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SAKIZ AG4CI (Pistacia lentiscus var. chia Duhamel)’NIN IN VITRO
MIKROCOGALTIMI UZERINE ARASTIRMALAR
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OZ: Bu ¢alismada, iilkemizde sayis: giderek azalan Sakiz agact (Pistacia lentiscus L. var. chia)’
nmin apikal siirgiin uglart in vitro kosullarda farkli hormon konsantrasyonlari iceren MS (Murashige ve
Skoog, 1962) ve B5 (Gamborg ve ark., 1968) DKW (Driver ve Kuniyuki, 1984) ortamlari orijinal ya da
modifikasyonlar yapilarak ve antioksidantlar ilave edilerek hazirlanan ortamlarda kiiltiire alinmiglardr.
Yasli agaglar ve geng fidanlardan alinan materyalde fenolik bilesiklerin etkisinden dolayr gelisebilir
ozellikte rejenere siirgiin veya organojenez olusmamistir.

Anahtar Sozciikler: Sakiz agaci, Pistacia lentiscus L., bitki doku kiiltiirleri, siirgiin-ucu kiiltiirleri.

THE RESEARCHES ON IN VITRO MICROPROPAGATION OF
MASTIC TREE (Pistacia lentiscus var. chia Duhamel)

ABSTRACT: In this study, apical shoot-tips of mastic trees whose number in Turkey gradually
decreases were taken to the in vitro culture in original and some modified media of MS (Murashige ve
Skoog, 1962), Gamborg BS5 (Gamborg ve ark., 1968) and DKW (Driver ve Kuniyuki, 1984). Various
antioksidants were also added to some of the media used in the study. Explants of aged and young trees
did not form regenerated shoot or organogenesis because of phenolic compounds.

Keywords: Mastic tree, Pistacia lentiscus L., plant tissue culture, apical shoot-tip cultures.

GIRIS

Sakiz agaci (Pistacia lentiscus L.) iilkemizde, Akdeniz ve Ege bolgelerinde
doguda ise Hatay’a kadar maki vejetasyonu igerisinde yayilis gosterir. Diinya’da ise,
Mistr ve Sina yarimadasi diginda biitiin Akdeniz iilkeleri ve batida Kanarya Adalarina
kadar deniz seviyesinden 500 m’ye kadar varan yiikseklikte sahil bolgelerindeki maki
formasyonunda dogal yayilisa sahiptir (Zohary, 1952; Davis, 1966). P. lentiscus’un
yayilig alani oldukca genistir, ancak sakiz iiretimi sadece Sakiz Adasi’nin giineydogu
kesimleri ve bu bdlgenin tam kargi sahilinde bulunan cesme ilgesindeki belirli
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yorelerde yer alan P. lentiscus var. chia’nin erkek agaglarindan elde edilmektedir
(Acar, 1988).

Sakiz agaci’nin govde ve dallarindan yaralama ile “Mastik* adi verilen ve
bilesiminde rezin ve ugucu yag (% 1-2) tasiyan damla sakizi elde edilir (Baytop
1984). Sakiz agacindan elde edilen sakiz bircok amag icin kullanilmaktadir. Bunlar
arasinda dogal ciklet olarak, ickilere aroma vermek, sakiz yagi elde etmek, parfiim
yapimi, dis macunu yapimi, cila yapimi, gida sanayii ve tibbi amaglar sayilabilir
(Karakir ve Isfendiyaroglu, 1993). Ekonomik anlamda sakiz iiretimi sadece agac
formundaki var. chia’dan elde edilmektedir. Chia’y1 diger yabani sakizlardan ayiran
en Onemli oOzellik, sahip oldugu agagsi biiylime karakteridir (Browicz, 1987).
Ulkemizde ¢ok az sayida Cesme ve Alagat1 da agac formunda sakiz agac1 bulunmakta
ve sakiz ihtiyacinin tamami Yunanistan’dan karsilanmaktadir.

Yakin gegmise kadar Cesme yarimadasinin  belli  yorelerindeki
plantasyonlardan damla sakizi {iretimi yapilirken, son yillardaki yogun yapilagma
nedeniyle mevcut sakiz agaci varligt yok olma tehlikesi altina girmis ve sakiz
iireticiligi ekonomik bir ugras olmaktan ¢ikmustir (isfendiyaroglu 1999). Bu nedenle,
sakiz agacinin in vitro tiretim imkanlarinin aragtirilmasi, hem hizli bir sekilde saglikli
fidan tretimini, hem de bu bitkinin genetik olarak muhafazasina da olanak
saglayacaktir.

Sakiz agacinin geleneksel ¢ogaltma yontemi, kalin dallardan hazirlanan 50-
100 cm boyundaki celiklerin kis aylarinda dogrudan plantasyon kurulacak alana
dikilmesine dayanmaktadir. Bu yontemde hem kdklenme uzun siirmekte, hem de
basar1 orani diisiik olmaktadir (Browicz 1987; Acar 1988 ). Bu giine kadar sakiz
agacinin gerek ¢ogilir gerekse dogadaki yabani bireyler iizerine asilanmasi
¢aligmalarindan da herhangi bir olumlu sonu¢ alinamamistir (Whitehouse, 1957;
Acar, 1988 ). Sakiz agacinin in vivo ¢elikle {iretilmesi ile ilgili yapilan ¢calismalarda;
Hepcan (1992), celiklerde koklenmenin basarisiz  oldugunu  bildirmistir.
Isfendiyaroglu (1999) ise, sakiz agacinin bir yillik siirgiinlerinden hazirladig: celikleri
degisik hormon kombinasyonlar1 ile muamele ederek sisleme metoduyla koklendirmis
ve subat ayinda aldig1 celiklerde en yiiksek, diger aylarda ise daha diisiik diizeyde
koklenme oldugunu ifade etmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda sakiz agacinin in vitro gogaltilmas: ile ilgili
bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Bitkinin bulundugu Pistacia cinsindeki diger tiirler
ile ilgili in vitro tiretim galismalart vardir. Pistacia vera (Antep fistig1)’da Barghchi ve
Alderson (1983), Barghchi ve Martinelli (1984), Barghchi ve Alderson (1985),
Barghchi (1985a), Martinelli (1988), Abousalim (1990), Yiicel ve ark. (1991),
Mederos and Trujillo (1994), Taskin ve ark. (1996a, 1996b), Onay ve ark (1995) ve
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Onay (1996, 2000), Pistacia integerrima’da ve Pistacia atlantica’da Martinelli (1988)
ve Abousalim (1990), Pistacia terebinthus (Menengic) 'da Pontikis (1985) in vitro
liretim yapmuglardir. Mederos ve ark. ayni zamanda Pistacia vera ve Pistacia
atlantica’da in vitro slirglinlerde kahverengilesmenin eliminasyonu ile ilgili (Mederos
ve Truyjillo, 1999) ve Pistacia atlantica’nin in vitro Kkiiltiire alinmasinda besin
ortaminin etkilerini arastirmislardir (Mederos ve ark., 1997).

Pistacia tirleri ile ilgili yapilan in vitro ¢alismalarda bitki ¢ogaltimi igin
eksplant olarak 10-12 giinliik fide ve 1-4 yas aras1 agaclardan alinan siirgiin uclar1 ve
nod tomurcuk segmentleri kiiltiiriin baslatilmas: icin kullanilan ana eksplant
kaynaklart olmustur (Barghchi ve Alderson, 1983; Barghchi, 1985a; Barghchi ve
Alderson, 1985; Pontikis, 1985; Yiicel ve ark., 1991; Tagkin ve ark. ,1996a).

Meristem uglari ayni zamanda olgun agaglardan alinan eksplantlarda
incelenmistir (Barghchi ve Martinelli, 1984; Barghchi, 1985a; Onay, 2000). Nod
tomurcuk segmentleri kiiltiirii ile silirglin ucu kiiltiirleri karsilastirildiginda, siirgiin
ucu kiiltiirlerinin apikal dominansi yoniinden daha giiglii olduklar1 gézlenmis ancak
bu fark devamindaki alt kiiltiirlerde ortadan kalkmustir (Barghchi, 1985b; Barghchi ve
Alderson, 1985).

Pistacia tirlerinin in vitro ¢ogaltimi1 genellikle apikal ve aksillar
tomurcuklardan ¢ok sayida siirgiin gelisimi ve biiyiimeyi tesvik etmeyle basarilmistir.
Murashige ve Skoog besin ortami ve modifikasyonlar1 P. vera’da siirglin gelisimi
icin kullanilmigtir (Barghchi ve Alderson, 1983; Barghchi ve Alderson, 1985; Yiicel
ve ark., 1991; Tagkin ve ark., 1996a). Martinelli (1988) P. integerrima, P. atlantica ve
P. vera siirgiin c¢ogaltilmas1 igin MS besi ortamlarimi ve modifikasyonlarim
kullanmistir. Pontikis (1985), P. terebinthus’da siirgiin ¢ogaltimi i¢in Anderson’un
makro ve mikro elementleri formiiliinii kullandigim bildirmistir.

Mederos ve ark.’nin (1999) baz1 Pistacia tiirlerinin (Pistacia vera cv. mateur
ve Pistacia atlantica) 1-2 aylik stirgiinleri iizerindeki apikal ve nodal tomurcuklarin in
vitro kiiltlir tesisi iizerinde yaptiklar arastirmalarda Murashige ve Skoog, Quirn &
Lepouvre gibi ortamlarda modifiyeler yaparak kullanmislar ve farkli antioksidant
kimyasallar1 kullanarak, eksplant nekrozisi ve eksplantlardan ortama salinan fenolik
bilesikleri 6nlemeye c¢alismiglardir. Calismalarinda kullandiklar1 birgok antioksidant
kimyasal (glutathion, askorbik asit, sitrik asit, PVP, Na-DEDC, Rosmanol) siirgiin
geligimi, slirgin - uzunlugu ve eksplant nekrozisi ve kahverengilesmesini
onleyememistir. Ancak L-sistein kullandiklar1 ortamlarda Pistacia vera cv. mateur’da
bir miktar gelisme saglayabilmislerdir. Pistacia atlantica da ise higbir gelisme
saglanamamigtir. Ayni arastirmadaki calismalarin devaminda ise aktif karbonlu ortam
kullanilmis ve her iki tiirde de gelisme saglanmustir.
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Bu ¢aligmada, lilkemizde giderek azalan sakiz agacinin in vitro ¢ogaltilmasi
ve sakiz elde edilen ana bitkilerle ayni1 genetik yapiya sahip, rejenere fidelerin elde
edilmesini saglayacak bir kiiltiir ortam1 ve hormon konsantrasyonunun belirlenmesi
amaglanmugtir.

MATERYAL VE METOT
Materyal
Sakiz agaci (Pistacia lentiscus L.) Anacardiaceae familyasina ait Pistacia

cinsi i¢inde yer almaktadir. Dogada 1-4 m’ye kadar boylanabilen, ¢ali veya agaccik
formunda goriilen ve yapragini dokmeyen herdem yesil, dioik bir bitkidir.

Bu ¢alismada, [zmir’in Cesme ilgesine bagl Alagat” da bulunan Sakiz Agaci
Koruma Alani’nda yer alan olgun (Sekil 1a) ve 3-4 yillik geng fertlerin (Sekil 1b)
bulundugu ireticilere ait sakizliklarda bulunan sakiz agaclarmin, apikal ve aksillar
tomurcuklari ve siirgiin uglar1 bitkisel materyal olarak kullanilmiglardir.

Sekil 1. Izmir’in Cesme ilgesine bagli Alacati’da bulunan (a) Sakiz agaci koruma
alaninda yer alan yasli sakiz agaclari, (b) 3-4 yillik geng fertlerin
bulundugu iireticilere ait sakizliklarda bulunan sakiz agaclari.

Figure 1. Pistacia lentiscus L.var chia growing at Alacgati, in the Cesme district of
[zmir (a) adult mastic trees in the protection area of mastic tree, (b) 3-4-
years-old juvenil mastic trees at the mastic garden that belong to
producers.

Bitkisel materyal kiiltiire alma islemlerinden bir giin dnce Alacatiya gidilerek
materyal olarak kullanilacak kisimlari igeren 10-15 cm uzunlugundaki yaprakli
celikler halinde alinip perlit ortamina yerlestirilmis ve su kaybini engellemek i¢in
iizerleri nemli bezlerle yada naylon ile ortiilerek enstitiiye getirilmistir.
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Metot

Bu arastirmada, metot olarak bitki doku kiiltiirii teknikleri kullanilmis ve
temel ortam olarak Murashige ve Skoog (1962), Gamborg BS5 (1968) ve DKW
(Driver ve Kuniyuki, 1984) ortamlar orijinal ya da bazi modifikasyonlar yapilarak
kullanilmistir. Bu temel ortamlara siirgiin olusturmak icin gerekli hormonlar,
vitaminler, fenolik bilesiklerce eksplantlarin ve ortamin siyahlagsmasini énlemek igin
askorbik asit karbon kaynagi olarak sakkaroz (30 g/l) ve katilagtirma ajani olarak da
agar (7-8 g/l) ilave edildikten sonra pH 5,7-5,8’¢ ayarlanmis ve tiiplere (her bir
konsantrasyon i¢in 20 tiip hazirlanmistir) bolistiiriilerek 121°C’de 20 dk siireyle
sterilize edilmigtir.

Eksplant sterilizasyonu ve Kiiltiire alma islemleri

Laboratuvara getirilen bitkisel materyal dnce ¢esme suyu altinda yarim saat
yikandiktan sonra sterilizasyon islemlerine maruz birakilmislardir. Sakiz agacina ait
apikal siirglin ucu eksplantlar1 in vitro kiiltiire alinmadan 6nce Laminar Flow Kabin
icerisinde % 96’lik etil alkolde 40-60 sn ve farkli konsantrasyonlarda NaOCl (%0,
10, 15, 20) igeren ¢ozeltilerde 20 dk siireyle calkalanmig ve ardindan 5 defa steril saf
suyla durulanmustir. /n vitro kiiltiire alinma ortami olarak 1 mg/l BAP+0,5 mg/l NAA
iceren MS ortamlar1 kullanilmistir. 10 giin sonra eksplantlar da enfeksiyon oranlari
gbzlenmistir.

Mart 2002 ortalarinda, asagida verilen ortamlarda kiiltiire alma islemlerine
baslanmuistir.

- MS orijinal ortam + MS vit+BAP (0:1:2:4 mg/1)

- MS + Gamborg BS5 vitaminleri + BAP (0:1:2 4 mg/1)

- Gamborg BS5 orijinal ortam + BAP (0:1:2:4 mg/1)

- MS orijinal ortam+MSvit.+ Askorbik asit (50 mg/l) + BAP (0:1:2:4 mg/l)

Hazirlanan bu ortamlarda yash agaglardan ve geng fidanlardan alinan 1,5-2
mm uzunlugunda, siirgiin ucu eksplantlar1 yerlestirilerek farkli temel ortamlarda BAP
konsantrasyonlariin etkisi arastirilmistir.

Ekim ay1 baglarinda yapilan bir diger ¢caligmada ise temel ortam olarak MS +
Gamborg B5 vitaminleri, Gamborg B5 orijinal ortam ve DKW (Driver ve Kuniyuki)
orijinal ortami kullanilmistir. Bu ortamlara karbon kaynagi olarak 30 g/l sakkaroz, 8
g/l agar, bitki biiylime diizenleyicisi olarak tiim ortamlara 1 mg/l BAP + 0,1 mg/l GA;
eklenmistir. Daha sonra fenolik maddelerin etkisini azaltmak ve eksplant kararmasini
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onlemek i¢in farkli kimyasallarla uygulamalar yapilmistir. Bu uygulamalar asagida
verilmistir:

- Besin ortamlarina 15 mM Ag NOs ilave edilmesi,

- Besin ortamlarma 50 uM L-Cystein ilave edilmesi,

- Eksplantlar1 100 uM L-Cystein ¢ozeltisinde 15 dakika 1slatma,

- Besin ortamlarma 1 g/l aktif kdmiir ilave edilmesi (agar 10 g/l kullanilmis
ve 8 giin karanlik inkubasyondan sonra 16/8 fotoperiyota transfer
yapilmistir).

Kiiltiire alinan eksplantlar 3000 lux floresan 15181 ile 16 saat fotoperiyotta ve
25+2 °C ye ayarlanmus kiiltiir odalarinda gelismeye birakilmiglardir.

Denemeler faktoriyel diizende tesadiif parselleri deneme desenine ve
uygulamalara gore her bir ortam i¢in 10 tekerriirlii ve 2 tekrarli olarak kurulmustur.
Farkli konsantrasyonlardaki biiyiime hormonlarinin, kiiltiire alinan eksplantlar
tizerinde;

-eksplant ve ortam kararmasi var veya yok seklinde degerlendirilmistir ve %
orani verilmistir.

-canlilik, var veya yok seklinde degerlendirilmistir ve % oran1 verilmistir.

-slirgiin uzunlugu , ortalama siirgiin uzunlugu seklinde degerlendirilmistir.

Istatistiksel degerlendirmeler SPSS paket programi kullanilarak ortalama
degerler ve standart hatalar analiz edilmistir.

SONUCLAR VE TARTISMA

Sakiz agacina ait siirgiin ucu eksplantlar1 in vitro kiltiire alinmadan 6nce
farkli konsantrasyonlarda NaOCl (% 0, 10, 15, 20) iceren c¢ozeltilerde yiizey
sterilizasyonunun ardindan kiiltiire almanin 10. giiniinden sonra eksplantlarda
gbzlenen enfeksiyon orani Cizelge 1°de verilmistir.

Cizelge 1’den de anlasilacagi gibi % 20 NaOCl konsantrasyonu
eksplantlarda goriilen enfeksiyon oranini, eksplantlarda % 30’a diigiirmiistiir. Ancak
canlilik oram1 % 15 NaOCl konsantrasyonunda biraz yiiksek olmustur. Olgun
Pistacia’lar da bakteriyel ve fungal problemlerin yok edilmesi biiyiik bir sorundur
(Bustamante-Garcia 1984; Abousalim, 1990). Barghchi ve Alderson (1983) sera da
yetisen 6 aylik Pistacia vera fidelerinden alinan eksplantlarda % 15’lik Domestos
¢ozeltisi ile 15 dk sterilizasyon yapmustir. Abousalim (1990), 30 yash Pistacia vera
ile yaptig1 tomurcuk eksplant ¢alismalarinda % 24 Chlorox 20 dk sterilizasyonda
yiksek oranda canlilik elde etmis, fakat devaminda gelisme oraninda diisiisler,
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vitrifikasyon ve kloroziste artiglar gozlemistir. Pistacia vera ile yapilan ¢aligmalarda
Onay (1996) P. vera igin eksplant sterilizasyonunda % 10’luk H,O, uygulamasinin
ardindan % 20 NaOCl ile 20 dk uygulamayi etkili bulmustur. Onay (2000) bir baska
¢aligmasinda olgun P. vera’larda yeni olusan axillar tomurcuk siirgiinlerinde % 20°1ik
NaOCl (klorin miktar1 % 10-15) ile 10 dk uygulamistir. Bu ¢alismada % 15-20
NaOCl ¢ozeltisinde 20 dk. sterilizasyon tercih edilmistir.

Cizelge 1. Ocak 2001 sonlarinda sakiz agaci apikal siirgiin ucu eksplantlarinin
enfeksiyon oranina NaOCI etkisi (Temel ortam MS, 1 BAP+0,5 NAA).

Table 1. The effect of NaOCIl at the enfection rate of apical shoot-tip explants of
mastic tree, at the end of 2001 January (Basal medium MS, 1 BAP+0,5

NAA).
NaOCl uygulama Eksplant kararmas1 | Enfeksiyon oram Canlilik
NaOCl application Explant browning Infection rate Vigority
(20 dk) (%) (%) (%)
NaOCl % 0 100,0
NaOCl % 10 100,0 80,0 0
NaOCl % 15 75,0 50,0 33,3
NaOCl % 20 71,4 30,0 28,6

Mart 2002 ortalarinda yash agaglardan ve gen¢ fidanlardan alinan 1,5-2 mm
uzunlugundaki siirgiin ucu eksplantlarindan elde edilen sonuglar Cizelge 2’de
verilmistir.

Pistacia  tiirlerinde  yapilan  calismalarda  genelde  farkli  BAP
konsantrasyonlarinda optimum siirgiin gelisimi ve ¢ogaltim1 saglanmistir. Cok sayida
stirgiin tiretimi icin 6-Benzilamino purin (BAP)’li ortam, Kinetinli ortama gore daha
etkili oldugu belirlenmis ve 4 mg/l BAP’in P. vera’da fide eksplantlarindan siirgiin
elde etme i¢in optimum bulunmustur (Barghchi ve Alderson, 1983). Martinelli (1988)
4 ay—4 yas aras1 Pistacia materyallerini diisik BAP konsantrasyonlarinda kullanmis
ve P. integerrima i¢in 1 mg/l BAP, P. atlantica igin 0,7 mg/l BAP ve P. vera igin 2
mg/l BAP degerlerini en iyi gelisme konsantrasyonlart olarak bulmustur. Abousalim
(1990), siirgiin olusumu i¢in P. vera’da 4 mg/l BAP ve P. atlantica’da ise 1 mg/l BAP
degerlerinin optimum oldugunu belirtmistir. Yine Taskin ve ark. (1996 a) P. vera cv.
Siirt i¢in en iyi gelisme ve siirgiin c¢ogaltimmin 2 mg/l BAP degerlerinde
gerceklestigini bildirmislerdir. Pontikis (1985) diisik BAP konsantrasyonunu (2,5
mg/l) P. terebinthus’un olgun agaclarindan alinan siirglin uclarinda kullanmustir.
Onay (1996) P. vera fide materyal eksplantlarinda 3 mg/l BAP konsantrasyonlarinin
en iyi sonucu verdigini belirtmistir. Ayn1 arastirici, P. vera’nin 30 yillik olgun
agaclarindan aldig: aksillar tomurcuklardan siirglin ¢ogaltilmasinda ise en iyi sonucun
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ilk 30 glinde 4,4 um BAP, alt kiiltiirlerden sonra ise 8,8 wum BAP degerlerinde
meydana geldigini rapor etmistir (Onay, 2000). Barghchi ve Alderson (1983, 1985) 4
mg/l BAP iceren ortamlarda alt kiiltiire almayla P. vera fide materyalinde ve 14 yas
arasi bitkilerde 35—40 siirgiin elde etmislerdir. Pistacia vera’da kallus kiiltiirlerinden
adventif siirglinlerin elde edilmesi, Barghchi ve Alderson (1989) tarafindan cv.
Ohadi’nin nodal tomurcuk eksplantlarindan gergeklestirilmistir.

Onay (2000), MS+Gamborg vitaminleri kullanarak 4,4 uM BAP ilave ettigi
ortamlarda olgun agag¢ siirgiin ucu eksplantlarinda siirgiin olusturdugunu bildirmistir.
Onay (1996) P. vera’da MS ortaminin siirgiin sayist ve uzunlugu agisindan Gamborg
B5 ortamindan daha etkili oldugunu saptamigtir. Bunun yaninda MS ortaminda
siirgiin ucu nekrozisinin daha fazla oldugunu bulmustur. Calismalarimizda geng
bitkilerde Gamborg BS5, canlilik ve nekrozis agisindan ilk 10 giin igerisinde daha
yiiksek gerceklesmistir. Keza Onay (2000) askorbik asiti 50 mg/l oraninda kullanarak
P. vera’da fenolik maddeleri engelleyerek siirgin  olusturmustur. Ancak
¢alismamizdada P. lentiscus stirgiinleri alt kiiltiirde canliliklarini yitirmislerdir.

Cizelge 2’de goriildiigi gibi geng bitki eksplantlarinda kullanilan ortamlarin
hemen tiimiinde eksplantlarda siirgiin gelisimi meydana gelmistir. Ancak diisiik BAP
konsantrasyonlarinin yani sira yiiksek konsantrasyonlarda da canlilik ve siirgiin
gelisimi olmustur. En yiiksek siirgiin uzunlugu ve canlilik 2 mg/l BA igeren Gamborg
B5 + Gamborg BS5 vitaminleri ortaminda sirastyla 4,20+0,44 mm ve % 100,0 olarak
belirlenmistir. Ayrica bu ortamda eksplant kararmasi ve ortam kararmasi da meydana
gelmemistir. Geng bitkilerde ortam kararmasinin en az diizeyde goriildiigii ortamlar
ise yine Gamborg B5 + Gamborg B5 vitaminleri ortamlari olmustur. Yash bitki
eksplantlarinda kullanilan ortamlarda ise en yiiksek siirgiin uzunlugu 1 mg/l BA
iceren MS + MS vitaminleri ortaminda 6,00+0,00 mm olarak ger¢eklesmesine ragmen
bu ortamda canliligin ¢ok diisiik oldugu goriilmiis en yiiksek canlilik ise hormonsuz
MS + Gamborg vitaminleri ortaminda (% 80,0) meydana gelmis, siirgiin uzunlugu ise
1 mg/l BA iceren MS + MS vitaminleri ortami disinda diger ortamlarindaki tiim
konsantrasyonlardan da yiiksek olarak (3,75+1,59 mm), eksplant kararmasi ise yine
diisiik (% 20) olarak meydana gelmistir. Ayrica yash bitkilerde eksplant kararmasi
genel olarak yiiksek diizeylerde goriilirken, ortam kararmasi ise hemen biitiin
ortamlarda % 100 olarak gerceklesmistir.

Calismamizda farkli besin ortamlarinda, eksplantlarda siirgiin gelisimi yash
bitkilerde geng¢ bitkilere gore daha diisiik cevaplar vermis ve canliliklar1 daha az
olmustur. Bu durum geng bitki eksplantlarinin in vitro rejenerasyonda kullaniminin
daha uygun olacagini gostermektedir. Yine eksplant kararmasi ve ortam kararmasinin
da yash bitkilerde gen¢ bitkilere gore daha yiiksek oranda gergeklesmesi yaslt
bitkilerde fenolik bilesiklerin daha fazla olmasindan ileri gelmektedir. Caligmada
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canli eksplantlar 10 giinden sonra alt kiiltiire alindiktan sonra canliliklarini
kaybetmislerdir.

Sakiz agaci ile yaptigimiz ikinci caligmada fenolik maddelerin etkisini
azaltmak ve eksplant kararmasini Onlemek ic¢in farkli kimyasallarla yapilan
uygulamalarin etkisi aragtirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3°de goriilmektedir.
Cizelge 3’de goriildiigli gibi bu uygulamalardan alinan iki haftalik degerlere gore iki
hafta sonunda en yiiksek canlilik oran1 % 50,0 ile aktif komiir iceren DKW ortaminda
gozlenmistir. Aynmi sekilde 15 pM AgNO; iceren ortamda (% 37,5) ve 100 pM L-
cystein ile muamele edilen DKW ortamlarinda (% 30,0) da diger ortamlara gore
yiiksek gozlenmistir. Gamborg B5 ortaminda ise 50 uM L-cystein igeren ortam (%
33,3) diger ortamlara gore daha yiiksek olmustur. Siirgiin uzunlugu ise en yiiksek 100
uM  L-cystein uygulamasinda DKW ortaminda (7,33+1,33) go6zlenmistir.
Uygulamalarda besin ortamlarinda kararma meydana gelmistir ve bu kimyasallarin
eksplantlardan meydana gelen fenolik bilesikleri azaltici ve dolayisiyla ortam
kararmasini 6nleyici bir etkisi olmamigtir. Bu ortamlardaki eksplantlardan canli olan
ve gelisme gosterenler inokiilasyondan iki hafta sonra alt kiiltiire alinmiglardir. Alt
kiiltiire alinan eksplantlardan sadece aktif komiir ilave edilmis MS+B5 ortamindakiler
yaklasik bir ay canliliklarini siirdiirebilmisgler ve daha sonra kararip nekroz
olmuslardir. Diger ortamdaki eksplantlar ise alt kiiltiirden sonra birkag giin icerisinde
kararmislardir. Benzer ¢alismay1 P. vera ve P. atlantica’da gerceklestiren Mederos ve
ark. (1999) 7 uM AgNO; igeren Q&L-4 ortaminda P. atlantica’da eksplant
kahverengilesmesini azalttigini siirgiin gelisimi ve yiizdesini de yiikselttigini ayrica
15,30 ve 40 uM diizeylerinde ise kahverengilesmenin yok edildigini gostermistir.
Bunun yani sira bu dozlarda siirgiin gelisimi ve ylizdesinin distiiglinii gozlemistir. 50-
100 uM L-cystein i¢eren uygulamalarda ise, P. atlantica’da gelisme olmaz ve
eksplantlar kahverengilesirken P. vera da her iki konsantrasyonda da sirasiyla %41.6
ve % 25.0 siirglin yiizdesi elde etmigtir. Burada her iki bitkide ayri reaksiyonlar
gostermigtir. Yine aktif karbon uygulamasinda da her iki tiirde de yaptig1 1,2,3 g/l
aktif karbonlu ortamlarda 4 ve 8 giinliilk karanlik uygulamalardan sonra aydinlik
ortamlara transfer ettigi zaman 1 g/l de P. vera’da 8 giinden sonra % 41,6 siirgiin
yiizdesi ve 9,60 mm siirgiin uzunlugu elde ederken P. atlantica’da % 83,3 siirgiin
ylizdesi ve 15,1 mm siirgiin uzunlugu elde etmistir. Ancak meydana gelen siirgiinler
vigor olmayip ayni zamanda klorozis belirtileri gostermislerdir. Ardindan glimiis
nitrat (AgNOs)’l1 ortamlar kullanilarak Pistacia atlantica’da kahverengilesme yiiksek
oranda azaltilmis ve daha biiyiik ve genis yaprakl siirgiinler elde edilmistir. Pistacia
vera cv. mateur’da ise kahverengilesmenin azalmasina ragmen siirgiin olusumu
engellenmistir.
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Cizelge 2. Farkli besin ortamlari ve BAP konsantrasyonlarinin yagli ve geng Pistacia
lentiscus L. var. chia fertlerinden alinan aikal siirgiin ucu eksplantlarindan
slirgiin rejenerasyonu iizerine etkisi.

Table 2. Effects of different media and BAP concentrations on shoot regeneration of
apical shoot-tip eksplants taken from adult and juvenil Pistacia lentiscus
L. var. chia tree.

Bitki tipi Temel ortam BAP Eksplant Ortam Canlhilik Siirgiin
Plant type bilesimi konsantras. kararmast kararmast (%) uzunlugu
Basal medium (mg/1) (%) (%) Vigority | ortalamasi +SE
comp. BAP Explant with Medium (%) (mm)
concentration | browning with Means of shoot
(mg/l) (%) browning lenght +SE
(%) (mm)
0 62,5 87,5 37,5 3,67+0,66
MS orj.+ MS 1 60,0 80,0 40,0 3,00+0,00
vitaminleri 2 70,0 100,0 30,0 3,00£0,00
4 100,0 90,0 0
MS orj. + 0 70,0 90,0 30,0 3,00+0,00
Gamborg 1 50,0 70,0 50,0 3,5040,28
Geng vitaminleri 2 70,0 80,0 30,0 3,33+0,33
Bitki 4 40,0 80,0 60,0 3,00+0,00
Juvenile Gamborg B5+ 0 11,1 0 88,9 4,00+0,57
Plant Gamborg B5 1 14,3 14,3 75,0 4,00+0,63
vitaminleri 2 0 0 100,0 4,2040,44
4 0 0 100,0 4,13+0,47
MS orj. + 0 20,0 80,0 80,0 4,00£0,00
MS vit. + 1 30,0 30,0 70,0 4,20+0,48
50 mg/l 2 25,0 12,5 75,0 3,00+0,63
ask. asit 4 50,0 25,0 50,0 4,00+0,00
0 444 100,0 55,6 3,00+0,00
MS orj.+ MS 1 980,0 100,0 10,0 6,00+0,00
vitaminleri 2 100,0 100,0 0
4 100,0 100,0 0
MS orj. + 0 20,0 80,0 80,0 3,75+1,59
Yash Gamborg 1 25,0 100,0 75,0 3,0040,00
Bitki vitaminleri 2 62,5 100,0 37,5
Adult 4 71,4 100,0 28,6 3,50+0,50
Plant Gamborg B5+ 0 75,0 100,0 25,0 3,00+0,00
Gamborg B5 1 75,0 100,0 25,0
vitaminleri 2 100,0 100,0 0
4 88,9 100,0 0
MS orj. + 0 100,0 100,0 0
MS vit. + 1 100,0 100,0 0
50 mg/l 2 100,0 100,0 0
ask. asit 4 100,0 100,0 0

10




T. TASKIN ve A. INAL: SAKIZ AGACI (Pistacia lentiscus var. chia Duhamel)’NIN /N VITRO
MIKROCOGALTIMI UZERINE ARASTIRMALAR

Cizelge 3. Eyliil 2002 sonlarinda AgNO;, L-Cystein ve aktif komiir iceren MS + BS
vit., Gamborg B5 ve DKW besin ortamlarmin kiiltiire alinan yagl bitki
apikal siirgiin ucu eksplantlarina etkisi (8-16 giin sonra).

Table 3. The effect of MS + BS5 vitamin, Gamborg B5 and DKW nutrient media with
AgNO0;, L-Cystein and active carbon on apical 8-16 day shoot tip explants
of aged plants on late September in 2002.

Hafta Kimyasal Besin Eksplant Ortam Canlilik Siirgiin
Week bilesikler ortami kararmasi | kararmasi (%) uzunlugu
Chemical Nutrient (%) (%) Vigority | ortalamasi
compounds | media Explant Medium (%) +SE (mm)
with with Means of
browning | browning shoot
(%) (%) lenght £SE
(mm)
15 uM MS + B5 100,0 100,0 0
Ag NO; Vit B5 84,6 61,5 15,4
DKW 55,6 77,8 444
50 uM MS + B5 63,6 90,9 36,4
L-Cystein | Vit B5 44 4 77,8 55,6
DKW 66,7 88,9 333
1. hafta | 100 pM MS + B5 80,0 80,0 20,0
1 stweek | L-Cystein | Vit B5 30,0 60,0 70,0 4,0040,00
DKW 70,0 100,0 30,0 3,83+0,16
1 gl MS + B5 75,0 37,5
aktif Vit BS 66,7 333
komiir DKW 333 66,7
15 uM MS + B5 100,0 100,0 0
Ag NO; Vit BS 84,6 61,5 15,4 4,50£0,50
DKW 62,5 75,0 37,5 3,75+0,47
50 uM MS + B5 90,9 90,9 9,1 6,00
L-Cystein | Vit B5 66,7 77,8 333 5,00
2. hafta DKW 77,8 88,9 22,2
2 nd week | 100 uM MS + B5 80,0 80,0 20,0 4,00+0,00
L-Cystein | Vit B5 100,0 42,9 28,6 5,60+0,51
DKW 70,0 100,0 30,0 7,63£1,33
1 gl MS + B5 71,4 42,9 3,5020,50
aktif Vit B5 62,5 37,5 4,00+0,57
komiir DKW 50,0 50,0 4,0040,40

11
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Pistacia vera L.’da geng materyalin (2 yasina kadar) tesisi, kiiltiiriin ilk
sathasinda siddetli kahverengilesmeden dolay1 disiik olarak gerceklesmistir ve
eksplantin ayn1 ortam icerisinde temiz bdlgelere transfer edilmesiyle eksplantlarda
diizelme gézlenmistir (Barghchi 1985b). Olgun meyve veren durumdaki Pistacia vera
L. agaglarindan alinan eksplantlarin kiiltiir tesisi siddetli kahverengilesmeden dolay1
zor oldugu bildirilmistir (Barghchi 1985a). Pistacia vera L. ve Pistacia atlantica’da
yasl bireylerden alinan nodal eksplantlarin in vitro inisiyasyona cevap vermedigi
saptanmistir (Bustamente-Garcia 1984). Calismalarimiz sirasinda yaghi ve yash
agaclardan c¢ogaltilmis genc fidanlardan alinan Pistacia lentiscus L. var. chia
eksplantlar1 da genelde in vitro inisiyasyona yeterli diizeyde cevaplar vermemistir.

ONERILER

Sakiz agaci1 (Pistacia lentiscus var. chia)’nin in vitro ¢ogaltilmasi, sakiz elde
edilen ana bitkilerle ayni genetik yapiya sahip, rejenere fidelerin elde edilerek,
bitkinin yok olmasinin 6nlenmesi agisindan dnemlidir. Pistacia lentiscus var. chia da
fenolik bilesikler ve kontaminasyonlar yash fertlerde rejenerasyon i¢in biiylik sorun
olusturmaktadir. Modifiye temel ortamlarin yaninda kontaminasyon ve fenolik
bilesiklerin etkisini azaltacak arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle yasl P.
lentiscus var. chia bitkileri iizerinde, ana bitkilerle ayni1 genotipte bireyler elde etmek
icin yeni mikrogogaltim calismalarina gereksininim vardir.
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