiiltiiriinde ciddi bir sorundur.
Bu durum besin ortammin kararmasina ve dokularda toksik etkiye yol agarak,
eksplantlarin gelisme ve farklhilagma yeteneklerini ciddi olarak sinirlandirmaktadir.
Kararma sorunu daha ¢ok odunsu tiirlerden alinan olgun dokularda yaygindir. Bu
toksik bilesiklerin  bitkiler tarafindan engellenmesi olduk¢a zordur. George ve
Sherrington, (1984)’a gore ortam ve dokularn kararmasmi engellemek i¢in
alinmas1 gereken dnlemler sunlardir; i) fenolik bilesiklerin ortamdan uzaklagtiriimas:
(aktif karbon veya polyvinylpyrrollidone, gibi fenolik adsorbantlar aracilif: ile), ii)
redoks potansiyelinin azaltilmasi1 ve iii) fenolaz enziminin inaktive edilmesi

(Debergh ve Read, 1993).

Askorbik asit ve sitrik asit gibi fenolik oksidasyonu engelleyici antioksidantlarin
kullamimi, karanlikta kiiltiir ve sivi ortam gibi uygulamalar, toksik bilesiklerin
ortadan kaldirilmasinda genellikle bagarili olmamaktadir. Besin ortamindaki toksik
bilesikleri yok etmenin en etkin ve kolay yolu aktif karbon kullanmaktir. Ancak aktif
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karbon toksik bilesiklerle birlikte ortamdaki oksin ve sitokinin gibi organik bilesikler
ile diger bir g¢ok bilesigi de adsorbe etmektedir.Bir ¢ok agidan PVP
(Polyvinylpyrrollidone) toksik bilesiklerin adsorbsiyonunda basarih sonuglar
vermektedir (Pierik, 1988).

Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda fenolik olusumu ve fenolik engeli i¢in bir¢ok aragtirma
yapimigtir.  Saccharum  officinarum’da  bitkinin  yas ve kuru agirhf
numaralandirilmig, filizlerin kiiltiir ortamlarinda fenolik atihmlan gdzlenmistir.
Numaral filizlerde ilk 20 giin iginde %82 oraninda gallik asit olugsmus, fenolik
yogunlugunun sistein ve paklobutrozol kullamlarak oniine gecildigi bildirilmistir.
Sistein kiiltiir ortamlarindaki fenolik artisim azaltmig, fakat yas agirlikta olanlarda
etkili olmamstir. Paklobutrozol oranim yiikseltmek fenolik atimi ve sekerkamis: filiz
olusumuna neden olmustur. Sonug olarak; filiz olusumu ile fenolik atimi arasindaki
iliskinin bitkinin agirlik toplamuyla ilgili olmadig bildirilmistir (Lorenzo vd, 2001).

Pinus sylvestris’te olgun goncalardan kallus olusturulmus, enzimatik aktivite
esnasinda kahverengilesme ve hiicresel yapmin degistigi gozlenmistir. Isik (LM),
elektron (EM), scanning (SEM) elektron mikroskopta hiicresel yapmin degisiklikleri
ve fenolikler isaretlenmigtir. Kallusun biiylime orami olgiildiigiinde, kiltir
peryodunun  baglamasindan  ikinci ve {glincli haftasi arasinda peroksidaz
aktivitesinde hizla artma, bu arada hiicre zarinda incelme ve kahverengilesme ile
klorofil kayb1 ve hiicrenin 8liimii gézlenmistir. Sonug olarak olgun ¢amlardan doku
kiiltiirii yapmanin zor oldugu bildirilmistir (Laukkanen vd, 2000).

Vitis vinifera cv Chardonnay ve Merlot’da stilben toplaminin gevresel ve geligimsel
etkileri aragtinlmis ve bu amagla, seralarda biiyiiyen filizler alinarak HPLC ydntemi
ile stilben phytoalexin sentezi ekstrakte edilip ¢igeklerin fenolik bilesimleri tayin
edilmigtir.  Ciceklerin  fenolik  komponentlerinin  Quercetin’den  tiiredigi,
Chardonnay’da 6lgiilebilir stilbenin trans-Resveratrol oldugu belirtilmigtir. Bir siire
sonra 7 stilbenik bilesim olustugu, fenolik ve stilbenlerin olusumunun yapraklarda
azaldign gozlenmigtir. Geng Kkalluslarin resveretrol, piceid, epsilonviniferin ve
belirlenemeyen stilbenler olusturdugu, yash kalluslarda bu yetenegin kayboldugu
saptanmugtir. Biitiin stilbenlerin ayn1 zamanda ortaya c¢iktigi piceid sentezinden,

resveretrol novo sentezinin glikozitlesmesinden Once kallusun kahverengilestigi,
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epsilonviniferin sentezinin ortaya ¢ikmasi ile hiicrelerin kisa dalga boyunda (UV)

zarar gbrmesine neden oldugu da bildirilmistir (Keller vd, 1998).

Camellia sinensis, kallus Xkiiltiirlerinde fenolik birikimi ile kloroplast olusumu
arasindaki iligki arastirilmug, kalluslar stirekli ve 16 saat 1siklandirma ile mukayese
edilmistir. Kalluslar bir bolgeden siirekli isiklandinldiginda fenolik bilesiklerin
arttif1, kalluslarin 16 saat igiklandirilmalar ile bunlarin olusumlarin iist bolgede
incelendigi, baghica fotomiksotropik (1s1ktan faydalanbilen kii¢iik boylu agaclar,
calilar vb.) ¢ay kalluslariin geligsiminde fenolik birikiminin kloroplast gelisimiyle
baglantili oldugu bildirilmistir (Zagoskina vd, 2000).

Catharanthus roseus’un hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde indol alkoloidler ve
fenollerin birikimi ile triptofan dekorboksilaz ve phenylalanine ammonialyase elde
edilisi ¢aligmasinda, kiiltiir ortamlarindaki phenylalanine ammonia-lyase enziminin
derecesi fenollerin sentezine neden oldugunu gdstermistir. Indol alkoloidlerin
olusumunda 6nce triptofan dekorboksilazdan gegerek triptamin olusturdugu ve sonug

olarak sentezlerinin birbiriyle iligkili oldugu belirtilmistir (Seitz vd, 1989).

Prunus avium’da Ca eksikligi ve prunin sentezi arastirilmig, MS ortamina 1492M Ca
ya da sadece %5 (75M) Ca ilavesiyle karanlikta kallus olusturulmus, diisik Ca
oraninda yag asitleri sentezi ve membran lipidierinin degistigi goriilmistiir. Unsature
yag asitleri 18:3 lipidler bir siire sonra azalmis phosphatidylethanolamine toplandig:
goriilmiigtiir. Diisiik Ca ortaminda prunin (naringenin —7-glucoside) ve eriodictyol —
7-glucoside oram kalluslarda yiikselmistir. /n vitro’da kiigiik filizlerin bilyiimesiyle
prunin olusumu fenoliklerin tist kisimda birikimine neden olmustur. Prunin olusumu
kallus kiltiirlerinde elektrolitlerin artigina ve 18:3 yag asitlerinin azalmasina neden
olmustur (Yuri vd, 1990).

Nicotiana tabacum doku kiiltiirlerinde fenoliklerin artis1 ve hiicre béliinmesine etkisi
aragtirilmig, eksojen stokininlerin eksikliginde tiitiinlin stokinin gerektiren
dokularinin biiylimesini arttirmak i¢in Dehydrodiconiferyl alcoholglucosides (DCGs)
den tiiremis phenylpropanoidlerin gerekli oldugu saptanmigtir. N. tabacum hiicre
boliinmesinde sentetik DCG hiicre boliinmesini baglatmig, izomer A ve B
pekistirmistir. Sonu¢ olarak DCG birikimi ve stokininle muamelenin hiicre

boliinmesine neden oldugu belirlenmigtir (Teutonico vd, 1991).
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Petunia hybrida hiicre siispansiyonlarinin lignin sentezi ve antosiyanin
diizenlemesinde, 30gr glikoz ve 2.0mg/lt NAA ilavesiyle olusturulan MS ortaminda
orthovanadate toplami lignin birikimine sebep olmugstur. Orthovanadate hiicre
biiyiimesinde negatif sonug verip, Phenylalanincammonialyase (PAL) aktivitesini
arttirmugtir. NAA konsantrasyonunu 2.0mg/lt’den, 1.0mg/It’ye diigtirmenin lignin ya
da antosiyaninlerin iiretiminde daha fazla artisa neden oldugu bildirilmistir
(Hagendoorn vd, 1991).

Parthenium argentatum filiz eksplantlar1 MS ortamma 0.1mg/lt 2,4-D+0.1mg/lt
kinetin ve 0.2mg/lt NAA ilavesiyle olusturulan kiiltiirlerde 2 giin sonra 151k
mikroskobu ile incelenen hiicrelerde tanimlanamayan osmiophilic globiiller biriktigi
ve hiicre sayisinda azalma oldugu, kalan hiicrelerin varligim stirdiirebildigi
bildirilmigtir. Spektrofotometri, HPLC ve tranmission elektron mikroskobu

hiicrelerdeki fenolikleri géstermigtir (Trautmann vd, 1991).

Pimpinella major in vitro Xiltirlerinde phenylproponoidlerin birikimi ve
olusumunda kargilagtirmah aragtirma yapilmigtir. %1 Difco agar ile katilagtirilan ve
1.0mg/1t kinetin+7.0mg/lt NAA ve 30gr sakkaroz ilavesiyle kurulan MS ortaminda
olusturulan anorganize kalluslar 6 ay sonra incelenmigtir. Stvi MS ortaminda biiyiime
regiilatorleri  olmadan  kallus  Kkiiltirlerinden  yaprak-k6k  farkhilagmasi
gerceklestirilmigtir. Kalluslarda biriken epoxypseudo isoeugenol tiglate (EPT),
epoxy-anol . tiglate (EAT) ve anol tiglate (AT) tim bitki ve fidelerle
karsilagtinlmigtir.  Anorganize Kkallus kiiltlirlerinde  hi¢  phenylpropanoidler
toplanmazken yaprak kok farklilagmasi olan kiiltiirlerde EPT toplanmigtir. Ayrilan ve
kok igerenlerden sirasiyla 360g ve 1000g EPT/g FW belirlenmistir. Fenil
proponoidlerin dagilim bitkide organlara gére degismektedir. EPT oram1 meyvelerde
0, koklerde 107mg/g FW belirlenmistir. EAT ve AT meyvelerde 7.0mg/g ve 5.3mg/g
FW dir. Fidelerdeki EPT konsantrasyonlarida 0.4-0.7, 0.8-1.0 ve 0.5-0.6mg/g FW
olarak belirlenmigtir (Merkel vd, 1990).

Insan sagliginda analjezik olarak kullamlan ve bazi antibakteriyel zellikleri olan
fenil propanoid glikozitler Tecoma sambucifolium doku kiiltiirlerinde tiretilmistir.
Kallus hiicre hatlar1 kullamlmigtir. 2,4-D ve kinetin igeren ortamda yiiksek oranda
iiretilmiglerdir. Diisiik oranda sitokinin igeren ortamda bu bilesiklerin oraninda

azalma saptanmigtir (Pletsch vd, 1993).
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Yara ¢ikarmak, infeksiyon gibi stres olaylarinda bitkide hiicre duvarinda fenil
proponoidler toplanmaktadir. Hiicre duvari fenolik bilesimleri (cinnomoylestersleri
kapsamakta, 2—-phenylethanols, vanilin ve 4 hydroxybenzaldehyde) Petroselinum
crispum hiicre Kkiiltiirlerinde hastalia direng olarak sentezlendigi gosterilmistir

(Matern vd, 1994).

Salix myrsinifolia bitkiciklerinden alinan eksplantlar farkh sakkaroz, nitrojen ve pH
ortamlarinda bitki artigt ve ikinci derecede fenoliklerin gézlenmesi ig¢in 7 hafta
kiiltire alinmistir. MS hormon igermeyen kati ortamda 4 sakkaroz miktar, 6
NH4NO; ve 3 pH denemesi kurulmustur. %3 sakkaroz bitki artisi ve phenolic
glucoside artigina neden olmustur. %6 sakkaroz’da bitki artigi, phenolic glucoside
artisim gegmistir. Ortamda NH4NO; miktarii % oraninda degistirmek  bitki
tiretimini azaltmis, /s, '/3; oran phenolic glucoside miktarim ¢ok artrrmustir. Bitki
artisi ve phenolicglucoside tiretimi pH 5.7°de yiikselmigtir. Sonu¢ olarak ilk
metabolitlerin tiretimi ¢ok ince bir balans (biiylime, bakim, depo) ikinci metabolitler
iretiminin dis enerjiye bagli oldugu karbon kaynaklarinm boliinmesiyle ikincil

fenoliklerin elde edilecegi bildirilmistir (Julkunen vd, 1996).

N. tabacum cv. Xanthi doku kiiltiirlerinde pektinaz veya pronaz ile hiicre duvarmi
yikan enzim uygulamasi yapilmig fenil propanoid ve tyramin metabolizmas: tesvik
edilmeye ¢aligilmigtir. Bu c¢alismadan amag hiicre duvarma bagli olarak bulunan
fenolik polimerler ile tyramin’in hidroksisinnamikasit amidleri sentezi arasindaki
iliskinin belirlenmesi olmustur. Pektinaz uygulamasi fenilalaninammoniliyaz, 4
kumarat CoA ligaz, tyramin hidroksisinnamotil transferaz ve peroksidaz
aktivitelerinde bir artisin meydana gelmesini saglamistir. Ayrica bu polimerlerin
birikimi ile birlikte 4 kumarat CoA ligaz, hidroksisinnamotransferaz ve peroksidaz

aktivitelerinde artis belirlenmigtir (Negrel vd, 1995).

Salvia officinalis fidelerinin nodal segmentlerinden alinan eksplantlarin 4 farkh
sitokinin ilavesiyle olusturulan in vitro kiiltiirlerinde fenolik antioksidantlarin
birikimi gozlenmistir. MS ortamma 1.5mg/it BAP ve 0.05mg/lt 2,4-D ilavesiyle
olusturulan kiiltiirlerde diisiik miktarda antioksidantlar gézlenmistir. 0.05mg/1t 2,4-D
filizlendirme ve biiylimede Onemli bir etki yapmamig, canli kiitle ve fenolik
antioksidantlarin Uretimine etki etmistir. Filizlerden 17 antioksidan bilesik
tantmlanmigtir. Fenolik asitler gibi; gallik asit, 3-0-kafeoilkuinik asit, 5-0-kafe-
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oilkuinik asit, kafeik asit ve rozmarinik asit, flovonoidler gibi; hesperetin, apigenin,
hispidulin, sirsimaritin ve genkvanin, fenolik diterpenler gibi; epirosmanol,
epirosmanol metil eter, karnosol, episorosmanol etil eter, rozmadial, karnosik asit ve
metil karnosate. Karnosik asit ve metil karnosate hari¢ diger 15 fenolik bilesik kar
amagch tiirlerdir. Baslica ekstrakte edilen antioksidant fenolik bilesikler rozmarinik
asit ve karnasol’dur. Sonug olarak kinetin oranini azaltmak karnosol diterpen fenolik
artigina neden olmaktadir (Santos vd, 2002).

Trapa japonica Flerov’un in vitro organogenesis ¢aligmasinda, eksplantlardan sizan
fenoliklerin kallus evresinde biiyiimeye olumsuz etki ettigi saptanmugtir.
Kotiledonlardan kallus elde etme ¢alismasinda MS ortamma (kati, '/, '/4) 2,4-D ya
da BA ilavesi fenolik birikimini azaltmaktadir. Toplam kallus olusumunu
phloroglucinol (PG) artirmaktadir. Askorbik asit fenolik birikimini azaltmakta fakat
(PG)’dan daha diisiik sonug vermektedir. Yarnn katt MS ortamma 2.7M 2,4-D,
108.0M kazein hidrolizat ve 10.8M (PG) ilavesi maksimum oranda kallus
olusturmaktadir. Bitki organogenesisinde vitaminler de (0.27M Biotin ve 2.7M follik
asit) artisa neden olmaktadir. Yar1 katt MS ortaminda 0.27M BA ilavesi filiz
gelisiminde olumlu etki yapmugtir. Eksplantlar sivi, yar1 kati MS ortamina 1.08M BA
ve 0.27M NAA ilavesiyle filizlendirilmis ve sivi, yan katt MS ortamma 5.4M IBA
ilavesi ile koklendirilmistir. K&klendirilen bitkiler plastik kaplara transfer edilip, 3
hafta sonra transfer edilen bitkilerin %100 oraninda hayatta kaldiklar1 gdriilmuistiir
(Hoque vd, 2002).

Solanum tuberosum’un 1g1kla antosiyanin ve flavonid biyosentezi caligmasinda, in
vitro’da flovonidler ve fenolik asit minimum 8 saat sonra ortaya ¢ikt1g1, maksimum
10 giin sonra da yiikksek oranda  antosiyanin sentezlendigi saptanmugtir.
Isiklandirmanin  antosiyanin ve flavonoid iretimini artirdigi diisiik oranda
isiklandirmada ise yumrularin agildigi gériilmiistiir. Antosiyanin retimi dnce kék
sonra yumru ve sonra da tomurcuk olusumunu sonlandirmigtir. Bu sonugla
bilesimlerin var olma nedeni isikla ortaya ¢ikmakta ve yumrulara taginmakta, patates
kiiltiirleri arasinda asilamanin ise antosiyanin sentezi igin kararl anaglar olusturdugu

rapor edilmistir (Lewis vd, 1998).
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Pistacia tiirlerinde bitki doku kiltiirleri lizerinde bir¢ok aragtirma yapilmgtir.
Pistacia vera L. ve bu tirin iki Kkiiltiir ¢esidi olan ‘ohadi’ ve ‘kalleghochi’
gesitlerinde tohumlarin aseptik kosullarda gimlendirilmesinden elde edilen yaklasik
10 giinliik ¢ok geng aseptik ¢ogiirleri ya da bunlarin in vivo kosullara alinmig 1-2
yash ¢ogiirlerini kullanarak MS ortaminda 1.5-2.0cm uzunlugunda siirgiinler elde
edilip koklendirilerek sera kosullarina aldiklarimi bildirmislerdir (Barghchi ve
Alderson, 1983).

Her 9-10 giinde bir (26 %1 °C) de alt kiiltiire alinan P. vera L. mezokarp dokusunun
MS ortaminda 2mg/lt NAA+4mg/lt 2,4-D+2mg/lt kinetin’e ek olarak 3mg/lt 2,4-
D+2mg/lt kinetin ile ¢ok sayida gri beyaz renkli nodiillerin 70-80 giin igerisinde
meydana geldigi rapor edilmigtir (Ahmad vd, 1989).

P. veramin gen¢ ve olgun agaglarindan alman embriyolarin doku kiiltlirlinde

¢ogalma ve koklenmenin bagarildig: bildirilmigtir (Gonzalez ve Frutos, 1990).

P. atlantica Desf. anaglarinin apikal ve aksillar tomurcuklarindan elde edilen
eksplantlarin kalsiyum ortaminda 0.0 ve 13.6meq/lt seviyesinde iyi sonuglarin
alindigini 1.70meq/It’nin yiiksek konsantrasyon oldugunu ve yaral filizlerin olustugu
rapor edilmistir (Mederos vd, 1991).

Pistacia vera L. apikal tomurcuk ve yumrularindan MS ortaminda 4.0mg/It Kinetin
ve 1.0mg/lt NAA eklenerek filizlenmenin gergeklestigi, filizlerin hormunsuz MS
ortaminda k6klendigi bildirilmistir (Yiicel vd, 1991).

P. vera ve melez (P.atlantica x P. integerrima) uygun bir bliylime ortam1 saglanarak
stirgiin gelisiminin DKW (Driver ve kuniyuki, 1984) ortaminda, K, N, B ve Zn
konsantrasyonlar1 optimum biiytime kosullarina uygulandigi Thidiazuron (10-9/10-
5M) biiylime regiilatSrlerinin test edildigi fakat basarili olmadipi, ilk denemede
bakteriyel bulagikligin oldugu, %2’lik CO, ortaminda bulasikligin kontrol edildigi ve
fotosentez seviyesini artirdifi biitiin karbon kaynaklarmin (sekerler) elendigi, bu
sistemin sakkarozlu ortamla karsilagtinldiginda yeni bir ortama uyma, kdklenme,
hayatta kalma, biiyiime ve geligme yOniinden iyi sonu¢ verdigi, IBA 1.2x10-5)>M
iceren ortamlarda %88’den fazla kdklenme elde edildigi, diisiik IBA igeriginin
sonug vermedigi rapor edilmistir (Parfitt vd, 1994).
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P. vera siirgiin ucu yara simptomlarini hafifletme ve in vitro yetistirilmesinde bor ya
da kalsiyum her ikisi de standart MS ortammna ilave edildiginde siirglin ucu
karamasinin siirekli olarak problem yarattigi, her iki kiiltiir ortamina 100-1000M bor
ya da kalsiyum glukonat (0.3-30mM) gelismeyi 6nemli derecede azalttify fakat
siirgiin ucu karamasin1 Snlemedigi, pratik soliisyonla 6nlendigi, 4 yillik agaglardan
elde edilen filizlerin her 7 giinde bir sivi MS ortamma 15mM kalsiyum glukonat
ilavesinin siirgiin ucu kararmasii tamamen Onledigi bildirilmistir (Abousalim vd,

1994).

P. vera’ nm in vitro tiremesi (siirgiin ucu, tomurcuk vb.) bitki bilyiime regiilatorleri
ile 'WPM-Woody Plant Medium (Lloyd ve McCown, 1980), B5 (Gamborg vd,
1998), G (George, 1993) ortamlarina filiz ve tomurcuklar kiiltlire alindiginda, MS
ortamina 0.5mg/lt BA+0.1mg/lt IBA ilavesiyle diger ortamlardan daha iyi olugum
saglandigim G ortamina 0.5mg/lt BA+0.1mg/lt IBA ilavesiyle (0.71cm) filizlerde
uzama saglandigi, MS ortaminda IBA ve NAA’in biiyiik Slciide filiz olusumunu
hizlandirdig1, bir sire NAA’de iyi filizlendirme verdigi fakat IAA ile ortamda
siirglin ucu karamasi meydana geldigi rapor edilmistir. IBA ya da NAA ile koklii
bitkiler elde edildigi ve basarih bir sekilde seralara yerlestirildigi de bildirilmigtir
(Yang vd, 1994).

In vitro’da meyve agaglarimin koklerini Agrobacterium rhizogenes ve poliaminlerin
icerigi ile tiretim ¢aligmasinda poliaminlerin (PAs) elmada diisiik badem ve pistacia
koklerinde ise sonug vermedigi, 4. rhizogenes’in oksinsiz ortamda sadece zeytinde

koklenmeye neden oldugu rapor edilmigtir (Rugini, 1992).

P. vera L. tohumlarinin sivi MS ortamma 2, 4, 6, 8 ya da 10mg/lt BA ekleyerck
filizlendirildigi P. atlantica tohumlarinin da katilagtirilmis MS ortamma 0.5, 1, 2, 4
ya da 8mg/lt BA ekleyerek filizlendirildigi, P. vera’da yiiksek oranda siirgiin
olusumu saglandig1 ortama 6-8mg/lt BA eklenince 14 giin sonra %80-100 oraninda,
35 giin sonra ise biitiin kiiltiirlerde siirgiin olustugu (P. atlantica’ da 1-2mg/it BA ile
%383) oraninda filizlenme gergeklestigi 4mg/lt’den yiikksek konsantrasyonun
filizlenmeyi Onemli dlgiide azalttifi, Img/lt BA ile olduk¢a geligmis siirgiinler ve
tomurcuklar olustugu rapor edilmistir (Abousalim, 1991).
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P. vera L. kotileden eksplantlarindan 2.5-5mg/lt 2,4-D iceren sivi MS ortaminda
biiylik tek hiicrelerin iiretildigi NAA, BA ve 2IP (her birinden 1.5mg/lt) iceren
ortamda da kiiresel kiiciik sayisiz globiiler hiicrelerin elde edildigi baz: kiiltiirlerde
kalp ve torpil bi¢imli yapilarinda goriildiigii rapor edilmigtir (Ahmad vd, 1992).

P. vera L. kotiledon eksplantlarindan MS ortami, WPM (Woody Plant Medium,
Lloyd & Mc Cown, 1980) ve SH (Schenk ve Hilldebrandt, 1972) ortamlarinda
nicelik ve nitelik olarak farkli kallus sekilleri olustugu, WPM ortaminda MS
ortamindan iki kat kallus kiimesi olustugu (beyazdan koyu kahveye bagimsiz
nodiiller), ¢alismalarda makro ve mikro besinleri ortamda degistirince kahverengi
kallus kiimeleri olustugu (MS ve WPM’deki degisiklilik SH ortamindan fazla kallus
olusturdugu) rapor edilmistir (Jabeen vd, 1995).

Sivi MS ortamina %6 sakkaroz ve bitki biiylime regiilatorleri ile %2-4 sakkaroz ve
BA, ABA’mn (0,5mg/lt) P. vera L. somatik embriyolarinin olgunlagma gosterdigi,
strastyla ABA ve BA (0.59°dan 0.33 ve 0.50°den 0.26) farkl: filizlenme olasiliklar
tespit edildigi 2mg/lt ABA ile yiiksek oranda filizlenme (0.62) gerceklestigi rapor
edilmistir (Onay vd, 1997).

P. vera’mn in vitro stirglin ucu kararmasin1 engelleme ¢aligmasinda, kalsiyum (3-
24mM) ve bor (100-800M) kullamlarak siirgiin ucu kararmast onemli &lgiide
azaltilmigtir. Bununla beraber silirgiin gelisimide azalmigtir. Kalsiyum ve bor
eksikligi meristematik bliylimeyi engellemekte 24mM’a kadar kalsiyum ve kalsiyum
klorid gibi maddeler kullanmanin siirglin ucu kararmasm kontrol altina aldigini

rapor etmiglerdir (Barghchi vd, 1995).

P. vera cv olgun kotiledon eksplantlarindan MS ortamina 10mg/it 2,4-D ilavesiyle
kallus tiretimi saglandigi 7 hafia sonunda 2 tip kallus olustugu (yumru ve tanecikli)
ilk olusan kalluslarin embriyolar iirettigi, sonrakilerinde embriyonik Kkaliteyi
kiiltiirlerde kolaylastirdigini bildirmislerdir (Abousalim vd, 1994).

P. vera L. dormant tomurcuklarin koklendirme caligmasinda MS ortamina 2mg/lt
IBA ve 1mg/1t thiamin ile kok gelisiminin gergeklestigi rapor edilmigtir (Chatibi vd,
1995).
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Pistacia spp., P. mutica ve P. terebinthus nodal segmentlerden alinan eksplantlarin
5mg/lt BAP ilave edilen MS ortaminda filizlendirildigi, filizlenme i¢in BAP’1n
esansiyel oldugu, P. mutica’mn hizli biiylidiigli, P. vera’nin ise daha da biiylik
gelisme gosterdigi sonradan ortaya g¢ikan aksillar tomurcuklarin olustugu, kok
olusumu i¢in de 5mg/It IBA kullanildig rapor edilmigtir (Sheibani vd, 1994).

Sera sartlarinda biiyiiyen fidelerin (P.terebinthus, P. atlantica ve P. khinjuk) ile
Kirmizi, Siirt ve Ohadi c¢esitlerinin anaclarinin GA; (0,250 ya da S500ppm)
muamelesinde, 7 ay sonra filizlerin ¢aplarinda 6nemli &lglide biiylime (>7mm)
kaydedildigi GA; ile siirekli muamelenin sonug¢ vermedigi, 18 ay sonra Ohadi ve

Siirt ¢esitlerinde 6nemli Slgiide artis oldugu bildirilmigtir (Nikpeyma vd,1994).

P. vera L. olgunlagmamig meyvelerinden kalsiyum alginat ile somatik embriyolar ve
tohumlar tiretildigi uygun koruma ile istenilen se¢kin genotiplerin elde edilebilecegi

bildirilmigtir (Onay vd, 1996).

P. vera L’nin filizlendirilmesinde 5M BA ve 0,05M IBA, 0.3, 1, veya 3.2M metil
jasmonat (Meja) eklenen MS ortaminda siirglin gelisiminde Gnemli oranda artis
oldugu, filizlerin kok formunda sicaklikla oksin arasinda 6nemli €tkilesim oldugu
NAA’in 25°C de IAA ve IBA’den farkinin yiiksek oldugu, 28°C de oksinler arasinda
fark olmadig1 meja ve uygun oksinle muamele 31.6M NAA 25°C de ve 31,6M IAA
28°C de filizlerin kok form oranimi artirdigi, kok uzunlugunu azalttigi, 1M Meja ve
31.6M NAA 25C de %80 den fazla filizlenmeye neden oldugu Meja’in kok
olusumunu sagladigt ve bunlarin yeni bir ortama transfer edildigi rapor edilmigtir
(Dolcet vd, 1995).

P. vera L olgunlasmamig meyvelerinden alinan eksplantlar sivi MS ortamina
200mg/1t kasein hidrolisat, 114M Askorbik asit ilavesiyle olusturuldugu 2 hafta sonra
efnbriyojenik kiitlenin 8.9M BA igeren sivi MS ortamina alindig1 ve yeniden 4.4M
BA igeren sivi MS ortamina transfer edilerek birkag evrede kiiltiirlerde
embriyogenesis gozlendigi, olusan somatik embriyolarin embriyojenik kiitleden
kolayca ayrilarak cimlendirilmek iizere hormonsuz MS ortamina aktarildig: rapor
edilmigtir (Onay vd, 1995).
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P. vera’da yaprak eksplantlarindan olusturulan embriyojenik kiimeden sivi MS
ortaminda farkh BAP, ABA ve sakkaroz konsantrasyonlart denenerek somatik
embriyogenesis olusumu saglanmigtir. 4 sakkaroz konsantrasyonu (58,117,175 ve
234mM), 5 BAP konsantrasyonu (4.5-7.1M), 4 ABA konsantrasyonu (0.95-7.6M)
belirlenerek 4, 5 ve 6. haftalarda kiiltiirlerde artan siire ile dogru orantili olarak
filizlenme  gerceklestizgi  gbzlenmistir.  Filizlenmede @ BAP ve  ABA
konsantrasyonlarinin etkili oldugu sakkarozun diisiik oranda etkili oldugu
saptanmigtir. Sonu¢ olarak BAP’in somatik embriyogenesis olusumunda gerekli

oldugu rapor edilmigtir (Onay vd, 2000a).

P. vera agaglarinin olgun nodulleri MS ortamina (8.8M) BAP ilavesiyle
filizlendirildigi 30 giin sonra eksplantlarda filizlenme artis1 gergeklestigi koklenme
icin MS ortamina (9.8M) IBA ilave edilip kéklenmenin basarildigr ve koklenen
bitkilerin seralara transfer edildigi rapor edilmistir (Onay, 2000b).

P. vera cv Antep, yaprak eksplantlarindan elde edilen embriyojenik kiitlenin somatik
embriyo  dokularimi  mikroskopta inceleme g¢aligmasinda, aliman  kesit
hematoksilineozin ile boyanarak mikroskopta incelendiginde baslangigta 2 tip
hiicrenin bir araya gelerek farklilagmasiyla yaprak eksplantlarindan somatik embriyo
olustugu bunlarn iist epidermal ya da alt epidermal hiicreler oldugu rapor edilmistir
(Onay, 2000c).

P. atlantica’da olgun meyvelerden sivi MS ortaminda embriyojenik kiime
olugturmak i¢in 100mg/1t kazein hidrolizat, 100mg/lt L-askorbik asit ilave edildigi,
olugan embriyojenik kiitlenin ayrihip 3 hafta icin 0.5-4mg/lt BAP igeren ortama
alindigi, transfer edilen embriyojenik kiitlede somatik embriyo olustugu, somatik
embriyolarin agarla katilagtirilmig MS ortaminda olgunlagtirildig:, olgunlagan
somatik embriyolarin biiylime regiilatdrleri olmayan ortamda filizlendirildigi rapor
edilmigtir (Onay, 2000d).

P. vera L. olgun kotiledonlarmin Kkiiltiirtinde biiyiime regiilat6rlerinin etkisi
¢alismasinda, MS ortamina BAP, IBA ve NAA sirasiyla (0-2mg/lt) ilavesi ve 69
muamele sonrast kotiledonlarin yamtinin ¢ok degisken olmadigi, biiylime

regiilatorlerinin sonuglarini anlamanin teorik olarak zor oldugunu, yiiksek oranda

22



sonu¢ alinmasinda BAP tesadiifi iken IBA ve NAA nin daha ilimh etki yapti§1 rapor
edilmistir (Chatibi vd, 1998a).

P. vera somatik embriyogenesis ¢aligmasinda kotiledonlardan elde etmek igin
1.0mg/lt 2,4-D+1mg/1t kinetin (%60), yapraklardan elde etmek igin 2.0mg/lt 2,4-
D+1,5mg/1t kinetin (%63), internodlardan elde etmek igin 5.0mg/lt 2,4-D+2.0mg/lt
kinetin’in (%68) ortama ilave edilmesi gerektigi rapor edilmigtir (Chatibi vd, 1998b).

P. mutica ve P. vera’nin filiz gelistirme ve filiz tipi nekrozlarinin kontrolii
¢alismasinda, filiz gelisimi ile olusan siirgiin ucu kararmasinin kontrolii i¢in, MS
ortamina 100M IBA ilavesi ile filizlenen eksplantlarin kdklendigi (%99 RH) su
buhartyla doyurmanin siirgiin ucu kararmasim 6nemli Sl¢iide azalttif1 bunun da filiz
uzunlugunun 6nemli derecede artmasma neden oldugu, (P. mutica’da 1.92’den
3.6mm’ye, P.vera’da 3.2’den 6.04mm’ye kadar) elektron mikroskobunda yaprak
yiizeyleri ve stomatal yapi incelendiginde bilyiimenin kiiltlirde daha az gelistigi
serada da benzer karasteristik Ozellik gﬁsterdigini rapor etmislerdir (Ghoraishi vd,
1998).

P. vera olgun Kkotiledonlarindan bitki tiretimi ve filizlendirilmesinde bliyiime
regiilatérlerinin etkileri ¢aligmasinda, 69 farkli kombinasyon denendigi ve en iyi
kombinasyonun 1.5:1.0:1.0 ve 1.5:2.0:0.5mg/lt (BA:IBA:NAA) oldugu, bu ortamda
filizlenen kotiledonlarin kolaylikla kdklendigi ve yeni bir iklime uydugu rapor
edilmigtir (Chatibi vd, 1997).

Gelismemis Pistacia tohumlarindan Kerman ¢esidinde embriyo olugturmak amaci ile
farkli ortamlar denenmig, bu amagla biiylime regiilatdrlerinin olmadig katt MS
ortami, sakkaroz ve biiylime regiilatdrlerinin olmadig1 yar1 katt MS ortami, biiyiime
regilatorlerinin  olmadigi sivi MS ortamlar1 denenmigtir. Biitlin ortamlarda
filizlenmenin gergeklestigi 4 hafta sonra filizlenen fidelerin aym alt kiiltlire alindig,
en iyi koklenmenin biiyiime regilat6rlerinin olmadifi sivi MS ortaminda

gerceklestigi rapor edilmigtir (Bilyiikalaca vd, 1996).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1. Bitki materyali

Aragtirma materyalini olusturan bitkiler, Pistacia vera L. cv Siirt, Antepfistif
Aragtirma Enstitiisii Miidiirliigii Gen Kaynag1 bahgesinden, Nicotiana tabacum cv
Samsun Gaziantep Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’nden temin

edilmistir.
3.1.2. Kimyasallar

Ortamlarin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar Sigma, Merck ve Calbiochem

firmalarindan satin alinmigtir.
3.1.2.1. Kiiltiir ortamimin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar

Biitiin ¢aligmalarda MS (Murashige ve Skoog, 1962) doku Kkiiltiirii ortami
kullamilmigtir. Bu ortamin icerdigi kimyasallar ve bu kimyasallarin kullamlan
miktarlarn Ek1’de verilmigtir.

3.1.2.2. Kiiltiir ortamina sonradan ilave edilen bilyiime gelisme diizenleyiciler

Eksplantlarda regenerasyonun saglanmast igin oksinlerden NAA (Naphthaleneacetic

acid); sitokininlerden BAP (6-Benzylamino purine) kullanmilmistir.
3.1.2.3. Antioksidantlar

Kiiltiir asamasinda eksplantlarda meydana gelebilecek kahverengilesmeyi dnlemek
amactyla aktif kdmiir (Activated Charcool) kullaniimgtir.
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3.1.2.4. Sterilantlar

- Ekspantlarin sterilizasyonunda %70’lik etil alkol, ticari sodyumhipoklorit (%46 aktif

madde) ve surfaktan olarak Tween-20 kullanilmigtir.
3.1.2.5. Kiiltiir kaplar:

Kiiltir asamasinda 9 ve 14 cm’lik cam petri kaplari, kdklendirme i¢in de 2.5x20

cm’lik cam tiipler kullanilmigtir.

3.2. Yontem
3.2.1. Kiiltiir ortamlarmin hazirlanmasi

Bu ¢alismada, besi ortamlarinin hazirlanmasi, sterilizasyonu ve in vitro kiiltiirler Can
vd, (1992a); Can vd, (1992b) ve Kog vd, (1992) tarafindan belirtilen yntemlere gére
yapilmugtir.

3.2.1.1. MS ortammin hazirlanmasi

Ek.2’de verilen oranlarda A.B.D. stok sollisyon grubundaki kimyasallar tartilmig ve
dH,0 ¢oziilerek, iizerleri 100 ml’ye tamamlanmigtir. Stok C’nin hazirlanmasinda ise
FeS04.7H,0 belirtilen oranda tartilmis ve 90 ml dH,O ile tamamlanmistir. Bu
¢ozelti kangtinlarak isitilmis ve agik sar1 berrak bir sollisyon haline getirilmisgtir.
Daha sonra Na,EDTA-2H,O (Titriplex) ilave edilmis, ¢dzeltinin tamami dH,O ile
100mP’ye tamamlanmigs ve pH 5.5’¢ ayarlanmistir. Hazirlanan stok soliisyonlar
+4°C’de muhafaza edilmigtir. Stok soliisyonlar belirli araliklar ile kontrol edilmis ve
herhangi bir mikrobiyal bulagiklik saptandiginda yeniden hazirlanmigtir. 1 1t kiiltiir
ortammin hazirlanmasi igin stok soliisyonlardan 10’°ar ml ve Ek.3’de verilen
kimyasallardan (agar hari¢) belirtilen oranlarda tartilip almnarak c¢ozelti dH O ile
11t’ye tamamlanmigtir. pH 1M NaOH ve 1M HCI kullanilarak 5.7’ye ayarlanmigtir.
Son olarak 8gr/It agar ilave edilmistir.
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3.2.1.2. Hormonlarmm hazirlanmasi

Hormonlar stoklar halinde hazirlanmigtir. Kullanilan oranda tartilan hormonlar 1M
NaOH ile ¢6ziilerek dH,O ile istenilen miktara tamamlanmig ve +4°C’de muhafaza

edilmistir. MS ortamina pH ayarlanmadan 6nce eklenmisgtir.

3.2.1.3. Sterilizasyon

Ortamlar 1 atm. basingta 121°C’de 15 dakika siire ile otoklavda sterilize edilmistir.
3.2.2. Nicotiana tabacum cv Samsun’da kallus gelisimi calismalar:

3.2.2.1. Bitkilerin sterilizasyonu ve hormon kombinasyonlar:

N. tabacum cv. Samsun yapraklar1 Snce yiizey sterilizasyonunun saglanmasi igin
tween-20 igeren deterjanh suda 5 dakika galkalanarak yikanmig ve daha sonra steril
kabin igerisine alinmiglardir. %70°lik alkolle 1 dakika muamele edilip sdH,O dan
gecirilen yapraklar %70’lik etanole daldirp ¢ikarilarak 3 kez daha sdH,O’dan
gecirilmistir. Sterilizasyonu yapilan yapraklar filtre kagitlarinda kurutularak lcm
biiyiikliigiinde kesilmis ve 2.0mg/lt NAA+0.5mg/it BAP ilavesiyle hazirlanan MS
ortaminda kiiltiire alinmis ve kallus olusumu tegvik edilmeye ¢cahgilmigtir. Kiiltiirler
25+2°C sicaklik ve 4.000 liix 1siklandirmada 16 saat 151k, 8 saat karanlik kosullarina

sahip klima odalarina yerlestirilerek kallus olugumlar 2-3 hafta sonra gézlenmistir.

3.23. Pistacia vera L. cv Siirt dillenmis embriyolarmmdan somatik

embriyogenesis calismalan
3.2.3.1. Bitkilerin sterilizasyonu ve hormen kombinasyonlar:

P. vera L. cv Siirt 25 yasindaki gen¢ agaglardan almman ornekler ¢esme suyu ile
durulanmistir. Daha sonra Tween-20 igeren deterjanh su ile 5 dakika calkalanarak
yikanan Ornekler steril kabin igerisine alinmiglardir. %70°lik alkolde 5 dakika ve
%10°luk NaOCTI’te 15 dakika bekletilerek 3 kez sdH,O’dan gegirilen rnekler filtre
kagitlarma alinarak kurumaya birakilmiglardir. Makasla kesilip pensle g¢ikarilan
embriyolar fenolik birikiminin engellenmesi igin Nicotiana tabacum cv Samsun
kalluslart iizerinde Kkiiltiire alinmig ve embriyogenesis olusumu tegvik edilmeye

calisilmigtir. Kiiltiirler 25+2°C sicaklik ve 4.000 liix igiklandirmada 16 saat 151k, 8
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saat karanlik kosullarina sahip klima odalarina yerlestirilerek degerlendirmeler 4-6

hafta sonra yapilmigtir.
3.2.3.2. In vitro’da gelisen bitkilerden somatik embriyogenesis ¢aliymalari

2002 Temmuz ay: boyunca haftada 2 kez alinan embriyolar MS ortamina 2mg/lt
NAA ve 0.5mg/lt BAP ilavesi ile gelistirilen N. fabacum cv Samsun kalluslari
{izerine, daha sonra 1 ve 2’ger hafta arayla 4.0mg/lt BAP iceren MS ortamina
aktarilmig ve aktarilan embriyolardan embriyogenesis ve direk somatik

embriyogenesis tegvik edilmeye ¢aligilmigtir.
3.2.3.3. In vitro’da gelisen bitkilerin kéklendirilmesi.

Embriyogenesis meydana gelmis ve siirgiin olusturmus eksplantlart koklendirme
amaci ile A, B, C olarak adlandirilan ii¢ farkli ortam kullamlmigtir. A ortamu,
1,MS+%1 sakkaroz; B ortami, MS +%3 sakkaroz; C ortami, MS+ %1 charcool (aktif
komiir) igerigi ile hazirlanarak iginde 25ml ortam bulunan tiipler icerisine bu

stirgtinler yerlestirilmigtir.
3.2.4. Pistacia vera L. cv Siirt meristem Kkiiltiirii calismalar
3.2.4.1. Meristemlerin sterilizasyonu ve hormon kombinasyonlar:

Meristem kiiltiirii galigmalar1 P. vera L cv Siirt iizerinde yapilmig ve bu amagla 2003
Ocak ayinda 25 yasindaki agaclarin 2 yillik geng siirgiinlerinden alinan tepe ve yan
tomurcuklan kullanilmigtir. Tomurcuklar Snce Tween-20 iceren deterjanhi suda 15
dakika siire ile yikanarak kaba temizligi yapilmig ve steril kabin icerisine
alinmiglardir. %70°lik alkolde 2 dakika bekletilmis ve sdH,O’dan gegirilip daha
sonra %15°1ik NaOCl’te 15 dakika siire ile bekletilip 2 kez sdH,O dan gecirilmistir.
Bu asamalardan sonra doku iizerinden 2 yaprak primordiasi g¢ikarilarak %5°lik
NaOCl igerisinde 5 dakika bekletilmis 2 kez sdH,O’dan gecirilmistir. 5 yaprak
primordias1 daha ¢ikarilarak tepe ve yan tomurcuklardan aliman yaklasik 2-3mm
boyundaki meristemler %70°lik alkole sadece daldirilip ¢ikarilmig ve 3 kez daha
sdH,O’dan gegirilerek steril filtre kagitlarinda kurumaya birakilmigtir. 2-3 dakika
sonra filtre kagitlarindan alinarak N. fabacum cv Samsun kalluslar tizerinde kiiltiire

alinmig ve somatik embriyogenesis tesvik edilmeye ¢aligiimigtir.
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Kiiltiirler 25+2°C sicaklik ve 4.000 liix 1siklandirmada 16 saat 151k, 8 saat karanlik
kosullarina sahip klima odalarina yerlestirilerek degerlendirmeler 4-8 hafta sonra

yapimugtir.

3.2.4.2. Pistacia vera L. cv Siirt meristemlerinden somatik embriyogenesis

c¢alismalan

2003 Ocak ayinda 25 yasindaki agacglarin 2 yillik geng siirglinlerin tepe ve yan
tomurcuklarindan elde edilen meristemler MS ortamina 2mg/lt NAA ve 0.5mg/lt
BAP ilavesi ile gelistirilen N. fabacum cv Samsun kalluslar1 tizerine, daha sonra 1 ve
2’ser hafta arayla 4.0mg/lt BAP iceren MS ortamimna aktarilmig ve aktarilan
meristemlerden embriyogenesis ve direk somatik embriyogenesis tegvik edilmeye

caligilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Pistacia vera L. cv Siirt dollenmis embriyolarmin somatik embriyogenesis

calismalarindan elde edilen bulgular

Pistacia spp. eksplantlarinin kesim yiizeyinden ¢ikan fenolik bilesikler, doku
kiiltiirlerinde besi ortamlarinin kararmasma ve dokularda toksik etkiye yol acarak
gelisme ve farklilasma yetencklerinin sonlanmasina neden olmaktadir. Bu galismada
‘nurse culture’ teknigi uygulanarak, eksplantlardan sizan fenoliklerin emilimi 6nemli
dlglide azalmigtir. Nurse culture teknigi i¢in N. fabacum cv Samsun yapraklarindan
MS ortamma 2.0mg/lt NAA ve 0.5mg/It BAP ilavesiyle kalluslar gelistirilmis (Sekil
4.1), Pistacia vera L. cv Siirt dollenmis embriyolar: kalluslar iizerinde kiiltiire

almmuglardir.

Sekil 4.1. 2.0mg/It NAA ve 0.5mg/lt BAP igeren MS ortaminda Nicotiana tabacum

cv Samsun yapraklarindan gelisen kalluslar
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Temmuz ay1 boyunca haftada iki kez alinan (1. hafta:A1, A2; 2. hafta:B1, B2; 3.
hafta:C1. C2; 4. hafta:D1, D2 ve 5. hafta:E1 olarak adlandirilmistir.) dollenmis
embriyolar belirli siirelerde kalluslar iizerinde kiiltiire alimmus (Sekil 4.2), daha sonra

4.0 mg/lt BAP ilavesiyle hazirlanan MS ortamma aktarilmigtir.

Sekil 4.2. Nicotiana tabacum cv Samsun Kalluslari tizerinde kiiltiire alman Pistacia

vera L. cv Siirt embriyolari

Temmuz aymn ilk haftasinda alinan embriyolarin embriyogenesis ve direk somatik

embriyogenesis sonuglari Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. 2002 yetistirme doneminin Temmuz ayr birinci haftasinda alman

embriyolardan embriyogenesis ve direk somatik embriyogenesis sonuglari

EMBIEIYO . MS ORTAMINA [EMBRIYO- DiREl‘( SOMATil? FENOLIK
ALIM DONEMI AKTARMA | GENESIS | EMBRIYOGENESIS |BiRIKiMi (*)
Yo Yo

02.07.2002 A1 08.07.2002 45.5 - -
23.07.2002 - 42,8 -

05.07.2002 A2 16.07.2002 30,3 -
29.07.2002 - 16,6

(*) +:Var, - : Yok

30



02.07.2002 tarihinde N. tabacum cv Samsun kalluslari iizerinde kiiltiire alinan (A1)
ve 08.07.2002 tarihinde 4.0mg/It BAP ilavesiyle hazirlanan MS ortamina aktarilan
11 canh embriyodan 5’inde embriyogenesis olusmus ve %45,5 oraninda bagari

saglamistir. (Sekil 4.3) kiiltiirlerde fenolik gozlenmemistir.

Sekil 4.3. 4.0mg/lt BAP iceren MS ortaminda Pistacia vera L. cv Siirt

embriyolarindan gelisen embriyogenesis

02.07.2002 tarihinde N.tabacum cv Samsun kalluslart iizerinde kiiltiire alinan ve
23.07.2002 tarihinde MS ortamina aktarilan (A1) 7 canli embriyodan 3’tinde direk

somatik embriyogenesis olusmus (Sekil 4.4) ve %42.8 oraninda bagar1 saglanmistir.

Sekil 4.4. 4.0mg/llt BAP igeren MS ortaminda Pistacia vera L. cv Siirt

embriyolarindan gelisen dirck somatik embriyogenesis



05.07.2002 tarihinde alinip (A2) 16.07.2002 tarihinde MS ortamina aktarilan 33 canli
embriyodan 10 embriyogenesis, 3 direk somatik embriyogenesis olugsmus %30.3
oraninda basari saglanmistir. 20 embriyoda fenolik birikimi gozlenmistir. 05.07.2002
tarthinden 29.07.2002 tarihine kadar N. tabacum cv Samsun kalluslarma birakilan
(A2) 6 canli embriyodan | direk somatik embriyogenesis olusmus ve %16,6 oraninda

basari saglanmistir.

Temmuz aymmn ikinci haftasinda alinan embriyolarin embriyogenesis ve direk

somatik embriyogenesis sonuglart Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. 2002 yetistirme doneminin Temmuz ayr ikinci haftasinda alinan

embriyolardan embriyogenesis ve direk somatik embriyogenesis sonuglari

EMBRIYO MS ORTAMINA |[EMBRIYO-{ DIREK SOMATIK | FENOLIK
ALIM DONEMI AKTARMA GENESIS | EMBRIYOGENESIS |[BIRIKIMI (*)
% %
09.07.2002 B1 19.07.2002 5 . ot
30.07.2002 - 9,09 #
12.07.2002 B2 2507.2002 .1 = i
29.07.2002 - 100 +
(*) +:Var, --: Yok

09.07.2002 tarihinde alman embriyolar (B1) 19.7.2002 tarihine kadar N.tabacum
cv Samsun kalluslar iizerinde kiiltiire alinmigtir. 64 canli embriyodan 1 direk
somatik embriyogenesis olusturulmustur. 56 embriyoda fenolik birikimi gozlenmis
ve %1,6 oraminda bagar1 saglanmistir. 09.07.2002 de (B1) alinan ve 30.7.2002
tarihinde MS ortamma aktarilan 11 canli embriyodan kk gelisimi gozlenmis, 1

embriyoda direk somatik embriyogenesis saglanmis ve oran %9,09 olmustur.

12.07.2002 tarihinde kalluslar tizerinde kiiltiire alinan (B2) ve 23.7.2002 tarihinde
MS ortamma aktarilan 41 canli embriyodan 7 embriyogenesis olugmus ve % 17,1
oraninda basari saglanmistir. 39 embriyoda fenolik birikimi gdzlenmistir. 12.07.2002
tarihinde alinip 29.07.2002 tarihinde MS ortamina aktarilan 3 canli embriyonun
tiimiinde direk somatik embriyogenesis olusmus (Sekil 4.5) %100 oraminda basari

saglanmistir.
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Sekil 4.5. 4.0mg/lt BAP igeren MS ortaminda Pistacia vera L. cv Siirt

embriyolarindan gelisen direk somatik embriyogenesis

Temmuz aymin iigiincii haftasinda alinan embriyolarin embriyogenesis ve direk

somatik embriyogenesis sonuglar: Tablo 4.3te verilmistir.

Tablo 4.3. 2002 yetistirme doéneminin Temmuz ay1 {ciincii haftasinda alinan

embriyolardan embriyogenesis ve direk somatik embriyogenesis sonuglari

EMBRIYO MS ORTAMINA [EMBRIYO-| DIREK SOMATIK FENOLIK
ALIM DONEMI AKTARMA | GENESIS | EMBRIYOGENESIS | BIRiKiMI (*)
% %
26.07.2002 6.4 - ite
16.07.2002 C1 05.08.2002 - 7 &
30.07.2002 100 - +
19.07.2002 C2 12.08.2002 - = =
(") ®=Var, --: Yok

16.07.2002 tarihinde alinip (C1) 26.07.2002 tarihinde MS ortamina aktarilan 73
canli embriyodan 5’inde embriyogenesis olugsmus %6.,4 oraninda bagar1 saglanmistir.
72 embriyoda fenolik birikimi gozlenmistir. 16.07.2002 de alinip 05.08.2002
tarihinde MS ortamina aktarilan 20 canli embriyoda fenolik birikiminden dolay:
embriyogenesis gozlenmemistir. 19.07.2002 tarihinde alinip (C2) 30.7.2002 tarihinde
MS ortamina aktarilan 8 embriyoda da embriyogenesis gézlenmis, basart %100
oraninda gergeklesmistir. Kiiltiirlerde fenolik birikimi gozlenmistir (Sekil 4.6.).
19.07.2002 tarihinde alinip (C2) 12.08.2002 tarihinde MS ortamina aktarilan 1 canl

embriyoda embriyogenesis gdzlenmemistir.
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Sekil 4.6. Pistacia vera L. cv Siirt embriyolarinda olusan fenolik birikimi

2002 Temmuz ayr dordiincii haftasinda aliman embriyolardan embriyogenesis ve

direk somatik embriyogenesis sonuglar1 Tablo 4.4’te verilmigtir.

Tablo 4.4. 2002 yetistirme doneminin Temmuz ay1 dérdiincii haftasinda alinan

embriyolardan embriyogenesis ve direk somatik embriyogenesis sonuglari

EMBRIYO MS ORTAMINA | EMBRIYO-| DIREK SOMATIK FENOLIK
ALIM DONEMI AKTARMA | GENESIS |EMBRIYOGENESIS| BiRiKiMi (%)
% Y%
30.07.2002 2 +
23.07.2002 D1 14.08.2002 - 4 +
30.07.2002 g : 5
26.07.2002 D2 14.08.2002 = = +
(*) +:Var, --: Yok

23.07.2002 ve 26.07.2002 tarihlerinde alinan (D1, D2) embriyolarda fenolik birikimi
embriyolardan yiiksek oranda sonuglarin alinmamasina neden olmustur. 23.07.2002
tarihinde kalluslar tizerinde kiiltiire almip (D1) 14.08.2002 tarihinde MS ortamina
aktarilan 25 canli embriyodan | direk somatik embriyogenesis gergeklesmis ve

basar1 %4 oraninda olmustur.

Temmuz aymnin besinci haftasinda alinan embriyolarin embriyogenesis ve direk

embriyogenesis sonuglart Tablo 4.5. de verilmistir.
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Tablo 4.5. 2002 yetistirme ddneminin Temmuz ayt besinci haftasinda alinan

embriyolardan embriyogenesis ve direk somatik embriyogenesis sonuglari

EMBRIYO MS ORTAMINA

EMBRIYO-

DIREK SOMATIK FENOLIK

ALIM DONEMI AKTARMA | GENESIS [EMBRIYOGENESIS | BIiRIKIMi (*)
“/0 0/0
29.07.2002 E1 12.08.2002 = =
26.09.2002 - s S
() +aVar, -1 Yok

29.07.2002 tarihinde alinan (E1) embriyolarda fenolik birikimleri engellenememis

ve embriyolarin geligememesine neden olmustur.

Temmuz ayinda alinan embriyolari embriyogenesis oranlart Sekil 4.7°de verilmistir.

Sekil 4.7. de goriildiigii gibi embriyogenesis Temmuz aymin ilk ti¢ haftasinda

gergeklesmistir. En yiiksek oran ise tigiincii haftada gozlemistir.

Embriyogenesis (%)

B1

B2 C1
BiTKi NO

C2

Sekil 4.7. 2002 Temmuz ayinda ahnan déllenmis embriyolarin embriyogenesis

oranlari

Temmuz aymda alinan embriyolarin direk embriyogenesis oranlari $ekil 4.8°de

verilmigtir. Sekil 4.8°de goriildiigii gibi direk somatik embriyogenesis Temmuz

aymnin ikinci haftasinda en yiiksek oranda gozlenmistir.
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Sekil 4.8. 2002 Temmuz ayinda alinan dollenmis embriyolarin direk somatik

embriyogenesis oranlari.

Elde edilen siirgiinler, 04.09.2002 tarihinde hormon igermeyen A, B, C ortamlarinda

kiiltire alinarak kok gelisimleri saglanmugtir.

A ortami, '/,MS+%] sakkaroz ilavesiyle hazirlanmus, gelistirilen kok ve siirgiinler
Sekil 4.9°da, fidelerin kok ve siirgiin uzunluklari ise Sekil 4.10°da verilmistir.

Sekil 4.9. Pistacia vera L. cv Siirt embriyolarinin 2MS+%1 sakkaroz igeren ortamda

olusturdugu kok ve siirgiinler



A ortamindaki fidelerin siirgiin ve kok uzunluklar

| @ Surgun
|| m Kok

Uzunluk (cm)

Bitki No

Sekil 4.10. ',MS+%]1 sakkaroz iceren ortamda kiiltiire alinan Pistacia vera L. cv

Siirt fidelerinin kok ve siirgiin uzunluklari

B ortam1 MS+%3 sakkaroz ilavesiyle hazirlanmus, gelistirilen kok ve siirgiinler Sekil

4.11"de, fidelerin kok ve siirgiin uzunluklari ise Sekil 4.12°de verilmistir.

Sekil 4.11. Pistacia vera L. cv Siirt embriyolarmm MS+%3 sakkaroz igeren ortamda

olusturdugu kok ve siirgiinler
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B ortamindaki fidelerin siirgiin ve kék uzunluklan
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Sekil 4.12. MS+%3 sakkaroz igeren ortamda kiiltiire alinan Pistacia vera L. cv Siirt

fidelerinin kok ve siirgiin uzunluklari

C ortami MS+%3 sakkaroz+%]1 charcool ilavesiyle hazirlanmig, gelistirilen kok ve
stirgtinler Sekil 4.13’de, fidelerin kok ve siirgiin uzunluklari ise Sekil 4.14°de

verilmisgtir.

Sekil 4.13. Pistacia vera L. cv Siirt embriyolarinin MS+%3 sakkaroz+%1 aktif

komiir igeren ortamda olusturdugu kok ve siirgiinler
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C ortamindaki fidelerin siirgiin ve kok uzunluklari

| [ESirgun
B Kok

Uzunluk (cm)
N

C1

A2 B1

Bitki No

Sekil 4.14. MS+%3 sakkaroz+%]1 aktif komiir igeren ortamda Kiiltiire alinan Pistacia

vera L. cv Siirt fidelerinin kok ve stirgiin uzunluklart

A, B, C koklendirme ortamlarindan sonug alinmis, 6zellikle C ortaminda siirgiin ve
kok gelisiminin daha yiiksek oldugu belirlenmigtir. Bu sonuglara gore siirgiin ve kok

gelisimi i¢in en uygun ortam C ortami olarak saptanmustir.

4.2. Pistacia vera L. cv Siirt meristemlerinin somatik embriyogenesis

calismalarindan elde edilen bulgular

Pistacia vera L. cv Siirt 25 yillik agacin 2 yillik geng siirgiinlerinin tepe (apikal) ve
yan (axillar) meristemleri MS ortamma 2.0 mg/lt NAA ve 0.5mg/It BAP ilavesi ile
olusturulan N. fabacum cv Samsun kalluslar iizerinde 02.01.2003 tarihinde kiiltiire

alinmig (Sekil 4.15) ve ikiser hafta kiiltiirde bekletilerek alt kiiltiire alinmugtir.
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Sekil 4.15. Nicotiana tabacum cv Samsun yapraklarindan gelisgtirilen kalluslar

tizerinde kiiltiire alinan Pistacia vera L cv Siirt tepe meristemleri

20 adet yan meristem, 40 adet tepe meristem kiiltiire alinmis ve 25.02.2003 tarihinde
embriyogenesis ve direk somatik embriyogenesis olusmaya baglamistir. Kiiltiirlerde
fenolik birikimleri ve mikrobiyal kontaminasyon gézlenmistir. Embriyogenesis ve
dirck somatik embriyogenesis olusumu baslayan meristemler 4.0mg/It BAP ilavesi
ile hazirlanan MS ortamina 06.03.2003 tarihinde aktarilmistir. Yan meristemlerin
kiiltir ortamlarmdaki kontaminasyon ve fenolik birikimleri engellenememistir.
Almnan 40 adet tepe meristeminin 16’sinda fenolik 4’iinde kontaminasyon meydana
gelmis 20 meristemde embriyogenesis ve dirck somatik embriyogenesis
gozlenmistir. Pistacia vera L. cv Siirt ug meristemlerinden olusan embriyogenesis
Sekil 4.16da, direk somatik embriyogenesis Sekil 4.17°de ve kiiltiirlerde olusan

kontaminasyon, fenolik ve direk somatik embriyogenesis Sekil 4.18°de verilmistir.

Sekil 4.16. Pistacia vera L. cv Siirt ug meristemlerinden olusan embriyogenesis
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Sekil 4.17. Pistacia vera L. cv Siirt ug meristemlerinden olusan direk somatik

embriyogenesis

:

Sekil 4.18. Pistacia vera L. cv Siirt tepe meristemlerinin kiiltiirlerinde olugan

kontaminasyon (™), fenolik (™) ve direk somatik embriyogenesis (™)
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5. TARTISMA VE SONUC

Heterozigotik yapisi nedeniyle Antepfistif1 liretiminde sadece vegetatif cogaltma
yontemleri nem kazanmaktadir. K6klenme zorluklar1 nedeniyle ¢elik ve daldirma
gibi vegetatif ¢ogaltma ydntemlerinin kullanilamamas: farkli agi tekniklerini 6n plana
cikarmigtir. Ancak bu yOntemin yavag ve pahali olmasi yeterli sayida ¢ogaltim
materyali eldesini sinirlandirmaktadir. Bu nedenle Antepfistif1 ana¢ ve ¢esitlerinin
yogun klonal ¢ogaltiminda doku kiiltiirlerinin kullanilma olanaklar1 aragtiriimaktadir.
Doku kiiltiirleri, Antepfistif1 gibi ¢ogaltilmasi zor olan tiirlerin iiretiminde bitki
hiicrelerinin totipotens 6zelliginden faydalanilarak somatik embriyogenesis yoluyla
tek bir hiicreden tiim bitki elde edilmesi isleminde rutin olarak kullamlmaktadir.
Bununla birlikte Antepfistigi’nda bulunan fenolik bilesikler doku kiiltiirii
tekniklerinin uygulanabilirligini negatif yonde etkilemektedir. Fenolik bilegikler
bitkilerde stres, infeksiyon ve travma gibi durumlarda dogal olarak salgilanmakta,
doku kiiltiirlerinde ise bitki eksplantlarina toksik etki ederek doku 6liimlerine neden
olmaktadir.

Infeksiyon gibi stres olaylarinda bitki hiicre duvarinda fenil propanoidlerin toplandig
P. crispum’da bu bilesiklerin hastalifa direng olarak sentezlendigi Matern vd, (1994)

tarafindan rapor edilmigtir.

Lorenzo vd, (2001) yapilan bir ¢aligmada doku Kkiiltlirlerinde fenolik bilesikleri
engelmek amaci ile sistein ve paklobutrozol kullanilarak S. Officinarum’da

filizlendirme saglandig1 bildirilmisgtir.

Abousalim, (1991) tarafindan yapilan bir aragtirmada, MS ortamma 1.0mg/lt BA
ilavesiyle P. vera tohumlarindan %80-100 oraninda siirgiinlerin elde edildigi
bildirilmistir.

Onay, (1995) tarafindan yapilan bir aragtirmada ise P. vera olgunlagsmamis
meyvelerinden alinan eksplantlarin MS ortamina 200mg/It kazein hidrolizat ve 111M

askorbik asit ilavesiyle somatik embriyogenesis olustugu bildirilmistir. P. vera’ da
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somatik embriyogenesis i¢cin BAP’in gerekli oldugu Onay, (2000) tarafindan
bildirilmistir.

Bu calismada ilk kez ‘nurse culture’ teknigi kullanilarak P. vera L. cv Siirt’in
dollenmis embriyolar1 ve siirglinlerinden alinan meristemler N. tabacum cv Samsun
yapraklarindan gelistirilen kalluslar {izerinde kiilltiire alinmig ve fenolik bilesikler
6nemli oranda engellenmigtir. Daha sonra MS ortamina 4.0mg/lt BAP ilavesi ile
somatik embriyogenesis olusumu saglanmig ve Onay, (2000) calismas: ile paralellik
gostermigtir. 2002 yetistirme doneminde alman P. vera L. cv Siirt déllenmis
embriyolarindan Temmuz ay1 ikinci haftasinda %100 oraninda direk somatik
embriyogenesis, li¢iincli haftasinda da %100 oraninda embriyogenesis olusumu
saglanmigtir. Ik (i¢ hafta 6nemli oranda embriyogenesis olusumuna karsilik,
dordiincii ve besinci haftada alinan embriyolardan embriyogenesis olugturulmamistir.
Bu olayin embriyonun ontogenetik ve fizyolojik yasi, eksplantin bitkiden alindig1
dénem, embriyonun biiylime programinin tamamlanmasi gibi sebeplere bagl
olabilecegi diisiniilmektedir. Yiiksek oranda embriyogenesis ve direk somatik
embriyogenesis meydana getiren siirgiinlerin {i¢ farkl kiiltiir ortam1 denenerek kok

gelisimleri saglanmstir.

2MS+%]1 sakkaroz ilavesiyle olusturulan A ortammda Temmuz aymn ikinci
haftasinda alman (B2) embriyolarda (2cm) uzunlugunda kokler elde edilmistir.
MS+%3 sakkaroz ilavesiyle olusturulan B ortaminda Temmuz aymin {iglincli
haftasinda alinan (C1) embriyolardan (1,48cm) uzunlugundan kokler elde edilmigtir.
MS+%3 sakkaroz+%]1 aktif komiir ilavesiyle olusturulan C ortaminda Temmuz ay1
ikinci haftasinda alinan (B1) embriyolardan (4,98cm) uzunlugunda kokler elde
edilmigtir.

Bu ¢aligma sonucunda k&klendirme i¢in en uygun ortam MS+%3 sakkaroz+%1 aktif
komiir ilavesiyle olusturulan C ortam: olmustur.

Pierik, (1988) tarafindan yapilan bir ¢alismada; “Besi ortamindaki toksik bilesiklerin
yok edilmesinde en etkin ve kolay yol aktif karbonun kullanilmasidir. Ancak, aktif
karbon toksik bilegiklerle birlikte ortamdaki oksin ve sitokinin gibi organik bilegikler
ile diger birgok bilesigi de adsorbe etmektedir. Bir ¢ok agidan PVP toksik bilesiklerin

adsorbsiyonunda basarili sonuglar vermektedir.”
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Bu caligmada koklendirme asamasinda aktif komiir kullanilmig ve yilksek oranda

sonug¢ alinmigtir.

2003 Ocak aymda P. vera L. cv Siirt 25 yasindaki agaclarin 2 yilhk geng
stirgtinlerinin tepe ve yan tomurcuklarindan alinan meristemler de yine N. tabacum
cv Samsun yapraklarindan gelistirilen kalluslar tizerinde kiiltiire alinmig daha sonra
4.0mg/lt BAP ilavesiyle hazirlanan MS ortammna aktarilmiglardir.  Yan
tomurcuklardan alinan meristemlerde mikrobiyal kontaminasyon gézlenmigtir. Bitki
ylizeyleri mikroorganizmalarin dogal yasam alanlaridir. Yan meristemlerin etrafinda
cok sayida yaprakcik bulunmasi, meristemlerin cikarilmasi sirasinda yaprakgik
aralarinda bulunan sporlarin kiiltiirlerde gelisme ortami bulmas:, kontaminasyona
sebep olarak diistinlilmektedir. Alinan 40 adet u¢ meristemin 20’sinde somatik
embriyogenesis saglanmigtir. 20 u¢ meristemin 16’sinda fenolik birikimi, 4’tinde
kontaminasyon gézlenmistir. Bununda bazi u¢ meristemlerin kiigiik olmasindan
dolay1 biriken fenoligi tolere edememesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir.
Mederos vd., (1991) tarafindan yapilan bir aragtirmada P. atlantica Desf. anaglarinin
u¢ ve yan tomurcuklarindan Onemli oranda sonuglarin alindi: bildirilmigtir. Bu
calismada ise P. vera L. cv Siirt 25 yillik agaclarin 2 yillik geng siirgiinlerinden
alinan tomurcuklar kullanmilmig ve meristem kiiltiirii 2003 Ocak ayinda yapilmigtir.
Yiiksek oranda sonug elde edilememesi kiiltlir ortaminin igerigine, alinan tiire ve
sadece bir donem alinmasi gibi sebeplere baglanabilir. Sonug olarak ‘nurse culture’
teknigi ile N. tabacum cv Samsun yapraklarindan geligtirilen kalluslar fenolik
bilesikleri onemli oranda engellemis ve P. vera L. cv Siirt’te dllenmig
embriyolardan 2002 yetistirme donemi Temmuz ay1 ikinci yarisinda somatik

embriyogenesis %100 oraninda gerceklestirilmigtir.

Almnan sonuglar, beslenme ve bdlge ekonomisi i¢in tartigilmaz bir degere sahip olan
Antepfistigi’nin ir vitro kosullarda kolaylikla ¢ogaltilabilmesi ve bu meyve tiiriinde
yapilacak olan 1slah programlarinin basariyla yiiriitiilebilmesini saglayacaktir.
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EKLER

EK 1. MS Ortaminin Kimyasal Bilegenleri

KIMYASAL mg/It
NH4NO3 1650
CaClh.2H20 440
KNOs 1900
H3BO3 6.2
KH2PO4 170
Kl 0.83
Na2Mo04.2H20 0.25
CoCl2. 6H20 0.025
MgS04.7H20 370
MnSO4. H20 16.9
Zn SO4.7H20 8.6
CuSO04. SH20 0.025
FeS04. TH20 27.8
Na2EDTA-2H20 37.3
Thiamine HCL 0.1
Pyridoxine HCL 0.5
Nicotinic HCL 0.5
Glycine 2.0
Myo-inositol 100
Sucrose 30 gr/lt
Agar 8-10 gr/lt

51



EK 2. Stok Soliisyonlar

Kimyasallar Oranlar(mg/100 ml)

A-  H3BOs 62
KH2PO4 1700
K1 8.3
NaxMo04.2H20 25
CoClLz. 6H20 0.25

B- MgS04.7H20 3700
MnSO4. H20 169
Zn S04 TH20 86
CuS04.5H20 0.25

C- FeSO4. TH20 278
Na2EDTA-2H20 373

D- Thiamine HCL 1
Pyridoxine HCL 5
Nicotinic HCL 5
Glycine 20

EK 3. Sonradan Ilave Edilen Kimyasallar
Kimyasal mg/lt
NH4NO3 1650
CaCl2.2H20 440
KNOs 1900
Myo-inositol 100
Sucrose 30 gr/lt
Agar 8-10 gr/lt

52



BU TEZ CALISMASINDAN CIKARILAN YAYINLAR
1. Can, C., Baloglu, U., Sarpkaya, K., Ozaslan, M., (2003). Application of nurse

culture technique to Pistacia vera cv Siirt immature embrios. XIII G. R. E. M. P.A.
Meeting on Pistachios an Almonds.1-5 Haziran, PORTEKIZ.

53



