
 

 

 

 

 

 

      

 

 M�KROÇO�ALTILMI� OLGUN ERKEK VE 

D��� ANTEPFISTI�I (PISTACIA VERA L.) 

A�AÇLARININ KARYOT�P ANAL�ZLER� 

 

            

Emine AYAZ 

 

 

 

             

DOKTORA TEZ� 

 

 

B�YOLOJ� ANAB�L�M DALI 

 

 

 

 

       

 

D�YARBAKIR 

HAZ�RAN 2009 

 

2

T.C. 

D�CLE ÜN�VERS�TES� 

FEN B�L�MLER� ENST�TÜSÜ 



 

 

II

 

T.C. 

     D�CLE ÜN�VERS�TES� 

FEN B�L�MLER� ENST�TÜSÜ 

 

 

 

 

M�KROÇO�ALTILMI� OLGUN ERKEK VE D��� 

ANTEPFISTI�I (PISTACIA VERA L.) 

A�AÇLARININ KARYOT�P ANAL�ZLER� 

 

            

Emine AYAZ 

 

 

 

             

DOKTORA TEZ� 

DANI�MAN: Yrd. Doç. Dr. Süreyya NAMLI 

B�YOLOJ� ANAB�L�M DALI 

 

 

 

 

       

 

D�YARBAKIR 

HAZ�RAN 2009 

 



T.C 

D�CLE ÜN�VERS�TES� 

FEN B�L�MLER� ENST�TÜSÜ MÜDÜRLÜ�Ü 

D�YARBAKIR 

Emine AYAZ tarafından yapılan "Mikroço�altılmı� Olgun Erkek ve Di�i 
Antepfıstı�ı (Pistacia vera L.) A�açlarının Karyotip Analizi" konulu bu çalı�ma, 
jürimiz tarafından Biyoloji Anabilim Dalında DOKTORA tezi olarak kabul 
edilmi�tir. 

     Jüri Üyesinin 

 Unvanı Adı Soyadı 

Ba�kan :  

Üye  :  

Üye  :  

Üye  :  

Üye  :  

Tez Savunma Sınavı Tarihi:    24/06/2009 

Yukarıdaki bilgilerin do�rulu�unu onaylarım. 

.../ .. /...  

                

       ENST�TÜ MÜDÜRÜ 

     (MÜHÜR) 



 

 

i

ÖZ 

Bu çalı�mada öncelikle, 25-30 yıllık olgun di�i ve erkek antepfıstı�ı (Pistacia 

vera L.) a�açlarının apikal tomurcuklarından bir in vitro klonal mikroço�altım 

metodu geli�tirilmi�, sonrasında ise klonal ço�altılan erkek bireyler ile in vitro 

çimlendirilen tohumlardan elde edilen kök uçlarından, erkek ve di�i cinse ait 

karyolojik bulgulara ula�ılmı�tır. 

Aksenik kültürler, ekplantların %15’lik NaOCl içinde (40 dk.) çalkalanması 

sonrasında 1.0 mgl-1 BA ilave edilmi� MS besi ortamında ba�latılmı�, sürgün 

proliferasyonu için yine 1.0 mgl–1 BA’nın optimum sonuç verdi�i tespit edilmi�tir. �n 

vitro ço�altılan erkek bireye ait sürgünlerin, yo�un hormon çözeltilerine daldırma ile 

köklendirilme çalı�malarında, sürgünler için optimum köklenme parametre ve 

süresinin 1 grl-1 IBA – 20 sn. oldu�u belirlenmi�tir.  

�kinci a�amada, in vitro üretilen tüm köklere uygulanmak üzere ba�arılı bir 

karyotip analiz tekni�i geli�tirilmi�tir. Kromozomların morfolojik analizlerinde türe 

ait diploit kromozom sayısının 2n=30 oldu�u, ploidi seviyesine rastlanmadı�ı, 

kromozomların metasentrik, submetasentrik, subtelosentrik ve telosentrik sentromer 

yapısında oldukları belirlenmi�, kromozomların kollarına ba�lı herhangi bir satellite 

rastlanmamı�tır. Komplementteki en büyük kromozom çiftinin metasentrik 

sentromerli oldu�u, bu kromozom çiftinin, erkek çö�ürleri verecek olan tohumlarına 

ve olgun erkek antepfıstı�ına ait metafaz plaklarda heteromorf, antepfıstı�ının di�i 

çö�ürlerini verecek olan tohumlarına ait metafaz plaklarda ise homomorf yapı 

gösterdi�i ve bu kromozomların türe ait cinsiyet kromozomları oldukları 

belirlenmi�tir. Çalı�mada, Pistacia vera L. için genel karyotip formülü, 

K(2n:28+XX/Xy): 8sm+3m+2st+1t+XX/Xy olarak hesaplanmı� ve sonuçlar 

antepfıstı�ında cinsiyet belirleme mekanizmaları açısından tartı�ılmı�tır. 
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ABSTRACT 

First, in this study methods are described for the microprogation of mature 

apical shoot tips of male and female Pistacia vera L., then only the root tips of male 

micropropagated shoots and in vitro germinated seeds were used for karyological 

studies and the karyotyping of male and female Pistacia vera L. 

Before the axenic cultures were initiated on a MS medium supplemented 

with 1.0 mgl–1 BA, the explants were disinfested in 15% NaOCl (40 min.). BA again 

at 1.0 mgl–1 as this gave the best results for shoot multiplication studies.  It was 

determined that the optimum dipping concentration and time are: l grl–1 and 20 s. for 

rooting studies conducted by dipping the basal-cut-ends of in vitro micropropagated 

shoots into a dense IBA solution. 

 Second, a successful karyotype analysis was developed for the whole root 

tips propagated in vitro.  The conclusions obtained from the morphological analyses 

of the chromosome studies determined the chromosome complement as 2n = 30 with 

metacentric, submetacentric, subtelocentric and telocentric pairs.  Neither polyploidy 

nor satellite were detected on any of these chromosome plaques.  

It was found that the biggest chromosome pairs on the complement have 

metacentric centromer, and these chromosome pairs were heteromorph in the male 

metaphase plaque; whereas they were homomorph in the female plaques.  It was also 

determined that they are the sex chromosomes for Pistacia vera L. The karyotype 

formula for this can be stated as: K(2n:28+XX/Xy): 8sm+3m+2st+1t+XX/Xy.  

These results are then discussed for the sexual determination strategies of Pistacia 

vera L. 
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1.G�R�� 

Antepfıstı�ı (Pistacia vera L.), Anacardiaceae familyasının bir üyesi olarak 

sistematikte yerini almaktadır.  Pistacia cinsi içerisinde yer alan 11 türden, ekonomik 

olarak yeti�tiricili�i yapılan ve meyvesi yenebilen tek türüdür1.  Dioik ve odunsu bir 

bitki olup erkek ve di�i çiçekler farklı a�açlarda yer alır.  Antepfıstı�ının dünyada 

yakla�ık 15 ülkede tarımı yapılmaktadır.  Bununla birlikte �ran, Türkiye, ABD, 

Suriye, Çin, Yunanistan, Afganistan ve �talya’da ekonomik olarak üretilmektedir.  

Pistacia türleri dünyada kuzey ve güney yarımkürelerinin 30–45° paralelleri arasında 

mikro klima olarak ifade edilebilen alanlarda yeti�tirilmektedir2. Türkiye, antepfıstı�ı 

gen merkezi içerisinde yer alması, yabani a�aç miktarı yönünden zengin bir 

potansiyele sahip olu�u nedeniyle özel bir konumdadır.  Ülkemizde yakla�ık olarak 

56 ilimizde antepfıstı�ı yeti�tiricili�i yapılmaktadır.  Gaziantep, �anlıurfa, 

Adıyaman, Siirt, Kahramanmara�, Mardin ve Diyarbakır illerinde yeti�tirilen 

antepfıstı�ı ile ülke çapındaki üretimin %94 ü Güneydo�u Anadolu bölgesinden 

kar�ılanmaktadır3. 

Antepfıstı�ı periyodisite (a�acın bir yıl ürün vermesi bir yıl daha az vermesi 

ya da hiç vermemesi) e�ilimi olan bir türdür ve ço�altılması zor olan bitkiler 

grubunda yer alır.  Günümüzde antepfıstı�ı anaçları, çeliklerin köklenme zorlukları 

nedeniyle tohumları aracılı�ıyla üretilmekte iken, antepfıstı�ı’nın ço�altımı ise 

genellikle P.vera çö�ürleri üzerine seçkin kalemlerin a�ılanmasıyla yapılır.  

Geleneksel üretimde ortaya çıkan problemler (heterozigot yapıda olması, dioik 

yapıya sahip olması, çapraz tozla�ma nedeniyle yabani popülâsyonlarla etkile�erek 

açılım göstermesi, çeliklerin köklendirilmesinde kar�ıla�ılan zorluklar, ticari 

çe�itlerin gençlik kısırlı�ı (jüvenilite) süresinin uzunlu�u nedeniyle, anaçların üzerine 



 

 

2

çeliklerin a�ılanması i�lemlerinin pahalı olması, ancak yılın belirli bir döneminde 

yapılabilir olması, anaç-kalem uyu�mazlıklarının sık sık ara-a�ı gerektirmesi), 

antepfıstı�ının üretiminin iyile�tirilmesinde bitki doku kültürü yöntemlerinin 

kullanımını zorunlu hale getirmi�tir. 

Antepfıstı�ı dı� döllenme gösteren bir tür oldu�u için tohumdan geli�en her 

fert genetik olarak de�i�kendir.  Tohumdan geli�en her fertte görülebilen bu genetik 

de�i�kenlikler, anaç-çelik uyumunu da etkileyen, türe özgü gözlenebilen özelliklerin 

gittikçe daha güç ortaya çıkması ve nesiller arasında belirgin morfolojik farkların 

olu�ması açık bir biçimde görülmektedir.  Bundan dolayı erkek ve di�i a�açlar 

mutlaka üstün nitelikli kültür çe�itleri ile a�ılanmalıdır.  Ancak, a�ı 

uyu�mazlıklarından dolayı sık sık ara a�ının gerekli olması, ço�altımın uzun yıllar 

sürmesine ve üretimde maliyet artı�larına neden olmaktadır.  Anaç ve a�ı 

kalemlerinin ıslahı için ara�tırma programlarının yetersizli�i, antepfıstı�ının 

ço�altımını sınırlayan önemli etkenlerden biridir.  

Antepfıstı�ının odunsu yapısı ve vejetatif olarak üretilmesinde ortaya çıkan 

tüm bu problemler, antepfıstı�ının üretiminin iyile�tirilmesinde bitki doku kültürü 

yöntemlerinin kullanımını zorunlu hale getirmi�tir.  

Doku kültürü teknikleri, bitki materyalinin elde edilmesinde birçok 

avantajlara sahiptir.  Doku kültürü, bitkiden izole edilen doku (eksplant) parçasını 

yapay besi ortamında süresiz ya�atma tekni�idir.  Aseptik �artlarda, yapay bir besin 

ortamında, bütün bir bitki, hücre (meristematik hücreler, süspansiyon veya kallus 

hücreleri), doku (çe�itli bitki kısımları=eksplant) veya organ (apikal meristem, kök 

vb.) gibi bitki kısımlarından yeni doku, bitki veya bitkisel ürünlerin (metabolitler 

gibi) üretilmesini sa�lar5.  Yaygın kullanılan doku kültürü tekniklerinden biri olan 
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mikroço�altım; organogenezis, somatik embriyogenezis ve mikroa�ılama olmak 

üzere üç gruba ayrılır. Geleneksel bahçecilikte ço�u bitki türleri çelikle ço�altılır 

fakat mikroço�altımda do�al üretim döngüsü için gerekli olan zamandan çok daha 

kısa bir sürede ana bitkinin özelliklerini ta�ıyan daha fazla sayıda bitki elde edilebilir.  

Sahip oldu�u ekonomik de�eri nedeniyle, altın a�acı veya ye�il altın a�aç olarak 

bilinen antepfıstı�ının, uzun zamanlardan beri doku kültürü ile ço�altıldı�ı 

bilinmektedir.  1982 yılından itibaren antepfıstı�ında doku kültürü ile ilgili 

çalı�malar ba�lamı�, P.vera, P.atlantica, P.integerrima ve P.terebinthus türleri 

üzerinde ara�tırmalar halen  devam etmektedir6.7.8.9.  

Antepfıstı�ı ve bunun gibi ekonomik ve ekolojik önemi olan bitkilerin 

genetik yönden düzenlenmesi, e�ey durumunun fark edilmesi, bitki ıslahı açı�ından 

önemli bir rol oynamaktadır10.  Bitki doku kültürü teknikleri, bitki ıslahı ve genetik 

çalı�malar ba�ta olmak üzere, fizyolojik, biyokimyasal ve biyolojik çalı�malar 

bakımından önemlidir.  Günümüzde giderek geli�tirilen doku kültürü yöntemleri, 

kaynakların optimum kullanımı ve gelecek ara�tırmalara yön verecek niteliklere 

sahip olması açısından, her zaman güncelli�ini korumaktadır.  

Bitki ıslahında temel prensip, ekonomik öneme sahip olan genotipi tespit 

edebilmektir.  Bu bakımdan, kromozomal veriler kullanı�lı karakterlerdir.  Ancak 

kromozom ile ilgili bütün karakterlerin ortaya çıkarılabilmesi için karyotip 

analizlerin yapılması gerekir.  Karyotip analizleri sonucu genomun sitolojik fenotipi 

çıkarılır ve homolog kromozomlar bir düzlem üzerinde gösterilir.  Analizlerin, 

güvenirlili�i en fazla olan kök uçlarında gözlemlenen kromozom sayı ve 

morfolojileri ile yapılması dikkat çekicidir.  

Ancak, �imdiye kadar antepfıstı�ının dioik yapısına ait cinsiyet 
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kromozomlarına ili�kin hiçbir çalı�ma rapor edilmemi�tir.  Antepfıstı�ında, e�ey 

kromozomlarının aydınlatılması, sadece tür üzerinde yapılacak olan bitki ıslahı ve 

genetik çalı�malara ı�ık tutmakla kalmayacak, aynı zamanda ço�altılması zor bir 

bitki olan antepfıstı�ının in vitro klonal ço�altılması çalı�malarına da katkı 

sa�layacaktır. 

Bu nedenle, bitki doku kültür teknikleri sayesinde üstün nitelikleri bilinen 

donör bitkiler ile aynı özelliklere sahip fertlerin klonlanması ve daha sonra klonlanan 

bu bitkilerin kök uçlarından kromozom analizlerinin yapılması, antepfıstı�ının 

geleneksel olarak ço�altılmasında kar�ıla�ılan birçok soruna çözüm te�kil edecek 

olması bakımından önemlidir. 

Sonuç olarak, tez kapsamında ilk kez, antepfıstı�ının (Pistacia vera L.), doku 

kültürü ile ço�altılmı� olgun erkek a�açlarına ve tohumlarına ait cinsiyet 

kromozomlarına ili�kin verilere de�inilmi�tir. 
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2. KAYNAK ARA�TIRMASI 

2.1. DOKU KÜLTÜRÜ ÇALI�MALARI 

2.1.1. Mikroço�altma Çalı�maları 

�stenilen nitelikte ürün veren antepfıstı�ı a�açlarından alınan eksplantlardan 

klonlanarak yeni antepfıstı�ı bahçelerinin kurulması için doku kültürü ara�tırmaları 

1980’lerin ilk yıllarında ba�latılmı�tır1.  

Antepfıstı�ında (P.vera L.) �imdiye  kadar yapılan rejenerasyon 

çalı�malarının ço�u, tohumlardan ya da genç dokulardan ba�latılan 

çalı�malardır2.3.4.5.6.7.8.9.10.11.12 

Farklı antepfıstı�ı çe�itlerine ait ('Ohadi' ve 'Kalleghochi') tohumların in vitro 

ço�altımı konusunda yapılan çalı�malarda, tohumdan yeti�tirilen yakla�ık 2 

ya�ındaki fidanlarden alınan, apikal ve nodal tomurcuklar, eksplant olarak 

kullanılmı�tır.  Murashige ve Skoog (MS) besi ortamında sürgünlerin ço�altımının, 

BA, Kin, NAA ve GA3 hormonlarının varlı�ında test edildi�i ancak, en iyi sonucun 4 

mgl–1 BA’nın verdi�ini rapor etmi�tir.  Elde edilen sürgünler ise 2.5 mgl–1 IBA ile 

destekli MS besi ortamından üretilmi�tir2.3.4.   

Tohumdan yeti�tirilen antepfıstı�ı fidanlarına ait lateral tomurcuklar 0.1 mgl–

1 BA ve IBA ile destekli MS besi ortamında ço�altılarak, 1.5–2.5 mgl–1 IBA destekli 

½ MS besi ortamında ise köklendirilmi�tir5.  

Farklı antepfıstı�ı türlerine ait (P.atlantica x P.integerrima) bir hibrit olan 

UCB–1 ve di�i bir çe�it olan Kerman tohumlardan elde edilen 1–3 ya�ındaki 

fidanların in vitro ço�altımı konusunda yapılan çalı�malarda, en iyi sonucun 0.1 mgl–

1 TDZ destekli bir modifiye MS besi ortamından (1 mgl–1 BA + 0.02 mgl–1 IBA) elde 

edildi�i bildirilmi�tir6.  
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Antepfıstı�ı çe�itleri olan Kerman ve Stewart’a ait genç (juvenil) materyaller 

üzerinde yapılan çalı�mada, sürgün ço�altım oranını 1 mgl–1 BA ilave edilen MS besi 

ortamından, köklenme oranını ise 0.2 mgl–1 IBA destekli MS besi ortamından elde 

edildi�i bildirilmi�tir7.  

Antepfıstı�ı genç dokuları üzerinde yapılan somatik embriyogenezis 

çalı�malarında, 2 mgl–1 BA eklenmi� MS besi ortamında kültüre alınan zigotik 

embriyolardan, somatik embriyolar elde edildi�ii rapor edilmi�tir8.9.  Genç 

antepfıstı�ı fidanlarından alınan apikal ve lateral uçlardan elde edilen somatik 

embriyoların BA ve ABA içeren MS besi ortamında olgunla�tırıldı�ı rapor 

edilmi�tir10.  

Pistacia vera L.’nin Kırmızı çe�itlerine ait tohumlarından in vitro üretilen 

nodal eksplantlar kullanılarak, sürgünlerin büyümesi ve farklıla�ması üzerine 

BAP’ın, Kinetinin, GA3’in ve gümü� nitratın farklı konsantrasyonları ve 

kombinasyonları test edilmi�, en iyi rejenerasyon kapasitesi gösteren ortamın 2 mgl-1 

BA, 0.5 mgl-1 GA3 ve 2-4 mgl-1 AgNO3 kombinasyonu ile desteklenen MS besi 

ortamı oldu�u bildirilmi�tir12.  

Meyve veren olgun a�açlardan alınan sürgünlerden ba�latılan organogenezis 

çalı�maları ise; az sayıda ara�tırıcı tarafından rapor edilmi�tir14.15.11.16.17.   

Yeti�kin materyalde (4 ya�) kültür ba�latılması için genellikle; budama, 

a�ılama, BA ve GA3 püskürtme yöntemlerinin, olgun a�açlardaki sürgünlerin 

yeniden büyümelerini te�vik etti�ini ve bu sürgünlerin kültür ba�latma için uygun 

materyaller oldukları rapor edilmi�tir14.15.  

Olgun fıstık a�açlarının eksplantlarından gerçek aksiller sürgün olu�umu 

üzerine yapılan ara�tırmada, in vitro ço�altılmı� sürgünlerden alınan sürgün 
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uçlarından 1 mgl–1 BA ve Gamborg vitamini içeren katı MS ortamında kültüre 

alınarak, çok sayıda sürgün elde edilmi�tir.  Mikro sürgünlerin köklendirilmesi ise, 2 

mgl–1 IBA ile destekli MS besi ortamında gerçekle�tirilmi�tir11. 

25 yıllık olgun erkek antepfıstı�ı (Pistacia vera L. cv. ‘Atlı’) a�açlarından 

alınan apikal tomurcuklar kullanarak kültür ba�latılması için BA’ın mutlaka gerekli 

oldu�u ve sürgün proliferasyonu için 0.5–2.0 mgl–1 aralı�ında BA içeren MS besi 

ortamının sonuç verdi�i bildirilmi�tir.  In vitro rejenere edilen sürgünlerin 

köklendirilme çalı�malarında ise, 1.0 mgl–1 BA içeren MS besi ortamında 4 cm 

uzunlu�undaki sürgünlerin 2.0 mgl–1 IBA içeren MS besi ortamında kültüre 

alınmasıyla sa�lanmı�tır16.17  

Üretimi yapılan türlerden ziyade, yabani olan di�er fıstık türlerinin genç 

dokularından itibaren bitki rejenerasyonu konusunda da çe�itli çalı�malar 

bulunmaktadır3.18.19.20.21.22.  

Bazı antepfıstı�ı anaçları (P.khinjuk Stocks) ile bazı antepfıstı�ı çe�itlerinin 

(Ohadi ve Kalleghochi) in vitro mikroço�altılması çalı�malarında, kullanılan sürgün 

uçlarının, genellikle 1.5–2 cm boyuna ula�mı�, 2–4 ya�ına kadar yeti�tirilmi� sürgün 

uçları oldu�unu, rapor etmi�lerdir.  Aynı ara�tırıcılar, genç a�açlardan aldıkları 

sürgün uçlarının ço�altımını 2–4 mgl–1 Kin, 0.25–1 mgl–1 NAA ve PhG içeren MS 

besi ortamında gerçekle�tirdiklerini, kültüre alınan sürgün uçlarının 

köklendirilmesini ise modifiye edilmi� 2.5 mgl–1 IBA destekli MS besi ortamında 

gerçekle�tirdiklerini rapor etmi�lerdir3. Yapılan ba�ka bir çalı�mada ise, 

P.atlantica’da BA için optimal de�erin 1 mgl–1 oldu�u, alt kültür için optimum 

�artlarda sürgün üretiminin, iki haftada bir BA+GA3+IBA ile desteklenmi� besi 
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ortamına taze uçların orjinal nodlarıyla birlikte transfer edilmesiyle ba�arılabilece�i 

bildirilmi�tir18. 

 Antepfıstı�ı anaçlarından (P.mutica Fisch., & C.A. Mey., P.khinjuk Stocks., 

P.atlantica Desf. ve P.palaestina Boiss.) alınan apikal ve nodal sürgün uçlarının 

kültüre alınması ve bu eksplantlardan in vitro kültür ba�latılması sırasında birçok 

sorunla kar�ıla�ıldı�ı ve bunlardan en önemlisinin kahverengile�me oldu�u 

bildirilmi�tir.  Yapılan çalı�mada, 28 günlük inkübasyon sonunda test ettikleri 

sitokinin tiplerinin (BA, Kin), kültüre alınan eksplantların organogenez potansiyelleri 

üzerine belirgin bir etki yaptıkları, kültürlerin ba�latılmasından sonra 5 günlük bir 

süre içerisinde sürgün uzaması ve proliferasyonun görülebilir duruma geldi�i ve 

inokülasyondan 1–2 hafta sonra 1.5 cm uzunlu�una ula�an sürgünlerde sürgün ucu 

nekrozunun yaygın olarak tespit edilmi�tir19.  

100 mgl–1 hidrolize-kazein, 100 mgl–1 l-askorbik asit ve BA (0.5–4 mg/I)  ile 

desteklenen sıvı MS besi ortamında kültüre alınan Pistacia atlantica’nın 

tohumlarından embriyogenik doku rejenere edildi�i rapor edilmi�tir.  Olgunla�mamı� 

somatik embriyo gruplarının olgunla�tırılması için agarla katıla�tırılmı� MS besi 

ortamına aktarıldı�ı ve olgunla�tırılan somatik embriyoların besi ortamında 

çimlendirilmesiyle fidanların elde edildi�i rapor edilmi�tir20. 

 Antepfıstı�ının bir anacı olan buttum’un (Pistacia khinjuk Stocks) in vitro 

ço�altılması için yapılan çalı�mada, sürgün proliferasyonunun 0.5–4 mgl-1BA ile 

destekli MS besi ortamından, %100 köklenme oranının ise 0.5 mgl–1 IBA ile destekli 

MS besi ortamından elde edildi�i rapor edilmi�tir21.22.  

Ayrıca, in vitro mikroa�ılama yöntemi ile de antepfıstı�ının rejenerasyon 

potansiyeli ara�tırılmı�tır23.24.25. 
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4 ya�ına kadar yeti�tirilmi� antepfıstı�ı P.vera L. cv ‘Mateur’a ait sürgünleri, 

in vitro olarak yeti�tirdikleri çö�ürler üzerine a�ılanarak, ba�arılı bir in vitro 

mikroa�ılama metodu geli�tirilmi�tir23.  

Antepfıstı�ı P.vera L. cv. Mateur’a ait sürgünleri, in vitro olarak 

yeti�tirdikleri aynı çe�ide ait çö�ürler üzerine hem in vivo hem de in vitro olarak 

ba�arılı bir �ekilde a�ıladıklarını bildirmi�lerdir24. 

�stenilen niteliklerde ürün veren seçkin antepfıstı�ı a�açlarının in vitro klonal 

ço�altımı için, mikro a�ılamayla rejenerasyonu ya da ara a�ılama ile temel kültür 

basamaklarını tanımlayarak, mikroço�altma ile yeni rejenerantların eldesi için bir 

protokol geli�tirdiklerini rapor etmi�lerdir.25. 

Tüm bu çalı�maların yanı sıra, son yıllarda antepfıstı�ının rejenerasyon 

potansiyeli adventif organogenezis yöntemi ile de ara�tırılmaya ba�lanmı�tır26. 

Yapılan çalı�mada, Pistacia vera L. cv. Siirt’in in vitro kökenli yapraklarından direk 

bitki olu�umunun, 1 mgl−1 IAA ve 2 mgl−1 BA ile Gamborg vitaminleri eklenmi� MS 

besi ortamında gerçekle�tirildi�i rapor edilmi�tir.  3 cm ve üzeri uzunlu�a sahip olan 

geli�mi� sürgünler 2 mgl–1 IBA ilave edilmi� MS besi ortamında % 80 oranında 

köklendirilmi�tir26.  

2.1.1.1. Organogenezis çalı�maları 

Organogenez farklı zaman periyotlarında kök ve sürgünlerin farklıla�malarını 

kapsar. Genellikle sürgünler dokularda bulunan sitokinin ile te�vik edilir.  

Bu a�amada Pistacia cinsi üzerine �imdiye kadar yapılan tüm organogenezis 

çalı�maları derlenmi�tir.  Birçok ara�tırıcı, gerek kültürü yapılan Pistacia vera L. 

2.3.4.27.5.7.28.29.30 13.11.31.32.17.26. gerekse de yabani antepfıstı�ı anaçlarının; Pistacia 

khinjuk
1.27.22; Pistacia mutica

1.
, Pistacia atlantica

1.27.
 Pistacia palaestina

1.27
 ve 
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Pistacia terebinthus
.34.35 üzerinde in vitro ço�altılması için organogenezis çalı�maları 

yürütmü�lerdir.  Ancak bu çalı�maların ço�u2.3.4.27.5.7.28.29.12.30 ya bu türlerin 

tohumlarından ya da gençlik dönemine kadar büyütülen fidanlarından alınan 

eksplantlardan ba�latılmı� iken, sınırlı sayıdaki çalı�ma ise olgun a�açlardan alınan 

eksplantlardan ba�latılmı�tır13.32.16.17.26.  

2.1.2. Somatik Embriyogenezis Çalı�maları 

Somatik hücre veya dokulardan embriyo olu�umu somatik embriyogenezis 

olarak adlandırılır.  Somatik embriyolar; embriyo benzeri yapılar, adventif veya 

vejetatif embriyo ya da embriyoid olarak da adlandırılır.  Somatik embriyogenezisin 

iki tipi mevcuttur.  Direkt somatik embriyogeneziste; embriyo kallus olu�umu 

olmadan direkt olarak somatik bir hücreden olu�ur. Bu tip embriyogenezis için çok 

genç bitki doku ve hücreleri kullanılır.  �ndirekt embriyogeneziste; önce kallus daha 

sonra bu kallustan somatik embriyolar olu�ur36. 

Günümüze kadar, antepfıstı�ında yapılan somatik embriyogenezis 

çalı�malarının ço�u olgunla�mamı� zigotik embriyolardan ba�latılmı�tır8.9.37.38.  

Dü�ük ba�arı elde edilmesine ra�men Pistacia vera L. cv. 'Siirt' e ait olgun zigotik 

embriyolarından da somatik embryogenezis çalı�maları yapılmı�tır31.39.  

Bunun yanı sıra son yıllarda antepfıstı�ında somatik embriyoların 

çimlendirilmesi ve olgunla�tırılması çalı�maları yapılmaktadır10. 38.39. 

2.1.3. Mikroa�ılama Çalı�maları 

A�ılama, iki canlı bitki dokusunun birle�tirilmesidir.  A�ının iki unsurundan 

biri; bir veya birkaç tomurcuk içeren bir sürgün parçası, di�eri ise çimlendirilmi� 

tohum, köklendirilmi� çelik ya da daldırılmı� bitkiden elde edilen anaç kısmıdır.  
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Mikro a�ılama, ya in vivo ya da in vitro yapılabilir. �n vivo mikro a�ılamada 

ço�altılması istenilen anaç, bitkiden alınan küçük bir çeli�in, sera �artlarında veya 

bahçelerde yeti�tirilen bir anaç üzerine a�ılanmasından olu�ur.  Di�er taraftan in vitro 

mikro a�ılamada, mikropropagasyon ile ço�altılan mikro çeliklerin aseptik olarak 

çimlendirilen tohumlardan elde edilen anaçların üzerine a�ılanması söz konusudur.  

Antepfıstı�ının in vitro mikroa�ılanması için Siirt antepfıstı�ı (Pistacia vera 

L. cv. Siirt) çe�idinin budanmı� a�açlarının, köke en yakın kısımdaki yeni apikal 

sürgünlerden alınan eksplantlarını, 1 mgl–1 BA, 100 mgl–1 kazein hidrolizat, içeren 

MS besi ortamında rejenere etmi�lerdir.  Çalı�mada in vitro mikro a�ılama 

metodunun, dar meristemli yarma mikro a�ı oldu�u belirlenmi�, en yüksek mikro a�ı 

ba�arısının, %56.85 tutma oranı ile 2–4 mm uzunlu�undaki mikro çeliklerden elde 

edildi�i rapor edilmi�tir.  Do�rudan kullanılan sürgün uçlarına göre in vitro destekli 

sürgün uçlarında daha iyi bir mikro çelik geli�imi görülmü�, mikro a�ıların, 

köklenme ortamında kültüre alındı�ı zaman, zayıf bir aksiller sürgün geli�imi ve 

yava� bir geli�me gözlenmi�tir25.  



 

 

13

2.2. S�TOGENET�K ÇALI�MALAR 

Bu bölümde antepfıstı�ı ile ilgili �imdiye kadar ülkemizde ve yurt dı�ında 

yapılan sitogenetik çalı�malar derlenmi�tir. Pistacia cinsinin ıslah tarihi 

incelendi�inde, ıslah ve genetik çalı�maların hem sitogenetik hem de moleküler 

düzeyde açılım gösterdi�i görülmektedir.   

Tür üzerinde yapılan ilk sitogenetik çalı�malar türün kromozom sayısının 

tespiti yönündeki çalı�malardır40.41.13.42.43.44.45.46.47.48.  Bu anlamda bitkilerin 

kromozom veya ploidi düzeylerinin belirlenmesi amacıyla de�i�ik çalı�maların 

yapıldı�ı ve de�i�ik metotların kullanıldı�ı görülmektedir.  Bunların ba�ında, 

do�rudan kromozomların sayısının belirlendi�i kök uçlarında ezme preparat yöntemi 

ile kromozom sayımları gelmektedir.  

Zohary40, Pistacia cinsine yönelik kromozom sayılarını tespit etme yönündeki 

ilk çalı�maları gerçekle�tirmi� ve yaptı�ı çalı�mada türlerin diploid kromozom 

sayılarını sırasıyla P.lentiscus’un 2n=24, P.atlantica’nın 2n=28 ve P.vera’nın ise 

2n=30 oldu�unu saptamı�tır.   

Barghchi ve Alderson41 ile Ehsanpour42 ve ark.’nın yaptıkları çalı�mada 

P.vera’nın diploid kromozom sayısının 2n=32 oldu�unu rapor etmi�lerdir.  

Onay13, materyal olarak P.vera’nın tohumlarından elde etti�i kökleri türün 

kromozom sayısını belirleyebilmek için kullanmı� ve yaptı�ı uygulamada kök 

uçlarını öncelikle ilk i�lem çözeltisi olarak 1-monobromonaftalen içerisinde 4 saat 

boyunca oda sıcaklı�ında bekletmi�, daha sonra fiksasyon i�lemini Farmer fiksatifi 

içerisinde 24 saat oda sıcaklı�ında bekleterek gerçekle�tirmi�, hidroliz i�lemini 5 N 

HCl içerisinde birkaç dakika oda sıcaklı�ında bekleterek ve son olarak boyama 

i�lemini ise %3’lük lacto propiyonik orsein içerisinde 5 dakika bekleterek 
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tamamlamı�tır.  �nceleme sonunda türün diploid kromozom sayısının 2n=30 

oldu�unu ve ploidi seviyesine rastlamadı�ını da rapor etmi�tir.  

�ran’da yeti�en bazı antepfıstı�ı tür ve alt türlerinin ekolojik olarak 

da�ılımları ve karyotipleri üzerine yapılan ara�tırmalarda sırasıyla diploid kromozom 

sayıları P.vera için, 2n=30, P.khinjuk için 2n=24 ve bir alt tür olan P.atlantica için 

2n=28 olarak belirlenmi�tir43.44.45. 

Fasihi Harandi ve Ghaffari46, türün mayotik ve mitotik özelliklerini 

belirlemek üzere yaptıkları çalı�mada, mayoz bölünme safhalarını incelemek 

amacıyla materyal olarak, �ran’da yeti�en P.vera’ya ait çiçek tomurcuklarını, mitotik 

analizler için ise kök uçlarını kullanmı�lardır.  Çalı�mada, mikrosporlarda mayoz 

bölünme ba�ladıktan sonra, tomurcuklar 24 saat oda sıcaklı�ında Piennar 

solüsyonunda (6br %96’lık etanol: 3br kloroform: 2br propiyonik asit) fiske edilmi�, 

daha sonra asetokarmin boyasında ezme preparat yöntemi kullanılarak inceleme 

yapılmı�tır.  Kök uçları ise önce %0.5 kol�isin içerisinde ön muameleye bırakılmı�, 

ardından 3 saat Piennar solüsyonunda fiske edilmi� ve 1N HCl içerisinde 12 dk. 

hidroliz edildikten sonra %2’lik asetokarmin boyasında ezme preparatlar haline 

getirilmi�tir. Sonuç olarak mayotik ve mitotik analizlerin türün diploid kromozom 

sayısını 2n=30 olarak do�ruladı�ını bildirmi�lerdir.  

Ghaffari ve Fasihi-Harandi47, �ran’da yeti�en P.atlantica’nın alt türü olan 

cabulica, kurdica ve mutica ile P.khinjuk ve P.vera türleri üzerinde yaptıkları 

kromozom sayımı ve karyotip analizi çalı�malarında; P.khinjuk’un 2n=24 kromozom 

içerdi�ini, bu kromozomların 7 çiftinin submetasentrik, 5 çiftinin ise metasentrik 

sentromerli oldu�unu bildirmi�lerdir.  P.atlantica’nın incelenen alt türlerinin 

tümünde kromozom sayısının 2n=28 oldu�unu, bunlardan 3 çiftinin metasentrik 10 
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çiftinin submetasentrik ve 2 çiftinin ise akrosentrik sentromerli oldu�unu rapor 

etmi�lerdir.   Son olarak P.vera’nın ise 2n=30 kromozom ta�ıdı�ını bunlardan 4 çiftin 

metasentrik, 8 çiftin submetasentrik ve 3 çiftin de akrosentrik sentromer yapısında 

oldu�unu belirtmi�lerdir.  Yapılan incelemelerin tümünde metasentrik çiftlerden 

birinin heterokromatin yapı gösterdi�ini ve bu kromozomların cinsiyet kromozomları 

olabilece�ini de belirtmi�lerdir.  �ncelenen tür ve alt türlerin karyolojik incelemesinde 

kök uçlarını eksplant kayna�ı olarak kullanmı�lardır.  Kök uçlarını %0.5’lik kol�isin 

ile 3 saat 20°C’de muamele ederek 24 saat Piennar solüsyonunda oda sıcaklı�ında 

fiske etmi�lerdir.  Boyama i�lemini Fulgen ile yaparak %2’lik asetokarmin ile ezme 

preparat hazırlanmı�tır.  

�la ve ark48, Pistacia cinsine ait türlerin kromozom sayımını belirleyebilmek 

amacıyla bir protokol geli�tirmi� ve çalı�malarında cinse ait 4 türün (P.vera, 

P.terebinthus, P.atlantica ve P.eurycarpa) kök uçlarından kromozom sayılarını 

2n=30 olarak tespit etmi�lerdir.  Çalı�mada, Pistacia cinsine ait yukarıda belirtilen 4 

türün tohumlarından elde edilen kökler, ilk i�lem çözeltisi olarak 1-bromonaftalen 

içerisinde (22 saat- 240C)  bekletilmi�, fiksasyon i�lemi için Karnoy fiksatifi (24 saat 

– 240C) kullanılmı�, hidroliz i�lemi 1 N HCl içerisinde (25 dk. – 60 0C) yapılmı� ve 

boyama i�lemi ise Fuelgen içerisinde 2 saat karanlıkta bekletilerek yapılmı�tır.   

Ghaffari ve ark49, P.atlantica, P.khinjuk ve P.vera ya ait kök uçlarından 

kromozom sayılarını belirlemek amacıyla yaptıkları bir di�er çalı�mada, daha önceki 

çalı�malarında geli�tirdikleri yöntemi47 kullanarak, bu türlere ait diploid kromozom 

sayılarını, P.atlantica için 2n=28, P.khinjuk için 2n=24 ve P.vera için ise 2n=30 

olarak bildirmi�lerdir. 
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Pistacia cinsi üzerinde moleküler düzeyde yapılan çalı�malar ise daha çok 

filogenetik (türler arasındaki akrabalıkları belirleme) ve morfolojik seviyede türü 

tanıma amaçlı olarak yapılan çalı�malardır50.51.52.53.54.55.56.57.  Bu çalı�malara göre, 

moleküler çalı�maların kayna�ını üretildikleri bitkilerin DNA’ları olu�turmaktadır. 

Moleküler markörler PCR temelli ve hibridizasyon temelli olmak üzere ikiye 

ayrılırlar.  RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified 

Fragment Lenght Polymorphism) ve SSR (Simple Sequence Repeats) teknikleri PCR 

temelli olup, son yıllarda yaygın olarak tercih edilen moleküler markör teknikleridir.  

Louskas ve Pontikis50, P.lentiscus, P.terebinthus ve P.vera türlerine ait 10 

farklı enzimin polen izozim örneklerini filogenetik ili�kilerini belirlemek amacıyla 

çalı�mı�lardır.  Sonuç olarak P.terebinthus ile P.vera arasındaki benzerli�in 

P.lentiscus ile P.vera arasındaki benzerlikten daha yakın oldu�unu belirlemi�lerdir.  

Parfitt ve Badenes51, Pistacia cinsine ait 10 türü ilk defa RFLP tekni�ini 

kullanarak moleküler düzeyde inceleyerek sınıflandırmı�lardır.  Kloroplast DNA 

profillerini baz alarak cinsi 2 seksiyon üzerinde karakterize etmi�lerdir.  Terebinthus 

seksiyonuna P.atlantica, P.chinensis P.khinjuk, P.integerrima, P.terebinthus ve 

P.vera’yı; Lentiscus seksiyonuna ise P.lentiscus, P.mexicana, P.texana ve 

P.weinmannifolia türlerini dâhil etmi�lerdir.  

Kafkas ve ark.52, morfolojik veri ve RAPD tekni�ini kullanarak yabani 

Pistacia türlerinin taksonomik akrabalıkları ve genetik varyasyonlarını 

ara�tırmı�lardır.  Moleküler düzeydeki çalı�malar sonucunda P.terebinthus’un cins 

içinde en ırak tür oldu�unu, P.atlantica ve P.eurycarpa’nın ise birbirine en yakın tür 

çifti oldu�unu bildirmi�lerdir.  
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Kafkas ve Perl-Treves53, RAPD tekni�ini baz alarak P.atlantica, 

P.eurycarpa, P.khinjuk, P.lentiscus, P.mexicana, P.palaestina, P.integerrima 

P.terebinthus ve P.vera türlerinin DNA parmak izi analizini gerçekle�tirmi�lerdir. 

Türleri, filogenetik analizleri sonucunda 2 ana gruba ayırarak ilk gruba; P.eurycarpa, 

P.khinjuk, P.integerrima ve P.vera türlerini, ikinci gruba ise P.lentiscus, P.mexicana, 

P.palaestina ve P.terebinthus türlerini dâhil etmi�lerdir. Ayrıca, P.palaestina’nın 

P.terebinthus’un bir çe�idi oldu�unu bildirmi�lerdir.  

Kafkas ve ark54, RAPD, ISSR ve AFLP yöntemlerini kullanarak Türkiye’nin 

gen kaynaklarında bulunan 69 antepfıstı�ı çe�idini tanımlamı�lar ve bunlar 

arasındaki genetik ili�kileri belirlemi�lerdir.  Çalı�mada, antepfıstı�ı çe�it ve 

genotipleri bakımından gruplara ayrılmı�tır.  

Kafkas ve ark.55, 17 yabani antepfıstı�ı (P.vera) ve 3 kültür çe�idinin 

moleküler karakterizasyonunu AFLP tekni�ini kullanarak yapmı�lardır.  Çalı�madan 

elde edilen verilerde 17 yabani Afgan antepfıstı�ı çe�idi bölgelerine göre gruplanmı� 

ve 3 kültür formundan ayrılmı�tır.  

Afzadi ve ark.56 yaptıkları çalı�mada AFLP tekni�ini kullanarak 

antepfıstı�ına ait 45 genotipi genetik farklılıkları bakımından de�erlendirmi�tir.   

Analiz sonuçlarına göre, antepfıstı�ı genotiplerinin 4 grup altında toplandı�ını ve 

ticari kültürü yapılan genotiplerin I. ve II. gruplarda toplanarak, yabani tiplerden 

ayrıldı�ı rapor edilmi�tir. 

Basha ve ark.57, Suriye’de yeti�en 37 bahçeden topladıkları 114 

antepfıstı�ında morfolojik ve moleküler düzeyde analiz yapmı�lardır.  Moleküler 

analiz için AFLP yöntemini uygulamı�lardır.  Çalı�ma sonucunda, 25 di�i antepfıstı�ı 
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çe�idi tespit edilmi� ve bunlardan bazılarının daha önce tespit edilen çe�itler arasında 

yer almadı�ı bildirilmi�tir.  
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. MATERYAL 

 Bu çalı�ma  2005-2009 yıllarında Dicle Üniversitesi Fen-Edebiyat Fakültesi 

Biyoloji bölümü Biyoteknoloji laboratuarında yürütülmü�tür.  Çalı�mada 

antepfıstı�ının Siirt çe�idine ait erkek ve di�i antepfıstı�ı sürgünleri ve di�i 

antepfıstı�ına ait tohumları kullanılmı�tır.  Çalı�mada kullanılan materyaller 2005 

yılında Mayıs-Haziran ayları arasında Gaziantep Fıstık Ara�tırma Enstitüsü ara�tırma 

bahçelerinden alınmı�tır.  

3.1.1. Antepfıstı�ı Hakkında Genel Bilgiler  

3.1.1.1. Kültür tarihi ve dünya üzerindeki yayılı�ı 

Dünyanın en eski sert kabuklu meyvelerden biri olan Antepfıstı�ı’nın kökeni, 

ilk olarak Etiler’in yerle�ti�i Güney Anadolu’ya kadar uzanmaktadır. Antepfıstı�ının 

tohumları 1. yüzyılın ba�larında, en önemli do�al yeti�me alanlarından biri olan 

Suriye’den �talya’ya götürülmü� ve di�er Akdeniz ülkelerine de yayılarak 

yeti�tirilmi�tir.  Besin de�erinin yüksek olmasının yanında lezzeti; bu ürünün tarih 

boyunca, dünyanın birçok ülkesine yayılmasına ve farklı bölgelerde yeti�tirilmesine 

neden olmu�tur. �lk kez 19.yy.’ın ba�larında ise Kaliforniya ve ABD’ye götürülen 

antepfıstı�ının farklı fıstık çe�itleri kültüre alınmı�tır1.2..  Vavilov’a göre, 

Antepfıstı�ı’nın iki gen merkezi bulunmaktadır.  Bunlar; Hindistan’ın kuzeyi, 

Afganistan, Tacikistan ve Pakistan’ı içine alan Orta Asya Gen Merkezi ile Anadolu, 

Kafkasya, �ran ve Türkmenistan’ı kapsayan Yakın Do�u Gen Merkezi’dir3.  Ülkemiz 

özellikle de Güneydo�u Anadolu Bölgesi,  yakın do�u gen merkezi içerisinde yer 

almaktadır. 
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3.1.1.2. Bitki sistemati�indeki yeri 

Antepfıstı�ının üyesi bulundu�u Anacardiaceae familyası 82 cins ve 700’den 

fazla türü kapsamaktadır4.  Cins kategorisinde detaylı bir taksonomik çalı�ma ilk kez 

Zohary5 tarafından yapılmı�tır.  Ara�tırıcı, 11 Pistacia türü tanımlamı� ve Pistacia 

türlerini 4 seksiyona (Lentiscella, Lentiscus, Butmela ve Terebinthus) bölmü�tür 

(Çizelge 1).  P.mexicana HBK, ile P. texana Swingle türlerini Lentiscella;  

P.lentiscus L., P.saporte Burnat., ile P.weinmannifolia
 Poisson türlerini Lentiscus; 

P.atlantica Desf. türünü Butmela ve P.chinensis Bge., P.khinjuk Stocks, P.palaestina
 

Bois., P.terebinthus, ile P.vera L. türlerini de Terebinthus seksiyonları altında 

toplamı�tır. 

3.1.1.3.Genel morfolojik ve biyolojik özellikleri  

Antepfıstı�ı 8–10 m.’ye kadar yükselebilen, tek gövdeli yayvan tür bir taç 

te�kil eder (�ekil 3.1.1.3).  Kök kazık �eklinde, çok dallı, uzunlu�u 5-6m ye kadar 

varabilir.  Dallar; gri renkli ve seyrektir.  Bu meyve türünde ba�lıca üç dal �ekline 

rastlanır: 

—Odun Dalları: Üzerinde sadece sürgün tomurcu�u bulunur.  A�acın 

büyümesini ve taç olu�umunu sa�lar. 

—Meyve Dalları: Uç bölümünde sürgün, yan bölümünde meyve tomurcu�u 

bulunur.  Bu dallar verimlilik bakımından oldukça önem ta�ır.  

—Karı�ık Dallar: Yan bölümünde hem sürgün hem de meyve tomurcu�u 

bulunur.  

Yaprak; bile�ik, 3–5 bazen 7 yaprakçıktan olu�ur.  Kar�ılıklı dizilmi� olan 

yapraklar tüysüz ve etli, mızra�ımsı-oval �eklinde ve kenarları düzdür.  Çiçekler 

dioik ve brakte ile birlikte bile�ik salkımlar üzerinde yer alır.  Di�i çiçekte salkım 
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daha büyük, seyrek yapılı, geni�, kısa saplı, 120–150 adet bir arada bulunurken, 1 

pistilli olup, stigması büyüktür.  Erkek çiçekte ise salkım daha küçük, sık yapılı, dar, 

çok kısa saplı, topak görünü�lü ve 200–600 adet bir arada olup, 5–6 stamen birlikte 

bulunur.  Meyve sert çekirdekli (drupa) olup, bir yıllık dalda olu�ur.  Ekzokarp açık 

krem, mezokarp ba�langıçta etlimsi sulu, olgunla�tıkça derimsi, endokarp ise sert ve 

fildi�i rengindedir1.2. 

Erkek ve di�i antepfıstı�ı a�açlarının birbirinden ayırt edilmesi konusunda 

kesin bir yargı bulunmamasına ra�men ayırt etmede yararlanılan bazı hususlara 

de�inilebilir; 

—Di�i a�açta taç sistemi yanlara do�ru geni�lemektedir.  Dalcıklar ile dallar 

arasındaki açı geni�tir.  Erkek a�açlarda ise, bu açı daha dar olup dikine geli�en bir 

dal sistemi olu�ur. 

—Di�i a�açların yaprakları, genellikle 3–5 bazen 7 yaprakçıktan olu�ur.  

Erkek a�açların yaprakları ise daha çok 5–7 yaprakçıktan olu�ur.  Ender olarak bir 

yapra�ın 3 yaprakçıktan olu�tu�u erkek fertlere de rastlamak mümkündür. 

—Di�i a�açların çiçek gözleri, erkek a�açların çiçek gözlerine oranla yakla�ık 

olarak 2–3 kat daha küçüktür. 

—Di�i çiçek salkımları seyrek yapılı, daha uzun ve daha geni�tir.  Erkek çiçek 

salkımları ise, daha sıkı yapılıdır.  Genel olarak 5–6 erkek organ (stamen) 

bulundurur6. 

3.1.1.4. Döllenme biyolojisi 

Antepfıstı�ı dioik bir bitkidir.  E�ey organlarında dikogami oldu�u için 

yabancı tozla�ma gözlenir. Protandri (tezerlik) yaygındır.  Bu nedenle, di�i çiçekler 

döllenmeye hazır duruma gelmeden, erkek çiçeklerde anterler patlayarak polenleri 
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saçarlar.  Anemofil oldu�undan tozla�ma �ekli rüzgâr ile olmaktadır ve döllenme, 

tozla�madan yakla�ık olarak 20–28 saat sonra meydana gelmektedir1.2. 

3.1.1.5. Ekolojik istekleri 

Sıcak ılıman iklim bitkisidir.  Antepfıstı�ı yeti�tiricili�i çok özel bir iklim 

gerektirir.  Bu a�açların, yazın 98–110 gün boyunca 30°C ve üstü, so�uk kı� 

günlerinde ise en az 1000 saat 7°C ve altındaki sıcaklıkta so�uklamaya ihtiyaçları 

vardır.  Bu nedenle dünyada fıstık yeti�tiricili�i yapılan yerler sınırlıdır.  Akdeniz 

kıyısında yetersiz so�uklanmadan zarar görebilir.  Çiçeklenmeden meyvenin 

olgunla�masına kadar sıcaklık toplamı yetersiz olursa içi dolmaz, böylece sert kabuk 

çıtlamaz ve dı� kabuk zor ayrılır.  �lkbaharda ya�ı�ın az oldu�u yerde sulama, 

meyveleri irile�tirir, verimi artırır.  Sıcak ve kuru rüzgâr (Samyeli), di�icik tepesini 

kurutur, döllenmeyi azaltır.  A�ır ve killi toprak hariç her toprakta yeti�ebilir. �ran ve 

A.B.D.’deki yeti�tiricili�in tamamı sulu ko�ullarda ve verimli taban arazilerde 

yapılmaktadır.  Buna kar�ın ülkemizde antepfıstı�ı yeti�tiricili�inin sadece % 37,5’u 

sulanabilir ko�ullarda, geri kalan % 62,5’u ise tamamen kuru �artlar altında 

yapılmaktadır7. 

3.1.1.6. Sa�lık açısından önemi 

Antepfıstı�ı gerek üretim gerekse dı� satım kapasitesi yönünden ülkemizin 

önem arz eden ürünlerinden birisidir.  Günde 10–12 adet yenilen iç antepfıstı�ı, 

vücudun günlük ya� ihtiyacını kar�ılayabilmektedir.  100 gr antepfıstı�ı vücudun 

günlük protein, vitamin B1 ve fosfor ihtiyacının %35’ini kar�ılayabilmektedir 

(Çizelge 3.2.1.2.).  Antepfıstı�ında kolesterol yoktur.  Kandaki kolesterol seviyesini 

dü�ürür.  Protein yönünden 2 kat, fosfor yönünden 4 kat sı�ır etinden daha üstündür.  

Vitamin E, B, C kompleksi bakımından zengindir.  �nce ba�ırsakta glikoz emilimini 
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azaltır ve kan �ekerinin yükselmesini önler. 100 gr antepfıstı�ında 4.0 gr posa 

bulunur.  Posa miktarı yönünden pirinç, patates ve bu�daydan (0.3 gr) daha 

üstündür8.  
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3.2. METOT 

Çalı�ma temel olarak mikroço�altım uygulamaları ve sitogenetik çalı�ma 

�eklinde iki grup olarak planlanmı�tır.  Mikroço�altım çalı�malarında, erkek ve di�i 

antepfıstı�ı apikal tomurcuklarından kültür ba�latılması, sürgün ço�altımı ve 

köklendirme a�amaları ara�tırılmaya çalı�ılmı�tır.  Sitogenetik çalı�malarda ise; elde 

edilen kökler aracılı�ı ile erkek ve di�i bireylerin genetik farklılıkların belirlenmesi, 

kromozom sayımları, kromozomal yapı farklılıklarının ortaya çıkarılması amacıyla 

karyotip analizi çalı�maları yapılmı�tır.  

3.2.1. Mikroço�altım Çalı�maları 

Bitkiyi meydana getiren canlı hücrelerden herhangi biri uygun ko�ulların 

sa�lanması halinde, tekrar bölünerek ve farklıla�arak tüm bitkiyi olu�turabilecek 

genetik bilgiye ve rejenerasyon kapasitesine sahiptir.  Bitkisel dokularda gözlenen bu 

özel yetenek, totipotensi olarak adlandırılmaktadır.  Bitki doku kültürü i�lemlerinde 

ve ıslah çalı�malarında kullanılan bitki rejenerasyonu yani bitkinin hücre, doku ve 

organ gibi kısımlarının klonlanması, doku kültürünün en önemli kısmını olu�turur.  

Organize meristemlerden, henüz olgunla�mamı� veya olgunla�masını tamamlamı� 

somatik hücrelerden direkt (organogenesis veya somatik embriyogenesis) veya 

indirekt (kallus, protoplast vb.) yollarla bitkilerin ço�altılması ve köklendirilmesi 

i�lemine ise, genel olarak mikroço�altım denilmektedir.  Ço�unlukla eksplant olarak 

tepe (apikal) ve koltuk altı (aksiler) tomurcuklar seçilmekle birlikte, farklı organlar 

da eksplant olarak kullanılabilir9.  Mikroço�altımın genel olarak bitki yeti�tiricili�i 

ve geneti�i bakımından önemi ve avantajları a�a�ıdaki gibi sıralanabilir: 

a) Hastalık ve zararlılardan arındırılmı� bitkisel materyal elde edilmesi 

b) Kitlesel üretimde a�a�ıdaki yararların sa�lanması: 
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—  üretilen bitkilerde fenotipik ve genotipik benzerlik (homojenite) 

— alı�ılagelen yöntemlerden daha kısa kültür süresi 

— zor üretilen türlerin daha kolay üretimi 

— seçilen belirli /üstün genotiplerin hızlı üretimi 

—  üretimde daha az anaç kullanılması 

c) Somaklonal varyasyondan dolayı yeni çe�itlerin/ genotiplerin elde edilmesi 

Mikroço�altım yöntemlerinden biri olan organogenesis, dokulara veya kallus 

hücrelerine baskı uygulanarak de�i�ikliklerin meydana gelmesi, sürgün veya kök 

primordiyumu olarak adlandırılan tek kutuplu, yeni dokuların ve vasküler sistemin 

olu�ması olayıdır.  Direkt veya indirekt yollarla uygulanabilir (Çizelge 3.2.1.).  �n 

vitro organogenesis üzerine yapılan ara�tırmaların büyük bir kısmında etkin bir 

ço�altımın olu�abilmesi için en önemli ko�ullardan biri uygun bir eksplant 

kayna�ının seçilmesidir9. 

Tez ara�tırmasının mikroço�altım a�amasında yapılan çalı�malar 6 ana ba�lık 

altında sıralanabilir.  Bunlar; 

a) Kültüre alınacak eksplantın seçimi ve hazırlanması, 

b) Besi ortamlarının içeri�i ve hazırlanması, 

—Büyüme düzenleyicilerinin stok solüsyonlarının hazırlanması, 

—Stok solüsyonlardan yararlanarak besi ortamının hazırlanması, 

c) Sterilizasyon tekniklerinin geli�tirilmesi, 

d) Kültür ba�latma çalı�maları, 

e) Sürgün proliferasyon çalı�maları, 

f) Köklendirme çalı�maları. 
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3.2.1.1. Kültüre alınacak eksplantın seçimi ve hazırlanması 

Ara�tırmada bitki materyali olarak, Gaziantep Fıstık Ara�tırma Enstitüsü 

ara�tırma bahçelerinde yeti�en di�i ve erkek Antepfıstı�ı (Pistacia vera L.) 

a�açlarının genellikle sürgün tepelerinde bulunan apikal tomurcuklar ile di�i a�açlara 

ait olgun tohumlar kullanılmı�tır.  Apikal sürgün tomurcu�undan itibaren 20 cm 

boyunda kesilen çelikler, nemli temiz bezlere sarılarak plastik kaplar içinde karanlık 

bir ortamda laboratuara getirilerek deney gününe kadar +4°C’de buzdolabında, olgun 

tohumlar ise kuru �artlar altında muhafaza edilmi�tir.  

3.2.1.2. Besi ortamlarının içeri�i ve hazırlanması 

  Her bitki türü için kullanılan besi ortamları benzer maddeleri içermektedir.  

Fakat kültür amacına ve bitki özelli�ine ba�lı olarak ortam bile�imi ve 

konsantrasyonlarında de�i�iklik olabilmektedir.  Hücre, doku ve organlar ancak 

uygun besin maddelerini içeren ortamda geli�ebilir.  Bütün besin ortamlarının temeli 

gerekli makro ve mikro elementlerin mineral tuzları ile karbon kayna�ı olarak 

�ekerin belirli miktarlarda karı�tırılmasıdır.  Ancak, her bitki ve uygulanacak kültür 

türü için bu temel elementlere çe�itli organik ve inorganik bile�iklerde ilave 

edilmektedir.  Çe�itli ara�tırıcılar tarafından hazırlanmı� olan ve onların adları ile 

anılan besin ortamları bulunmakta olup, MS, B5 ve LS bunlara örnek olarak 

verilebilir.  Bu ara�tırmada kültür ba�langıcı ve sürgün ço�altımı a�amalarında 

yapılan literatür ara�tırmaları sonucunda besi yeri olarak MS (Murashige ve Skoog)10 

ortamı kullanılmı�tır.  MS ortamında bulunan maddeler ve konsantrasyonları Çizelge 

3.2.1.2. ’de gösterilmi�tir. 

Tartılacak madde çe�idinin çok sayıda ve tartılacak madde miktarlarının az 

olması nedeniyle her çalı�ma anında maddelerin tek tek tartılması hem zor hem de 
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çok zaman kaybına yol açaca�ından çe�itli konsantrasyonlarda stok çözeltiler 

hazırlanmı� ve besin ortamı hazırlanırken bu stok çözeltilerinin ortamın gerektirdi�i 

konsantrasyonu içerecek miktarları kullanılmı�tır.  Bu nedenle MS Ana solüsyonu, 

Mikro Elementler–1 ve Demir Kelatör karı�ımlarından 1000cc; Mikro Elementler–2, 

Vitamin Karı�ımı ve B1 Vitamini karı�ımlarından ise 100cc hazırlanmı�tır. 

Bile�enlerin karı�ımda bulunması gereken miktarları hassas terazide tartılmı�tır.  

1000 cc’lik bir balon jöje içerisine 100 ml bidistile su ilave edilmi� ve içerisine bir 

magnet atılıp magnetik karı�tırıcı üzerine yerle�tirilmi�tir.  Daha sonra karı�ımı 

olu�turacak olan elementler sırası ile balon jöje içerisine ilave edilmi�tir. Çözeltideki 

elementler iyice çözündükten sonra, ölçü silindiri yardımı ile çözeltinin hacmi 

bidistile su ile 1000cc’ye tamamlanmı�tır.  100cc’lik karı�ımların da ayrı ayrı stok 

solüsyonları balon jöje içerisinde hazırlanmı�tır.  Hazırlanan stok çözeltiler, 

bozulmalarını önlemek için renkli cam �i�elere konulup a�ızları dı�arıdan hava 

giri�ini önleyecek biçimde sıkıca kapatılmı� ve üzerlerine kullanılan madde, formülü, 

konsantrasyonu ve hazırlama tarihi yazılı etiketler yapı�tırılarak +4 C’de 

buzdolabında saklanmı�tır.  

3.2.1.2.1. Büyüme düzenleyicilerinin (hormonlar) stok solüsyonlarının 

hazırlanması: Besi ortamları için gerekli olan BA, Kinetin, GA3 ve IBA 

hormonlarının stok solüsyonları, besi ortamlarının stok çözeltisi gibi hazırlanmı�tır. 

Çalı�mamızda kullanılan büyüme düzenleyicilerinin (hormonlar) stok 

solüsyonlarının hazırlanması Çizelge 3.2.1.2.1. de verilmi�tir. Hazırlanan stok 

solüsyonların pH’sı dikkatli bir �ekilde 5.0’a ayarlanarak pyrex �i�e içinde 

buzdolabında +4°C’de muhafaza edilmi�tir.  
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3.2.1.2.2. Stok Solüsyonlardan Yararlanarak Besi Ortamının Hazırlanması: 

Ara�tırmada kullanılan standart MS besi ortamının hazırlanmasında Çizelge 

3.2.1.2.2. deki yöntemler izlenmi�tir.  Kültür ba�langıcı ve sürgün proliferasyonu 

a�amasında 1/1 MS oranında besi yeri hazırlanmı�tır.  Köklendirme çalı�malarında 

ise sürgünler 1/2 MS oranında besi yerine aktarılmı�tır. 

Kültür ba�langıcı ve sürgün ço�altımı a�amalarında kullanılmak üzere bir litre 

standart MS besi yeri hazırlamak için 1 litrelik erlenmayer içerisine 750 cc bidistile 

saf su bırakılmı�tır.  +4°C’de muhafaza edilen stok solüsyonlar Çizelge 3.2.1.2.2’de 

belirtildi�i miktarlarda alınarak erlenmayere ilave edilmi�tir.  Karı�ımın hacmi 

bidistile su ile 1000 cc’ye tamamlanmı� ve önceden kalibrasyonu yapılmı� olan pH 

metrede, 1 N NaOH ve 1 N HCl yardımı ile karı�ımın pH'sı 5.8’e ayarlanmı� ve 

takiben bitki büyüme düzenleyicileri eklenmi�tir.  Ortamın katıla�tırılması için 

5.650g agar ilave edilmi� ve alimünyum folyo ile sıkı bir �ekilde sarılmı�tır.  Karı�ım 

otoklavda 121 
o
C ‘de 1.2 bar basınç altında 20 dakika süre ile sterilize edilmi�tir.  

Besi ortamı steril laminar flow kabin içerisinde Magenta GA7 kaplarına aktarılmı� ve 

besi ortamının sıcaklı�ı oda sıcaklı�ına dü�üp katıla�tı�ında, kapakları kapatılarak 

kullanılmak üzere bekletilmi�tir. 

3.2.1.3. Sterilizasyon teknikleri 

�n vitro doku kültüründe en önemli nokta sterilizasyon i�lemleridir.  Isı, filtre, 

kimyasal ve di�er malzemeleri (steril eldiven, UV ı�ınları vb.) kullanarak 

mikroorganizmaları ve sporlarını öldürme i�lemine kısaca sterilizasyon denir. 

Mikroorganizmalar en yaygın kontaminasyon kayna�ıdırlar.  Virüsler ve 

mikoplazma türü organizmalar ise kolay tespit edilemediklerinden en tehlikeli 
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olanlarıdır.  Sterilizasyon, sterilize edilecek yer ve materyale göre 3 kısımda 

de�erlendirilebilir: 

1) Çalı�ma alanının sterilizasyonu 

2) Kullanılacak alet, ekipman, kapların ve besin ortamlarının sterilizasyonu  

3) Yüzey sterilizasyon tekniklerinin belirlenmesi ve bitki materyalinin 

sterilizasyonu 

 

3.2.1.3.1. Çalı�ma alanının sterilizasyonu: Steril �artlar altında ekimin yapıldı�ı yer, 

laminar flow kabininin içerisidir.  Kabin içi ve steril oda kullanılmadan önce %96’lık 

alkol ile silinmi�tir.  Kabinin UV-C lambası açılarak ekim i�lemine kadar kabinin 

steril kalması sa�lanmı�tır.  Zemin ve kabin çevresi %10’luk ticari sodyum hipoklorit 

(NaOCl) ile temizlenmi�tir. 

 

3.2.1.3.2. Kullanılacak alet, ekipman, kapların ve besin ortamlarının 

sterilizasyonu: Ekimde kullanılan Magenta GA7 kültür kapları iki katlı alüminyum 

folyo içine sarılmı� ve otoklavda 121ºC’de 25 dakika 15 PSI ısı basıncı altında 

sterilize edilmi�tir.  Kültür i�lemleri esnasında kullanılan pens ve bistüriler, önce 

%96’lık etil alkol ile silinip 10’arlı gruplar halinde alüminyum folyolara sarılarak, 

etüvde 280-300°C’de yarım saat süre ile sterilize edilmi�tir.  Filtre ka�ıtları ise, iki 

kat ambalaj ka�ıtlarına sarılarak, etüvde 180°C’de iki saat süre ile sterilize edilmi�tir. 

Erlen, balon joje, beher gibi cam malzemelerin sterilizasyonu 180°C’ lik 

etüvde 2 saat; mezür, pipet gibi ısıya dayanıksız cam malzemeler ise 60°C’ lik 

etüvde 2 saat bekletilerek yapılmı�tır.  Kültür besi ortamları otoklavda 1atm. basınç 



 

 

37

altında 121ºC’de 25 dakika sterilize edilmi�tir.  Tohum ve eksplantları yıkamada 

kullanılan saf sular ise 180°C’ lik etüvde 3 saatte sterilize edilmi�tir. 

3.2.1.3.3. Yüzey sterilizasyon tekniklerinin belirlenmesi ve bitki materyalinin 

sterilizasyonu: Erkek ve di�i antepfıstı�ı tomurcuklarının dekontaminasyonu ve 

aksenik geli�mesine % 10, 15, 20, 25 ve 30’luk NaOCl’nin farklı 

konsantrasyonlarının ve farklı immersiyon sürelerinin (30, 35, 40, 45 ve 50dk) etkisi 

ara�tırılmı�tır. 

+4°C’de buzdolabında muhafaza edilen erkek ve di�i antepfıstı�ı a�açlarından 

alınan tomurcuklar 2–3 cm boyunda gövde parçalarıyla birlikte musluk suyunda 3–5 

dakika yıkandıktan sonra, %70’lik alkol içerisine alınarak 40 sn bekletilmi�tir.  Daha 

sonra NaOCl’nin farklı konsantrasyonları (% 10, 15, 20, 25 ve 30) içerisinde ve 

farklı immersiyon süreleri (30, 35, 40, 45 ve 50dk) denenerek yüzey sterilizasyonu 

gerçekle�tirilmi�tir. NaOCl’den çıkarılan tomurcuklar sterilant bula�ı�ından 

uzakla�tırılmak için saf su ile 5’er dakika 7 kez durulanmı�tır. Steril edilen 

tomurcuklar, steril kabin içerisine bırakılan filtre ka�ıtları üzerine birer birer alınarak 

kurulanmı�tır.  0.5–1 cm uzunlu�unda gövde parçalı olacak �ekilde kesilmi� ve 

fenolik bile�iklerinden arındırılmak için yakla�ık bir saat steril saf suda 

bekletilmi�tir.  Steril pens ve bistüri kullanılarak tomurcukların dı� kabu�u soyulmu�, 

standart 1/1 MS besi ortamı bulunan Magenta GA7 kaplarına her bir kültür kabına 4 

tomurcuk olacak �ekilde inoküle edilmi�tir.  Besi ortamına ekilen tomurcuklar 

25±2°C’de 16/8 saat fotoperiyot uygulamasında, 1500 lüks ı�ık altında 4 hafta 

muhafaza edilmi�tir.  
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3.2.1.6 Kültür ba�latma çalı�maları 

Proliferasyon a�amasında kullanılacak apikal tomurcuklardan elde edilecek 

sürgünlerin bir kontrol grubu ile birlikte sitokinin tipi bakımından 1 mgl–1 

konsantrasyonlarında hazırlanmı� BA ve Kinetin hormonlarının etkisi ara�tırılmı�tır.  

Kültür ba�latma çalı�maları süresince yapılan deneylerdeki her uygulama için 20 

materyal kullanılmı�tır. 

Elde edilen apikal sürgünler 1 mgl–1 konsantrasyonlarında hazırlanmı� BA ve 

Kinetin hormonları içeren standart 1/1 MS besi ortamlarında kültüre alınmı�tır.  

Ekimi yapılan kültür kapları, 25±2°C’de 16/8 saat fotoperiyot uygulamasında, 1500 

lüks ı�ık altında 4 hafta büyüme odasında muhafaza edilmi�tir.   

3.2.1.7 Sürgün proliferasyon çalı�maları 

Erkek ve di�i antepfıstı�ı apikal tomurcuklarından elde edilen sürgün 

uçlarının proliferasyonuna BA’nın 0.25, 0.5, 1, 2 mgl–1 konsantrasyonlarındaki etkisi 

ara�tırılmı�tır.  Alt kültür a�amasında elde edilen sürgünlerin gövde uzunlu�unu 

arttırıcı etkisi bilinen gibberellik asitin (GA3) farklı konsantrasyonlarını (0.25, 0.5, 1 

ve 2 mgl–1) içeren 1 mgl–1 BA ile destekli kombinasyonların etkisi test edilmi�tir.  

Alt kültüre alınan sürgün uçları steril kurutma ka�ıdı üzerinde kurutulduktan sonra 

her bir parametreye uygun �ekilde hazırlanan standart 1/1 MS besi ortamında kültüre 

alınmı�tır.  Ekimi yapılan kültür kapları, 25±2°C’de 16/8 saat fotoperiyot 

uygulamasında, 1500 lüks ı�ık altında 4 hafta inkübe edilmi�tir. 

3.2.1.8. Köklendirme çalı�maları 

 Erkek ve di�i antepfıstı�ı sürgünlerini köklendirme a�amasında, 15–20 alt 

kültür süresince sürgün boyu yakla�ık 3cm uzunlu�a ula�an sürgünler kullanılmı�tır.  

Sürgünler kök olu�umu için farklı konsantrasyonlarda hazırlanmı� IBA 
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solüsyonlarında (0.5, 1, 1.5, 2, 5, 10gr/l) farklı sürelerde (10, 20, 30, 40 ve 50sn)  

bekletilmi�tir.  Sürgünlerin kök olu�umunu stimüle amaçlı olarak daldırma yöntemi 

denenmi�tir.  Bütün denemelerde köklenme solüsyonlarına daldırılan sürgünler, 1/2 

MS kuvvetinde ve hormonsuz besi ortamına aktarılmı�tır.  Ekimi yapılan kültür 

kapları, 25±2°C’de 16/8 saat fotoperiyot uygulamasında, 1500 lüks ı�ık altında 4 

hafta inkübe edilmi�tir. 
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3.2.2. Sitogenetik Çalı�malar 

Silene latifolia (ballıca), Rumex acetosa (kuzukula�ı) gibi bitkiler de tıpkı 

Pistacia vera (antepfıstı�ı) gibi, çift evcikli (dioik) bitkiler grubunda yer aldı�ından, 

bu bitkilerin her bir cinsi üzerinde sadece tek bir cinsiyete ait (erkek veya di�i) olan 

çiçekler bulunmaktadır11.12. Ancak P.vera ise tam bir dioik yapı gösterir.  Di�i 

çiçekler stamen içermedikleri gibi olgun erkek çiçekler üzerinde de herhangi bir di�i 

yapıya rastlanmaz13.  Evrimle�me süreci dü�ünüldü�ünde henüz yeni olarak ortaya 

çıkmasına ra�men, dioik yapının çiçekli bitkilerde yaygın olarak görülen bir durum 

oldu�u söylenebilir.  Dünya üzerinde mevcut 240.000 angiosperm türünün % 6 sını, 

dioik türlerinde dâhil oldu�u toplam 13.000 angiosperm cinsinin ise yakla�ık olarak 

% 7’sini dioik yapıya sahip bitkilerin olu�turması, dioikli�in çiçekli bitkilerin evrimi 

sırasında birçok kez ortaya çıktı�ını göstermektedir14.  Angiospermlerin ço�u, çiçek 

yapıları üzerinde erkek (stamen) ve di�i organın (karpel veya pistil) birlikte 

bulundu�u hermafrodit yapıdadır.  Çiçekli bitkilerin yakla�ık % 10’u ise tek tip çiçek 

üretirler. Örne�in; mısır (Zea mays)’da erkek ve di�i çiçekler ayrı ayrı çiçek 

yapılarını geli�tirdi�i için, tek evcikli (monoik) bir bitkidir.  Bitki türlerinin çok az 

bir kısmı tek cinsiyetli bir yapıya sahiptir (bir ferdin yalnızca erkek ya da di�i gamet 

olu�turması).  Çiçekli bitkilerde cinsiyet belirlenmesini kontrol eden mekanizmalar 

oldukça farklı ve çe�itlidir.  Cinsiyetin belirlenmesi, tüm türlerde en çok genotipik 

karakterler tarafından kontrol edilir. Ancak cinsiyeti belirleyen mekanizmalar, bir 

kromozom üzerinde yer alan tek bir kontrol bölgesinden (lokus) (ör: incir, Ficus 

carica
15), üzerlerinde cinsiyetin belirlenmesi için çe�itli ba�lantı bölgeleri ta�ıyan 

cinsiyet kromozomlarına (ör: ballıca, Silene latifolia
16) kadar çe�itlilik gösterirler.  

Bununla birlikte bitkisel hormonlar da, türden türe de�i�mek kaydıyla cinsiyet 
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olu�umunu etkilemektedir17.  Cinsiyet kromozomlarının tümünün, otozomlardan 

köken aldıklarına inanılır.  Bu ba�lamda ilk X ve y kromozomlarının, cinsiyet 

olu�umunda basit bir diallel yapı gösteren sisteme sahip oldukları da 

dü�ünülmektedir18.  

Birbirinden oldukça de�i�ik türlerde, heteromorf cinsiyet kromozom 

sistemlerinin evrimle�mesi, söz konusu tüm türlerde aynı veya benzer nedenlerden 

dolayı, aynı olayların gerçekle�ti�ini akla getirmektedir18. Genetik yapıyı olu�turacak 

�ifrelerin cinsiyet kromozomları üzerinde toplanması, cinsiyet ile ilgili genlerin ise 

cinsiyet kromozomları üzerinde yo�unla�masına ve X ve y olarak adlandırılan bu 

kromozomların birçok bölgesinde rekombinasyonların kontrol etti�i bir seksüel 

dimorfizmin olu�masına neden olmu�tur19.20.21.22.  

Seksüel dimorfizm kısaca �u �ekilde özetlenebilir:   

(a) Cinsiyet olu�umu bir noktada birle�en bir de�i�im yoluyla ortaya çıkan, 

benzerlikler göstermektedir (ör: erkek heterogameti, yaygın seksüel dimorfizm ve X 

kromozom miktarının dengelenmesi gibi). Cinsiyet olu�umu, büyük bir olasılıkla, 

bitki geli�iminde aynı temel problemlere evrimin üretti�i bir dizi çözüm olarak 

ortaya çıkmı�tır23.  

(b) Bitkiler, X ve y cinsiyet kromozomlarının olu�um sürecinin çok erken safhalarına 

eri�ebilme �ansı sundukları için, cinsiyet olu�umunun evrimi çalı�malarında anahtar 

oyunculardır18.  

�ki cinsiyet, birçok farklı biyolojik fonksiyonları görmelerine ra�men ortak 

bir gen havuzunu payla�ırlar.  Memelilerde oldu�u gibi, y kromozomunun varlı�ı ya 

da yoklu�u, di�i ve erkek üreme (reprodüktif) organlarının olu�umunu sa�layabilir. 
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Böylece, cinsiyet olu�umunda y kromozomunun dominant ve aktif kromozom 

oldu�u söylenebilir18.  

Dioik erkek genomunun genel olarak üç nükleer alt genomun birle�iminden 

olu�tu�u söylenebilir: (1) otozomlar (cinsiyet kromozomu dı�ındaki kromozomlar), 

(2) X (di�i) kromozomu ve (3) y (erkek) kromozomu.  

Bununla birlikte cinsiyet kromozomları ve dioikli�in, sadece otozomlara 

sahip olan hermafrodit atalardan türedi�i neredeyse kesin olarak bilinmektedir. 

Günümüze de�in yapılan ara�tırmalar sonucu artan bulgular, hermafrodit olan bu 

ataların bazılarında, erkeklik ve di�ilik fonksiyonlarından sorumlu genlerin ortaya 

çıkmı� olmasını, önceleri bu genlerin epigenetik olarak baskılandı�ı, ancak daha 

sonraları ise evrimsel süreçte erkek ve di�i bireyler ile bunlara ait cinsiyet 

kromozomlarının olu�tu�u sonucunu ortaya çıkarmaktadır24.   

Xy cinsiyet sistemine sahip dioik bitkiler, modüler ve sekansal geli�im 

yeteneklerine sahip tipik çiçekli bitkilerdir ve aynı zamanda üreme �ekilleri 

bakımından hayvanlara benzetilirler.  Bu nedenle cinsiyet kromozomlarının 

evriminin (geli�iminin) tam olarak anla�ılması, dioik bitkilerin cinsiyet olu�turma 

mekanizmalarının, incelenmesi yoluyla mümkün olacaktır.  

Kromozomların yapı ve kalıtımlarının çalı�ılması sitogenetik olarak 

adlandırılır.  Kromozom analiz çalı�maları, bitkilerin geli�im basamaklarını 

belirlemede, varyasyonların tespitinde ve genel olarak bitki geneti�ine ait pek çok 

soruyu aydınlatmada bize yardımcı olur.   Kromozomların morfolojik görünümleri ve 

varsa sayıları, türler arasındaki evrimsel farklılıkları makro düzeyde görmemizi 

sa�lar.  Bir türe ait kromozomların sayısal ve morfolojik yönden tespit edilmesi, 
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türün, alt türlerinden ve/veya çe�itli ekolojik farklılıkların yarattı�ı 

varyasyonlarından farkını gösterir25.  

20.yy’ın ilk çeyre�inden sonra bitkilerdeki kromozom sayılarının yanında 

morfolojik özellikleri konusunda da çalı�malar yapılmaya ba�lanmı�tır.  Böylece 

kromozomların uzunlukları, sentromerlerinin yeri, ikincil ba�lantıları ve 

satellitlerinin varlı�ı veya yoklu�u gibi özellikler bakımından de�erlendirmeye 

alınmı�tır26.  1970’li yılların ba�ında G-, R-, C- ve NOR (gümü� boyama) bantlama 

teknikleri ba�arılı uygulamalarda kullanılmaya ba�lanmı�, bunu High-Resolution 

bantlama teknikleri ve Fleurosan In situ Hibridisation (FISH) teknikleri izlemi�tir.  

Kromozomlar, genetik bilginin aktarılmasında i� gören yapılardır.   Mayoz ve 

mitoz bölünmelerinin metafaz safhasında belirgin bir hal alırlar.   Normal vücut 

hücreleri biri anneden, di�eri babadan gelen birer kromozom takımına sahiptir.   Bu 

e� kromozomların (e�ey kromozomları hariç) �ekil ve büyüklükleri birbirine e�ittir.  

Böyle hücrelere “somatik hücreler” denir.  Bu hücreler kromozom sayısı bakımından 

diploid’tir ve “2n” �eklinde gösterilir.  E�ey hücrelerinde, ergin gametlerde ve bazı 

ilkel canlılarda ise tek kromozom seti bulunur.  Böyle hücrelere ise “germinatif 

hücreler” denir, kromozom sayısı bakımından da haploid’tir ve “n” ile gösterilir.   

Haploid kromozom takımının ikiden fazla bulundu�u duruma ise “poliploidi” denir.  

Poliploidilerin adlandırılması, kromozom sayısına göre yapılmaktadır.  3n, triploit;  

4n, tetraploit;  5n kromozom sayısı ise pentaploit �eklinde adlandırılır.   

Kromozomlar bazı özel bölgelerden olu�maktadırlar:  

Kromatid: Kromatinlerin protein iskelete sarılması ile ortaya çıkan yapılardır 

ve kromozomun kolları gibi görünürler.   Sentromerin her iki tarafındaki kromatidler 
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kromozom kolu olarak adlandırılırlar.   Karde� kromatidler birbiriyle tamamen aynı 

olan genetik bilgiyi ta�ırlar (Mayoz I’in krossingover’ına kadar). 

Telomerler: Kromozomların uç kısımlarında bulunan özel DNA dizileridir. 

Kromozom uçlarında hem kendi üzerine katlanmasını hem de di�er kromozomlara 

yapı�masını engelleyerek kromozomun bütünlü�ünde büyük rol oynarlar. 

Replikasyon ba�langıç noktası (Origins of Replication, ORI): I�ık 

mikroskobu ile görülememesine ra�men, bütün kromozomlar en az bir tane DNA 

sentezinin ba�ladı�ı bölge içerirler.  Ökaryotik kromozomlarda birden fazla ORI 

bölgesi bulunur. 

Sentromer: Spesifik proteinlerin ba�landı�ı DNA dizileridir.  Bu proteinler 

arasındaki kinetokor proteinleri, mayoz ve mitoz bölünmelerin anafaz safhaları 

esnasında kromozomların i� ipliklerine tutunarak hücrenin kutuplarına do�ru hareket 

etmelerini sa�larlar. Sentromer kromozomu iki kola ayıran ve sitogenetik bir 

belirleyici olarak görünen primer yapı (bo�um) olarak tanımlanır.  Bir kromozomun 

en önemli bölgesi sentromeridir.   

Kromozomların morfolojileri, sentromerin tipi ve durumu ile geni� oranda 

belirlenebilir. Sentromerlerin bulundu�u yere göre kromozomlar medyan, 

submedyan veya subterminal olarak adlandırılır (Çizelge 3.2.2.).  Medyan 

sentromerli kromozomda, sentromerin iki yanında bulunan kromozom kolları 

birbirine hemen hemen e�ittir.  Submedyan sentromerli kromozomda, sentromer 

kromozomu iki e�it kola bölmez, bir kol öteki koldan daha uzundur.  Subterminal 

sentromerli (telosentrik) bir kromozomda ise, sentromer kromozomun sonunda yer 

alır.  Ancak kromozomun sonunda bulunan sentromerden sonra çok küçük de olsa bir 

kromozom parçası bulunmaktadır 27.   
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Karyotip, karyogram ve idiogram kromozomların sayı ve morfolojilerine 

dayanan, kromozomları te�his etmeye yarayan sitogenetik yöntemlerdir.   Bir 

karyotip analizinin omurgasını kromozomların; toplam kol uzunlukları, kol oranları, 

nispi boyları ve sentromerik indeksleri olu�turmaktadır.  Karyogram; kromozom 

çiftlerinin (homolog kromozomların) uzun boydan kısa boya kadar gittikçe küçülen 

bir sıraya konulmasıdır.  �diogram ise; karyogramın diagramatik �ekilde çizilmesidir. 

Bir karyotip analizinin hesaplanması, mitotik kromozomların ölçülmesi i�lemine 

dayanır.  Mitotik kromozomların elde edilmesi ve ölçülebilir duruma gelmesi 5 

adımda gerçekle�tirilmektedir.  Bunlar sırasıyla; ilk i�lem, fiksasyon, hidroliz, 

%70’lik etil alkolde depolama ve boyama evrelerinden olu�maktadır.   

3.2.2.1. Preparatın hazırlanı�ı 

Bu ara�tırmada, in vitro olarak yeti�tirilen olgun erkek antepfıstı�ı fidanlarına 

ve in vitro ortamda çimlendirilen antepfıstı�ı tohumlarına ait kökler incelenmi�tir.  

Sitogenetik çalı�malar için kullanılacak olan erkek antepfıstı�ı kökleri, 

mikroço�altım a�amaları sonucunda elde edilmi� ve eksplant kayna�ı olarak 

kullanılmı�tır.  Mitotik bölünme ve kromozom morfolojilerinin en iyi 

gözlemlenebildi�i materyaller kök uçlarıdır.  Bu nedenle materyal olarak kök uçları 

seçilmi�tir.  Çalı�mamızda ayrıca, analiz sonuçlarının güvenirlili�i açısından 

incelenen tüm plakların metafaz olmasına dikkat edilmi�tir.  Yapılacak inceleme için 

erkek antepfıstı�ı sürgünlerine ve tohumlarına ait köklerden yakla�ık olarak 2–3 cm 

uzunlu�unda olanlar seçilmi�tir. 

3.2.2.1.1. �lk i�lem: Karyotip analizinin ilk a�amasını ilk i�lem olu�turmaktadır.  

Amaç, hücre bölünmesini metafazda durdurmaktır.  Bu maddeler (P-diklorobenzen, 

kol�isin, �-monobromonaftalen, 8-hidroksikinolin vb.) i� iplikçiklerinin yapısını 
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bozarak kromozomların ekvator bölgesinde toplanmasını engellemektedirler. 

Metafaz, karyotip analizlerinde önemli bir konuma sahiptir.  Kromozom sayı ve 

morfolojilerinin en iyi gözlemlenebildi�i evreyi olu�turur.  Bu amaçla keskin bir jilet 

aracılı�ı ile kesilen erkek bireye ve tohumlara ait 1–2 cm’lik kök uçları farklı 

parametrelerin bulundu�u ortamlara alınmı�tır.  �lk i�lem uygulamasında denenen 

parametreler ve hazırlanı�ı Çizelge 3.2.2.1.1.’de verilmi�tir.   

3.2.2.1.2. Fiksasyon: Sitogenetik ara�tırmalarda kullanılan fiksatif sayısı çok fazla 

de�ildir.  Kromozomların canlının hayattaki durumuna mümkün oldu�u kadar yakın 

bir durumda tespiti önem ta�ır.  Bu amaçla ilk i�lemden alınan kök uçları farklı 

fiksasyon parametrelerinde fiske edilmi�tir.  Denenen parametreler ve parametrelerin 

hazırlanı�ı Çizelge 3.2.2.1.2.’de verilmi�tir. 

3.2.2.1.3. Depolama: Fiksasyon i�leminden sonra materyallerin hepsini bir günde 

inceleme olana�ı bulunmadı�ından materyalin uzun süre bozulmadan saklanması 

gerekmektedir.  Bu i�lem için genellikle %70’lik alkolde bekletilerek depolama 

yapılmaktadır.  Materyaller asetik asit çözeltisinden arındırılmak üzere %70’lik 

alkolde oda sıcaklık derecesinde 5’er dakika olmak üzere 2 defa yıkanmı� ve daha 

sonra buzdolabında +4°C’de  %70’lik alkol içerisinde uzun süre muhafaza edilmi�tir. 

3.2.2.1.4. Hidroliz: Alkolden çıkarılan kök uçları, alkol bula�ı�ından arındırılmak 

amacıyla bir müddet su ile yıkanmı�tır. 1 ve 5 normalitelerde hazırlanmı� HCl 

parametreleri ile hidroliz i�lemi gerçekle�tirilmi�tir.  Hidroliz, dokuların hücrelerini 

birbirinden ayırıp onların daha iyi gözlenmesi bakımından önemlidir.  Böylece 

dokular aralarında birle�tirici bir kuvvet bulunmayan hücreler yı�ını durumunu alır.  

Hidroliz için zaman, sıcaklık derecesi ve HCl’in konsantrasyonuna dikkat 

edilmelidir.  Hidroliz bütünüyle materyalden materyale de�i�iklikler gösterdi�i gibi, 
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yapılan boyamalarda kromozomların optimum boyayı almasıda en önemli 

kurallarından birini olu�turmaktadır.  Denenen parametreler ve parametrelerin 

hazırlanı�ı Çizelge 3.2.2.1.4.’te verilmi�tir. 

3.2.2.1.5. Boyama: Tekni�in son basama�ını olu�turan boyama a�amasında Aseto- 

karmin, Fulgen, Hematoksilen, Aseto-orsein gibi boya parametreleri denenmi�tir.  Bu 

a�amada, kök uçlarındaki hücrelerin çekirde�i ve kromozomların boyandı�ı 

meristematik bölge yani kök uçlarının 1–3 mm kadar olan en uç kısmı daha koyu bir 

renk alır.  Uygulanan boyaların hazırlanı�ı sırasıyla verilmi�tir. 

Aseto- karmin Boyasının Hazırlanı�ı:  

— 55cc bidistile su ile 45cc glasial asetik asit karı�tırılarak %45’lik asetik asit 

çözeltisi hazırlanır.  

— 100cc, %45’lik asetik asit balon jöje içerisine bırakılır. 

— Balon jöje, bir kapta kaynayan su içerisine oturtulur. 10dk. ısıtılır. Asetik asitin 

sıcaklı�ı kaynayan suyun derecesine ula�tırılır.  

— 1 gr toz karmin alınır, kaynayan aside yava� yava� aktarılır. 

— Boya so�utulur ve dibe çöken tortu alınmaksızın ba�ka bir balon jöjeye aktarılır. 2 

damla demir asetatın sudaki doymu� çözeltisinden damlatılır.  

— 12 saat bekletilir. Boya süzülerek buzdolabında muhafaza edilir. 

Fulgen Boyasının Hazırlanı�ı: 

— 1gr kristal halinde fuksin bazik (parafuksin) alınır. 

— Bu fuksin bazik, küçük bir havanda veya 8–10 cm çapında bir saat camı içinde 

ezilir. 

—500 cm³’lük bir erlenmayerin dip kısmına, kabın etrafına bula�tırmadan bu 

ezilmi�, toz haline getirilmi� fuksin bazik konulur. 
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— Bir ba�ka erlenmayerde 200 cm³’lük damıtık su kaynatılır. 

— Toz halindeki fuksin bazik üzerine bu kaynamı� damıtık su, yava� yava� dökülür 

ve 50°C’ye so�uyana kadar devamlı olarak karı�tırılır. 

—20 cm³ N HCI ilave edilerek olu�an karı�ım süzülür. 

— 2 gr potasyum metabisülfit (K2S2O5) ilave edilir. 

— Boya a�zı iyice kapatılmı� bir �i�eye koyulur.  En az bir gece olmak üzere 24 saat 

ı�ık almayan bir dolapta bekletilir.  Böylece vi�neçürü�ü rengindeki boya, açık çay 

rengini alır. + 4°C’de buzdolabında muhafaza edilir (Elçi, 1982). 

Hematoksilen Boyasının hazırlanı�ı: 

— 4 gr Hematoksilen alınır.  

— 1 gr demir alum [FeNH4(SO4) 2.12H2O] ile birlikte oda sıcaklı�ında %45’lik 

asetik asit çözeltisi içerisinde çözündürülür. 

— Homojen hale gelen karı�ım koyu renkli bir �i�eye aktarılır.  

—1 hafta bekletilir. Süzülerek 4°C’de buzdolabında muhafaza edilir 

Aseto Orsein Boyasının Hazırlanı�ı: 

—45 ml glasial asetik asit üzerine 55 ml saf su ilave edilir. 

—Bu karı�ım yava�ça kaynatılır. 

—Kaynatılan bu karı�ıma 2 gr orsein yava� yava� eklenir. 

—Orsein eklendikten sonra 30 dk süre ile karı�tırılır. 

—So�utulduktan sonra karı�ım filtre kâ�ıdı ile süzülür ve boyamada kullanılmak 

üzere buzdolabında depo edilir.  

Hidrolizden çıkarılan kökler, bir müddet musluk suyu ile yıkandıktan sonra 

hazırlanan Aseto-karmin, Fulgen, Hematoksilen,  Aseto-orsein boyalarının 

bulundu�u serilerden her uygulamada biri kullanılarak çok sayıda parametrenin 
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denendi�i bir ara�tırma gerçekle�tirilmi�tir.  Boyadan çıkarılan kökler tekrar bir 

müddet musluk suyunda bekletilmi�tir. Denenen boyama serileri çizelge 3.2.2.1.4 ‘te 

verilmi�tir. 

3.2.2.2. Preparatın yapılı�ı 

Preparat yapımında Elçi27’den yararlanılmı�tır.  Önce temiz bir lamın ortasına 

yakın bir yere %45’lik asetik asitten bir damla damlatılmı�tır.  En iyi boyanmı� kök 

ucu musluk suyundan alınarak lamın ortasına konulmu�tur.  Koyu renkli olan uç 

kısmından 1–1,5 mm uzunlu�unda parçalar kesilmi�tir.  Kesilen kısım daha önce lam 

üzerine damlatılan %45’lik asetik asitten alınan küçük bir damla içerisinde bir bisturi 

ile çok küçük parçalara ayrılıp, sıvının tamamı içerisine iyice da�ıtılarak üzeri 

lamelle düzgün bir �ekilde kapatılmı�tır.  Temiz bir kurutma kâ�ıdı ikiye 

katlanmı�tır.  Henüz ezme i�lemine geçmeden önce hazırlanmı� preparat, katlanmı� 

olan kurutma kâ�ıdının arasına yerle�tirilmi�tir.  Kurutma kâ�ıdının üzerinden 

tutularak kurutma kâ�ıdı ve lamel oynatılmadan di�er elle lamelin üzerine kur�un 

kalemin düz tarafı vurularak ezme i�lemi yapılmı�tır.  Birkaç preparat yapıldıktan 

lamel üzerine kur�un kalemin arka kısmıyla hafif vuru�lar yaparak hücrelerin tek 

düzlem halinde da�ılması sa�lanmı� ve preparat kurutma kâ�ıdı arasına alınarak 

ba�parmak ve i�aret parma�ıyla iyice sıkı�tırılmı�, böylece olu�an hava kabarcıkları 

alınmı�tır.  Hazırlanan preparatlar immersion ya�ı damlatılarak incelenmi� ve 

sayılabilen kromozomları olan hücrelerin foto�rafları çekilmi�tir. 

3.2.2.3. Devamlı preparatların hazırlanı�ı 

Bu metodun uygulanmasında alkol buharı de�i�-toku�u yönteminden 

faydalanılmı�tır.  Özellikle ezme preparatların daha kolay devamlı hale gelmesinde 

bu yöntemin ko�ulları uygunluk göstermektedir.  Devamlı preparat yapılı�ı sırasında, 
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önemli bir nokta olan lam ve lamelin birbirinden ayrılması engellenerek sonraki 

incelemelerde hücrelerin birbiri üzerine gelmesi sorunu ortadan kaldırılmı�tır.  Bu 

amaçla, preparatlar öncelikle iç yüzeyleri kurutma kâ�ıdı ile kaplı ve dip kısmına 4-

5mm yüksekli�e kadar absollü alkolün bırakıldı�ı �alelere dik olarak yerle�tirilmi�tir.  

�alelerin kapa�ı alkol buharını tutabilmesi için etrafına vazelin sürülerek 

kapatılmı�tır.  Böylece hazırlanan kaplara devamlı yapılması istenen preparatlar 

konularak buzdolabında bir gece bekletilmi�tir.  Ertesi gün çıkarılan preparatlar iç 

yüzeyleri kurutma kâ�ıdı ile kaplı ve absollü alkolle ıslatılmı� petri kutularına 

yerle�tirilmi�tir.  Lamelin üç kenarı kanada balsamı ile sıvandıktan sonra petri 

kutusunun kapa�ı kapatılarak preparat kurumaya terk edilmi�tir27.  

3.2.2.4. Karyotip analizinin yapılı�ı  

Olgun erkek antepfıstı�ı sürgünleri ile antepfıstı�ı tohumlarının 

köklenmesinden elde edilen karyotip analizi, kromozomları iyi da�ılım gösteren, 

fazla büzülmemi�, kromozom morfolojileri net gözlemlenebilen plaklar kullanılarak 

gerçekle�tirilmi�tir.  Kromozom plaklarının foto�rafları Nikon E 8400 marka 

foto�raf makinası ve Olympos marka ı�ık mikroskobu aracılı�ı ile çekilmi�tir.  

Kromozom boylarının küçüklü�ü dikkate alınarak foto�raf çekimi immersion 

objektifi ile 10X100 büyütmede gerçekle�tirilmi�tir.  Kromozomların çekimi 

sırasında büyütmenin tespiti için mikrometrik lam kullanılmı� ve aynı büyütmede 

kromozomların foto�rafları çekilmi�tir.  Kromozomların uzun ve kısa kollarının 

boyları mm olarak ölçüldükten sonra µm cinsine dönü�türülmü�tür.  Analiz, olgun 

erkek antepfıstı�ı ile antepfıstı�ı tohumlarına ait, her biri için 5 metafaz pla�ı 

üzerinde yapıldı�ından, ölçülen kromozom boyları, kromozomların çiftler halinde 

oldu�u da dü�ünülerek 10 kez hesaplanmı�tır.  Foto�rafları çekilen homolog 
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kromozomlar 1 (en büyük)’den 15 (en küçük)’e kadar sıralanarak çiftler halinde 

numaralandırılmı�tır.  Homolog kromozom çiftleri sentromer pozisyonlarına ve 

satellitin olup-olmamasına göre düzenlenmi�tir. Kromozomların ortalama kol 

oranları(r); uzun kol boyunun(l) kısa kol boyuna(s) bölünmesiyle (r=I/s), nispi 

boyları ise kromozomun total uzunlu�unun (c) hücredeki bütün kromozomların 

uzunlu�u toplamına bölünüp 100 ile çarpılmak suretiyle bulunmu�tur.  Sentromerik 

indeks (I): 100 s/c formülü ile hesaplanmı�tır28.  Böylece kromozomların total 

uzunlu�u, uzun kol ve kısa kol uzunlu�u, kol oranları, nispi boyu, kol indeksi ile 

sentromer tipini içeren karyotip analizleri hazırlanmı�tır.  Karyotip analizleri ve 

idiogram de�erleri SPSS 15.0 (Duncan Multiple Range Test) istatistik programı 

kullanılarak yapılmı�tır.  Her birey için ayrı bir karyotip formülü geli�tirilmi�, olgun 

erkek antepfıstı�ı ve antepfıstı�ı tohumlarına ait cinsiyet kromozomları ilk kez 

belirlenmi�tir. 

3.2.2.5.  Karyogramların yapılı�ı 

Karyotip analizi yapılan kromozom plaklarında yer alan homolog kromozom 

çiftlerinin, sentromer pozisyonları baz alınarak, uzun ve kısa kol boylarının ortalama 

de�erlerine göre büyükten küçü�e do�ru sıralanmasıyla karyogramları 

hazırlanmı�tır27. 

3.2.2.6. �diogramların yapılı�ı  

 Yapılan ölçümler sonucunda, homolog kromozomlardan olu�an 

karyogramların diagramatik olarak gösterilmesi ile idiogramları hazırlanmı�tır.  

Antepfıstı�ı tohumlarında di�i bireylere ait cinsiyet kromozomları, homomorf (XX) 

oldu�undan, bunlardan birine ait diagramatik �ekil idiograma eklenmi�tir.  Ancak 
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tüm erkek bireylerin cinsiyet kromozomları, heteromorf (Xy) yapıda oldu�undan, her 

iki kromozomun da diagramatik �ekli, idiograma eklenmi�tir.  

3.2.3. �statistiksel Analiz (Verilerin De�erlendirilmesi) 

Bütün çalı�malar, tesadüf blokları deneme desenine göre yapılmı�tır. 

Verilerdeki de�i�kenli�i hızlı bir �ekilde görmek için bütün çalı�ma sonuçlarının 

tanımlayıcı analizleri, SPSS 15.0 paket programı kullanılarak yapılmı�tır. Test edilen 

i�lemler arasındaki farklılıkların belirlenebilmesi için, veriler ANOVA’ya tabi 

tutulmu�tur. �statistikî önem görülen i�lemler belirlendi�inde ortalama veriler 

arasındaki farklılıklar, P < 0.05 seviyesinde Duncan çoklu kar�ıla�tırma testine tabi 

tutulmu�tur. Oransal veriler durumunda ise Ki kare (�2 ) testi uygulanmı�tır. 

 

Analizlerde a�a�ıdaki önemlilik seviyeleri kullanılmı�tır: 

P > 0.05 = önemli de�il 

P < 0.05 = önemli 

P < 0.01 = çok önemli 

P < 0.001 = oldukça çok önemli 
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Ç�ZELGE VE �EK�LLER 

 
 
 

Çizelge 3.1.1.2.  Antepfıstı�ı’nın bitki sistemati�indeki yeri 
Bölüm Spermatophyta 

Alt Bölüm Angiospermae 

Sınıf Dicotyledoneae 

Takım Terebinthales 

Familya Anacardiaceae 

Cins Pistacia 

Seksiyon Lentiscella Lentiscus Butmela Terebinthus 

Tür P.terebinthus P.weinmannifolia P.atlantica P. palestina 

 P.mexicana P.lentiscus  P.chinensis 

 P.texana P.saportae  P.khinjuk 

    P.vera 

 
 
 
 
 

�ekil 3.1.1.3. 25-30 ya�ında di�i (a) ve erkek (b) antepfıstı�ı a�açlarının genel 
görünü�ü. 

       
 
 

a b 
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Çizelge 3.1.1.6. 100 gr Antepfıstı�ı (P.vera L.)’nın bile�enleri 
Besin �çeri�i 

Mineraller  (mg) Vitaminler (mg) Di�er organik bile�enler (gr) 

Potasyum (1020.0) C (7.00) Ya� (51.6) 

Fosfor (500.0) E (5.20) Protein (20.8) 

Magnezyum(158.0) Nicotinamide (1.45) Karbonhidrat (16.4) 

Kalsiyum (136.0) B1 (0.62) Kolesterol (0.0) 

Demir (7.3) B2 (0.20)  

Toplam Kalori (594) 

 

 

Çizelge3.2.1. Organogenesis çe�itleri 

 

 

 

�ekil 3.2.1.1. Kültüre alınacak eksplant tipi: apikal tomurcuk (a), tohumlar (b) 

             

Organogenesis Çe�itleri 

Direkt Organogenezis �ndirekt Organogenezis 

Sürgün veya Kök Kallus 

Bitki Sürgün veya Kök 

Bitki 

a b 
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Çizelge 3.2.1.2. Besi ortamlarının içeri�i ve hazırlanması 
MS Besi Ortamı �çerik Konsantrasyon(mgl–1) 

 

Makro Elementler 

(MS Ana Solüsyonu) 

NH4NO3 1650 

KNO3 1900 

CaCl2.2H2O 440 

MgSO4.7H2O 370 

KH2PO4 170 

Mikro Elementler- 1 H3BO3 620 

MnSO4.4H2O 1695 

ZnSO4.7H2O 860 

KI 83 

Na2MoO4.2H2O 25 

Mikro Elementler- 2 CuSO4 .5H2O 25 

CoCl2.6 H2O 25 

Demir Kelatör FeSO4.7H2O 3725 

Na2EDTA 2785 

Vitamin Karı�ımı Nikotinik asit 50 

Glisin 200 

Pridoksin HCl 50 

B1 Vitamini Tiamin HCl 100 
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Çizelge 3.2.1.2.1. Büyüme düzenleyicilerinin (hormonlar) stok 
solüsyonlarının hazırlanması 

Stok Hormonlar (10–3) Hazırlanı�ı  
Kullanım Amacı 

      BA 
(6-benzilamino purin) 

100 mg BA + 
2–3 cc 1 N HCl+ 

100 cc bidistile suya 
tamamlanır 

Sürgün ço�altımı, 
Bitki rejenerasyonu, 

Kök olu�umunun 
inhibisyonu 

Kinetin 100 mg Kinetin + 
2–3 cc 1 N HCl+ 

3–5 cc % 95 lik Etil Alkol + 
100 cc bidistile suya 

tamamlanır 

Sürgün ço�altımı, 
Bitki rejenerasyonu, 

Kök olu�umunun 
inhibisyonu 

GA3 ana solüsyonu 100 mg GA3 + 
3–5 cc % 95 lik Etil Alkol + 

100 cc bidistile suya 
tamamlanır 

Sürgün boylarının 
uzatılması, 

Bitki rejenerasyonu 

IBA 
(3-Indolbutirik asit) 

100 mg IBA + 
3–5 cc % 95 lik Etil Alkol + 

1 cc 1N NaOH + 
100 cc bidistile suya 

tamamlanır 

Sürgün olu�umunun 
inhibisyonu, 

Kök olu�umunun 
stimülasyonu 

 
 

 
 

Çizelge 3.2.1.2.2. Stok solüsyonlardan yararlanarak besi ortamının hazırlanması 
 

 

 

 

 

 

B�LE�ENLER                         1/1MS          ½MS   

Agar 5.650 g 5.650 g 

Sakaroz 30 g 20 g 

MS ana solüsyonu (Makro elementler) 100 cc 50 cc 

MS mikroelementler-1 10 cc 5 cc 

MS mikroelementler-2 1 cc 0.5 cc 

Demir kelatör 10 cc 5 cc 

Vitamin karı�ımı 1 cc 0.5  cc 

B1 vitamini ana solüsyonu 1 cc 0.5  cc 
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�ekil 3.2.2. Genel bir kromozom (a) ve heteromorf cinsiyet kromozomu (b) �ekli 

 

 
 
 

 
 
 

a

b 
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Çizelge 3.2.2. Kromozomların sentromer pozisyonlarına göre adlandırılması 
Kromozom 

tipi 

Sentromer yeri Kol oranı=Uzun kol (l)/  

kısa kol (s) 

M Median nokta 1.00 

m Median bölge 1.0–1.7 

Sm Submedian bölge 1.7–3.0 

St Subterminal bölge 3.0–7.0 

t Terminal bölge 7.0–	 

T Terminal nokta 	 

 

 

 

Çizelge 3.2.2.1.1.�lk i�lem solüsyonları ve hazırlanı�ı 
A�ama Solüsyonlar Hazırlanı�ı Sıcaklık  

de�eri (°C) 

Bekleme  

süresi (saat) 

�lk i�lem 

 
�-monobromo 

naftalen 

4–5 damla 
1-Monobromo 

naftalen + 
250 cc bidistile su 

 
+25 

 
1–10 

 
8-hidroksikinolin 

0.058gr 8-
Hidroksikinolin + 

200cc bidistile sıcak su 

 
+25 

 
1–6 

 
Kol�isin 

 
%0.5 lik kol�isin 

 
+4 

 
1–6 

 
 

P- diklorobenzen 
1 tablet  

P- Diklorobenzen +  
165 cc bidistile su (24 

saat 60°C de) 

 
+4 

 
1–6 
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Çizelge 3.2.2.1.2. Fiksatifler ve hazırlanı�ı 
A�ama Çözeltiler Hazırlanı�ı Sıcaklık 

de�eri (°C) 

Bekleme 

süresi (saat) 

 
Fiksasyon 

 

Karnoy 

Çözeltisi 

6 br absollü alkol 

1 br kloroform 

3 br glasial asetik asit 

+4 16–24 

Farmer 

Çözeltisi 

3 br absollü alkol 

1 br glasial asetik asit 
+4 16–24 

 

 

 

 
Çizelge 3.2.2.1.4. Hidroliz parametrelerinin hazırlanı�ı 

A�ama Parametreler Hazırlanı�ı Sıcaklık  
de�eri (°C) 

Bekleme  
süresi 

(dakika) 

Hidroliz 

 
1N HCl 

8.84cc HCl, 
100cc bidistile 

suya tamamlanır 

 
+60 

 
5–12 

 
5N HCl 

44.2 cc HCl, 
100cc bidistile 

suya tamamlanır 

 
+25 

 
5–12 

 

 

 

Çizelge 3.2.2.1.4. Boya tipleri  
A�ama Boya Tipi Sıcaklık  

de�eri (°C) 

Bekleme  

süresi (saat) 

Boyama 

Aseto- karmin +25 1–5 

Fulgen +25 1–5 

Hematoksilen +25 1–5 

Aseto-orsein +25 1–5 
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4. BULGULAR VE TARTI�MA  

Bu çalı�manın amacı, ülkemiz ve dünya ekonomisi için çok önemli bir kültür 

bitkisi olan antepfıstı�ı’nın (Pistacia vera L.), 25-30 yıllık olgun di�i ve erkek 

a�açlarının apikal tomurcuklarından ba�latılan bir in vitro klonal mikroço�altım 

metodu yardımı ile ço�altılmı� fidanlarından elde edilen kök uçlarından, erkek ve 

di�i cinse ait karyolojik bulgulara ula�maktır.  Antepfıstı�ı gibi ekonomik ve ekolojik 

önemi olan bir bitkinin, genetik yönden düzenlenmesi ve e�ey durumunun fark 

edilmesi, hem bitki ıslahı hem de bitki sistemati�i açı�ından önemli bir rol 

oynayacaktır.   

Tez çalı�ması sırasında türün olgun erkek antepfıstı�ı ve tohumlarına ait 

karyolojik bulgulara ula�ırken geli�tirdi�imiz metodları iki ana ba�lık altında 

toplanabilir; 

a) Mikroço�altım çalı�maları 

b) Sitogenetik çalı�malar 

Amaca ula�mak için kullandı�ımız in vitro klonal mikro ço�altım metodunun 

a�amalarını, a�a�ıdaki gibi sıralayabiliriz: 

a) Materyalin Sterilizasyonu 

b) Kültür Ba�latılması 

c) Sürgün Proliferasyonu 

d) Köklendirme Çalı�maları 

Çalı�mada gerçekle�tirilen sitogenetik çalı�maları ise �u �ekilde sıralanabilir: 

a. Kromozomların Morfolojik Analizleri 

  b. Karyotip analizi 

  c. Karyogram  
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  d. �diogram 

Yukarıda belirtilen çalı�ma ba�lıkları ile ilgili genel bulgular ve tartı�ma, ayrı 

ayrı ba�lıklar halinde a�a�ıda verilmi�tir. 

4.1. IN V�TRO KLONAL M�KROÇO�ALTIM ÇALI�MALARI �LE �LG�L� 

GENEL BULGULAR VE TARTI�MA  

Tez kapsamında ilk a�amada, sitogenetik çalı�malarda kullanılmak üzere, 

Gaziantep Fıstık Ara�tırma Enstitüsü ara�tırma bahçelerinde yeti�en di�i ve erkek 

antepfıstı�ı (Pistacia vera L.) a�açlarından alınan apikal tomurcuklardan, in vitro 

mikroço�altım teknikleri geli�tirilmi�tir. 

Mikroço�altım a�amasında sırasıyla; sterilizasyon tekniklerinin geli�tirilmesi, 

kültür ba�latma çalı�maları, sürgün proliferasyon ve köklendirme çalı�maları 

gerçekle�tirilmi� olup, her a�ama için denenen parametrelere ait bulgular çizelgeler 

halinde verilmi�tir.  Ancak, antepfıstı�ı tohumlarının mikroço�altımı için uygulanan 

parametre ve i�lemlere ait istatistiksel veriler, nihai amaç yalnızca kök ucu eldesi 

oldu�u için, ayrıca rapor edilmemi�tir.  

4.1.1. Materyalin Sterilizasyonu ile �lgili Genel Bulgular 

Bu bölümde ve bölüme ba�lı alt bölümlerde öncelikle materyalin 

sterilizasyonu ile ilgili bulgulara de�inilmi�, sonrasında ise bu konu ile ilgili 

günümüze de�in yapılan çalı�malar derlenerek, her biri ayrı alt ba�lıklar halinde 

tartı�ılmı�tır. 

4.1.1.1. NaOCl’in farklı konsantrasyonlarının yüzey sterilizasyonuna etkisi  

Kültüre alınan erkek ve di�i antepfıstı�ı tomurcukları, dört haftalık süre 

sonunda, enfekte olan tomurcuk, geli�en tomurcuk ve kararan tomurcuk yüzdeleri 

alınarak kaydedilmi�tir.  Elde edilen veriler �2 analizine tabi tutulmu� ve analiz 
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sonuçları di�i antepfıstı�ı için Çizelge 4.1.1.1a da, erkek antepfıstı�ı için ise Çizelge 

4.1.1.1b de verilmi�tir.   

Yapılan çalı�malarda, test edilen NaOCl konsantrasyonları içerisinde geli�me 

yüzdesi bakımından optimum yüzdelik dilimini %15’lik NaOCl parametresinin 

verdi�i gözlenmi�tir.  �ç veya dı� faktörler (endojen ve/veya ekzojen bakteriler vb.) 

nedeniyle, kontrol grubunun bütününü kapsayan ancak, di�er gruplarda da 

gözlemlenen enfeksiyon tespit edilmi�tir.  NaOCl konsantrasyonun artı�ı ile do�ru 

orantılı olarak, sterilizasyona dayanıksız tomurcukların kararma oranında artı� 

meydana gelmi�tir.  Mikroço�altım a�amasında kar�ıla�ılan enfeksiyon, kuruma ve 

ortama salınan fenolik bile�ikler, tomurcukların dü�ük bir ya�ama oranına sahip 

olmasına neden olmu�tur.  Suda çözünen fenolik bile�iklerin salgılanmasını önlemek 

amacıyla, tomurcuklar steril saf su ortamında bir müddet bekletilmi�tir.  Yapılan 

denemelerde materyal olarak kullanılan erkek ve di�i antepfıstı�ı tomurcuklarında 

NaOCl yüzdesi bakımından, önemli derecede bir farklılık gözlenmemi�tir.  Çizelge 

4.1.1.1a ve Çizelge 4.1.1.1b incelenecek olursa; NaOCl yüzdesi arttıkça kararan 

tomurcuk yüzdesinde artı� meydana geldi�i halde, geli�en tomurcuk yüzdesinde 

dü�ü� meydana gelmi�tir.  Her iki bireyin de %15’lik NaOCl oranına verdi�i cevap, 

geli�me yüzdeleri bakımından birbirine yakınlık göstermi�tir. 

4.1.1.2. NaOCl’in farklı immersiyon sürelerinin yüzey sterilizasyonuna etkisi 

Dört haftalık kültür süresi sonunda, enfekte olan tomurcuk, geli�en tomurcuk 

ve kararan tomurcuk yüzdeleri kaydedilmi�tir.  Elde edilen veriler �2 analizine tabi 

tutulmu� ve analiz sonuçları, di�i antepfıstı�ı için Çizelge 4.1.1.2a da, erkek 

antepfıstı�ı için ise Çizelge 4.1.1.2b de verilmi�tir.  
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%15’lik NaOCl’in immersiyon süresi bakımından en iyi geli�me yüzdesini 40 

dk.’da verdi�i gözlenmi�tir.  �mmersiyon süresinin artı�ı ile do�ru orantılı olarak, 

kararan tomurcuk oranın da artı�ı tespit edilmi�tir.  Önceki denemelerde oldu�u gibi, 

enfeksiyona maruz kalan tomurcuk yüzdesi en yüksek olan, kontrol grubudur.  Bu 

ba�lamda yapılan çalı�malarda materyal olarak kullanılan erkek ve di�i antepfıstı�ı 

tomurcuklarında, immersiyon süresi bakımından önemli derecede bir farklılık 

gözlenmemi�tir.  

4.1.2. Materyalin Sterilizasyonu ile �lgili De�erlendirmeler ve Tartı�ma  

�n vitro klonal mikroço�altım çalı�maları için ilk ve en önemli a�ama, etkili 

bir yüzey sterilizasyon metodunun geli�tirilmesi a�amasıdır. 

Çalı�mamızda öncelikle olgun erkek ve di�i antepfıstı�ı a�açlarının 

meristematik apikal uçlarından aksenik eksplantlar geli�tirmek için, etkili bir yüzey 

sterilizasyon metodu geli�tirilmi�tir.  

Tüm bitki türlerinin in vitro klonal ço�altımı için ilk ve en önemli a�ama olan 

yüzey sterilizasyonu, etkin maddesi ve klor iyon yüzdesi bilinen her türlü sterilant ile 

ba�arılabilir.  �imdiye kadar, hem juvenil hem de olgun antepfıstı�ı a�açlarının 

apikal uçlarının yüzey sterilizasyonu ile ilgili çalı�malarda, farklı sterilant, 

konsantrasyon, bekletme süresi ve bazı durumlarda da ön sterilizasyon i�lemlerinin 

uygulandı�ı rapor edilmi�tir1.2.3.4.5.  Ayrıca antepfıstı�ı a�açlarından alınan 

eksplantların in vitro kültüre alınımı sırasında olu�an mantar ve bakteri kökenli 

kontaminantlar, hem in vitro kültürlerin ba�latılması hem de kültürlerin devamlılı�ı 

açısından büyük bir problem olu�turmaktadır1.2.3.4.5.  

Olgun antepfıstı�ı tohumlarından yeti�tirilen fidanların yüzey 

sterilizasyonunun % 70’lik etanolde 45 sn’lik bir ön i�lemden sonra, materyalin % 20 



 

 

67

’lik NaOCl içerisinde 25 dakika süre ile çalkalanması yolu ile ba�arıldı�ı, ilk olarak 

Barghchi1 tarafından rapor edilmi�tir.  

Aynı ara�tırıcı6, daha sonra serada yeti�tirilen bitkilere ait sürgün ucu ve 

lateral tomurcukların yüzey sterilizasyonunu ise, % 70’lik etanolde 45 saniyelik bir 

ön sterilizasyon sonrasında, eksplantların % 20’lik ticari NaOCl içerisinde 10–15 dk. 

bekletilmesi ve arkasından 3 defa steril distile su ile çalkalanması yoluyla ba�ardı�ını 

belirtmi�tir.  

Geleneksel ço�altımda anaç olarak kullanılan bir di�er Pistacia türü olan 

P.atlantica’ya ait olgun tohumlarının yüzey sterilizasyonu ise, üç a�amalı bir i�lemle 

yapılmı�tır6. 

Ba�ka bir çalı�mada ise, antepfıstı�ının di�er bir anacı olan Pistacia khinjuk 

Stocks’un olgun tohumlarının yüzey sterilizasyonu ise, % 20’lik NaOCl’de 30 dakika 

bekletilme i�lemi sonucunda, eksplantların 5’er kez 5 defa steril distile saf su ile 

çalkalanmasıyla ba�arılmı�tır8.  

ilk olarak, Abousalim3 tarafından yapılan çalı�mada, genç dokulardan ziyade, 

olgun antepfıstı�ı a�açlarına ait materyallerin yüzey sterilizasyonunun daha güç 

oldu�u belirlenmi�tir.  Çalı�mada, 30 yıllık Antepfıstı�ı a�açlarına ait aktif olarak 

büyüyen sürgün uçlarının yüzey sterilizasyonu, % 20’lik cholorox ile 20 dk. boyunca 

ve sonrasında 3 defa steril saf su ile çalkalama i�lemi ile gerçekle�tirilmi�tir.  

Yüzey sterilizasyonunun optimizasyonu için yapılan çalı�malarda ise, in vitro 

ortamda yeti�en bitkilerin fotosentez oranını yükseltmek için, ı�ık miktarının 

arttırılması ve % 2’lik atmosferik CO2 kullanılmasının, kontaminasyonu engelledi�i 

görülmü�tür9.  
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Olgun antepfıstı�ı di�i a�açlarına ait sürgün uçlarının yüzey sterilizasyonu da, 

ba�ka bir çalı�ma ile test edilmi�tir.  Çalı�mada, kültüre alınacak eksplantların yüzey 

sterilizasyonunun, mutlak alkolde 2 dk. bir ön çalkalama i�leminden sonra, % 20’lik 

NaOCl içerisinde 10–30 dk. boyunca çalkalanarak gerçekle�tirildi�i rapor 

edilmi�tir10.    

Gerek antepfıstı�ında gerekse de di�er türlere ait in vitro kültürlerde çok 

sayıda eksplant türünün kontaminantlardan arındırılması için belirli oranlarda 

seyreltilmi� NaOCl (ticari çama�ır suları, örn: Axion, Domestos vb.) içeren 

dezenfektanlar, yüzey sterilizasyon i�lemlerinde ba�arılı bir �ekilde kullanılmı�lardır.  

Barghchi ve Alderson1, yabani antepfıstı�ı tohumlarının (P.vera, P.atlantica, 

P.khinjuk Stocks,, P.mutica, P.palaestina), yüzey sterilizasyonunu % 20’lik 

domestos kullanarak ba�ardıklarını rapor etmi�lerdir.  Di�er bir çalı�mada10 ise, di�i 

antepfıstı�ı meristematik dokularının yüzey sterilizasyonunun % 20’lik ticari çama�ır 

suyu kullanılarak, ba�arılı bir �ekilde gerçekle�tirildi�i rapor edilmi�tir. 

Bir di�er çalı�mada5 ise, erkek antepfıstı�ı a�açlarından alınan tomurcukların 

yüzey sterilizasyonun, % 53’lük klor içeren NaOCl kullanılarak, her hangi bir ön 

sterilizasyon i�lemi uygulanmaksızın, eksplantın alındı�ı tarihe de ba�lı olarak, % 

10’luk NaOCl içerisinde 20–45 dk. bekletilerek elde edildi�i belirtilmi�tir.   

Çalı�mamızda ise, hem erkek ve hem de di�i antepfıstı�ı (Pistacia vera L.) 

a�açlarının tomurcuklarından itibaren aksenik eksplant ço�altımı için, etkili bir 

yüzey sterilizasyonu geli�tirilmi�tir.  Erkek ve di�i antepfıstı�ı a�açlarına ait apikal 

tomurcukların yüzey sterilizasyonu, %70 lik alkolde 45 sn.’lik bir ön sterilizasyon 

i�lemi ve sonrasında ise eksplantların %53’lük klor içeren ticari bir NaOCl (Axion) 
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solusyonundan hazırlanan %15’lik NaOCl içerisinde 40 dakika bekletilerek elde 

edilmi�tir.  

Yüzey sterilizasyonuna tabi tutulan eksplantların, %15’lik NaOCl içerisinde 

40 dk.’nın üzerinde bir süre bekletilmesi, eksplantların büyük bir ço�unlu�unda doku 

ölümlerine yol açmı�tır.  Bu bulguya benzer sonuçlar bazı ara�tırıcılar tarafından da 

tespit edilmi�tir4.5. 

Sonuç olarak çalı�mamızda, in vitro ortamda kültüre alınan apikal olgun 

erkek ve di�i antepfıstı�ı sürgünlerinin yüzey sterilizasyonunun, %15'lik NaOCl 

içerisinde 40 dk. süre ile 150 rpm hız ile çalı�an bir çalkalayıcı üzerinde bekletme ve 

daha sonrasında 7 defa 5dk. steril saf su ile çalkalama i�lemleri ile ba�arılabilece�i 

sonucuna varılmı�tır.   

4.1.3. Kültür Ba�latma Çalı�maları ile �lgili Genel Bulgular  

Kültür ba�latılması a�amasında, 28 günlük kültür dönemi sonucunda alınan 

ölçümler Duncan testine tabi tutularak, analiz sonuçları di�i antepfıstı�ı için Çizelge 

4.1.3a da, erkek antepfıstı�ı için ise Çizelge 4.1.3b de verilmi�tir. 

28 günlük inkübasyon sonunda test edilen 1 mgl–1 sitokinin tiplerinin (BA, 

Kin), kültüre alınan eksplantların, organogenez üzerine belirgin bir etki yaptı�ı tespit 

edilmi�tir.  Kültürlerin ba�latılmasından sonra 1 haftalık süre içerisinde, sürgün 

uzaması ve proliferasyon görülebilir duruma gelmi�tir.  Hem erkek hem de di�i 

antepfıstı�ında en fazla sürgün sayısı ve sürgün uzunlu�u, 1.0 mgl–1 BA test 

grubundan elde edilmi�tir.  Kontrol grubu ile BA destekli gruplar arasında, önemli 

derecede farklılıklar gözlenmi�tir.   BA ile destekli MS besi ortamında kültüre alınan 

eksplantların, kontrol ile Kinetin destekli MS besi ortamında kültüre alınan 

eksplantlara oranla, çok daha fazla sayıda sürgün olu�turdukları tespit edilmi�tir.  
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4.1.4. Kültür Ba�latma Çalı�maları ile �lgili De�erlendirmeler ve 

Tartı�ma 

Ço�altımı zor bir tür olarak bilinen antepfıstı�ı (Pistacia vera L.) nın ya�lı 

dokularından itibaren in vitro kültürlerinin kurulumu, belki de en zor a�amadır.  Bu 

nedenle de günümüze kadar, antepfıstı�ından in vitro kültür ba�latılması için, 

genellikle ba�langıç materyali olarak olgun tohumlar veya serada 2–4 ya�ına kadar 

yeti�tirilmi� bitkilerden alınan sürgün uçları ve lateral tomurcukları 

kullanılmı�tır1.11.3.4.10.12.13.14. 

�n vitro kültür ba�latılması için tercih edilmesi gereken en etkin ekplant 

tipinin, 25 ya�ındaki antepfıstı�ı a�açlarına ait 3–4 cm boyundaki apikal ve lateral 

tomurcukların, BA içerisine birkaç dakika daldırıldıktan sonra birkaç gün boyunca 

uygun sıcaklık ve nem ortamı sa�lanan serada geli�meye zorlanması yoluyla elde 

edilen, yeni sürgünler oldu�u rapor edilmi�tir10.  

Aksenik kültürlerin ba�latılması a�amasında kültüre alınacak antepfıstı�ı 

a�açlarına ait eksplantların, olgun a�açlardan alını� tarihi ile ilgili yapılan bir di�er 

çalı�mada ise; sürgünlerin a�açtan alınma zamanlarının kültür ba�latılması üzerinde 

do�rudan etkisinin oldu�u ve ayrıca, kültür ba�latılmasında kullanılacak optimum 

eksplant uzunlu�unun 4–6 mm arasında oldu�u ve sürgünlerin anaç a�açtan alınma 

zamanının en iyi döneminin ise Mart-Mayıs ayları oldu�u da tespit edilmi�tir15. 

�n vitro kültür ba�latılmasında kullanılacak en iyi eksplant tipinin, do�al 

ko�ullarda geli�meye zorlanmı� olan apikal ve lateral uçlardan geli�en yeni sürgünler 

oldu�u rapor edilmi�tir10.  Bu bulguya paralel olarak, çalı�mamızda ise, kültüre 

alınan sürgünler in vitro kültür ortamında geli�meye zorlanmı�lardır.  Kültür 

ba�latılmasından yakla�ık bir haftalık süre sonra, skala yaprakların tekrar 
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ayıklanması yoluyla eksplantların tekrar alt kültüre alınması, sürgün geli�imini 

hızlandırmı�tır. 

Olgun antepfıstı�ı materyallerinin kültüre alınması ve bu materyallerden in 

vitro kültür ba�latılması sırasında, pek çok sorunla kar�ıla�ıldı�ı ve bunların en 

önemlilerinden birinin de kesilen uçlardan ortama salınan fenolik bile�iklerin oldu�u 

rapor edilmi�tir16.  Aynı çalı�mada fenolik bile�ik salını�ından kaynaklanan 

kahverengile�menin görüldü�ü eksplantların, aynı kap içinde farklı noktalara veya 

farklı kaplara aktarılmasıyla, tekrar geli�me sa�landı�ı da belirtilmi�tir. 

Ortama salınan fenolik bile�iklerin kökeninin ara�tırıldı�ı ba�ka bir çalı�mada 

ise, Pistacia vera’nın dı� ye�il kabuklarından elde edilen eksrakt içerisinde anacardic 

acid, cardol ve C17’den olu�an bir fenolik asit karı�ımına rastlanıldı�ı rapor 

edilmi�tir17. 

Genç (jüvenil) dokuların kullanıldı�ı kültür ba�latma çalı�malarında, 

kahverengile�me gerçekle�tikçe sık sık alt kültürlerin yapılmasının iyi sonuç verdi�i 

de rapor edilmi�tir18.  Meyve veren a�açlardan alınan eksplantların kültüre 

alınmasının ise, kahverengile�me nedeniyle zor oldu�u, Barghchi6 tarafından tespit 

edilmi�tir.  

Yüzey sterilizasyonu yapılmı� olan eksplantların kültüre alınmadan önce, 10–

100 mgl–1 malonik asitle bir ön i�leme tabi tutulmasının, kültürlerde görülen 

kahverengile�meyi büyük ölçüde azalttı�ı rapor edilmi�tir18.  Aynı ara�tırıcılar, kültür 

ba�latılmasında; budanmı�, a�ılanmı�, BA ve/veya GA3 püskürtülmü� ya da mikro 

a�ılı a�açlardan alınan sürgünlerin, çok daha uygun eksplantlar olduklarını 

bildirmi�lerdir.  
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Pistacia cinsine ait farklı çe�itler olan Kerman (di�i), Peters (erkek), 

Lambertin (di�i ve erkek), Naz (erkek), Red Aleppo (erkek), Ask (erkek) ve Rashti 

(erkek)’ye ait 2 ya�ına kadar sera �artlarında büyütülmü� fidanlarından alınan apikal 

ve lateral tomurcuklardan ba�latılan kültür çalı�malarında; 0,3 mgl–1 BA ve/veya 0.5 

mgl–1 IBA ilave edilmi� MS besi ortamına oranla fenolik bile�ik salınımının, 2 mgl–1 

BA ilave edilmi� MS besi ortamına oranla daha az miktarda gerçekle�ti�i rapor 

edilmi�tir6. 

Bustamante-Garcia2 ise olgun P.vera ve P.atlantica a�açlarına ait lateral 

eksplantlardan kültür ba�latılamadı�ını, ancak GA3 püskürtme ve genç fidanları 

üzerine a�ılama gibi metotların uygulanmasıyla, yeti�kin P.vera materyallerinin 

gençle�tirildi�ini ve bu uygulamaların ise, yeni sürgün ve tomurcuk olu�umunu 

arttırdı�ını rapor etmi�tir. Aynı çalı�mada, gençle�tirilen bu yeti�kin a�açlara ait 

lateral tomurcuklardan in vitro kültür ba�latılmasının daha kolay gerçekle�tirildi�i de 

belirtilmi�tir. 

Besi ortamına salınan fenolik bile�iklerin bertaraf edilmesi konusunda yapılan 

di�er bir çalı�mada, dört ya�ına kadar sera �artlarında büyütülmü� a�ılı P.vera 

a�açlarından alınan sürgünlerin bir karı�tırıcı üzerinde % 0.1 Tween 20 içeren, % 20 

NaOCl ile 20 dk. boyunca sterilize edildi�i, daha sonra ise besi ortamına aktarılan bu 

materyallerin 3 hafta boyunca karanlıkta bekletildi�i ve bu uygulamanın ise, besi 

ortamının kahverengile�mesini ve dokuların zarar görmesini sınırladı�ı tespit 

edilmi�tir3.  

Erkek antepfıstı�ı a�açlarından alınan eksplantların steril saf su ile 

yıkanmalarının, ortama salınan fenolik bile�iklerin uzakla�tırılması üzerine etkisinin 

ara�tırıldı�ı bir di�er çalı�mada ise, kültür ba�latılmasında ortaya çıkan 
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kahverengile�menin, %20’lik NaOCl ile 20 dk. süren bir yüzey sterilizasyonun 

arkasından kültüre alınacak eksplantların, bol miktarda steril saf su ile yıkanması ve 

daha sonrasında ise basal uçlarının kesilmesi ve iki defa steril saf suda birer saat 150 

rpm’de çalkalanması i�lemi ile önlendi�i rapor edilmi�tir5. 

Bu çalı�mada ise, 25-30 ya�ındaki erkek ve di�i antepfıstı�ı a�açlarına ait 

apikal tomurcukların dekontaminasyonu, öncelikle musluk suyunda 3–5 dakika 

boyunca yıkama i�leminden sonra, %70’lik etilalkol içerisinde 40 sn süren bir ön 

sterilizasyon, sonrasında % 15’lik NaOCl’ içerisinde 40 dk süre ile bekletme ve 

nihayetinde tomurcukların sterilant bula�ı�ından arındırılması için steril saf su ile 

5’er dakika 7 kez durulama yoluyla ba�arılmı�tır.  Kültüre alınmadan önce 0.5–1 cm 

uzunlu�unda kesilen tomurcuklar, fenolik bile�iklerin besi ortamına salınmasını 

engellemek amacıyla, en az bir saat boyunca saf su içerisinde 150 rpm’de çalı�an bir 

çalkalayıcı üzerinde bekletilmi�tir.  

Aseptik olarak tohumdan geli�tirilmi� fidanlara ait sürgün uçlarının 

kullanıldı�ı ve kültür ba�latılmasına farklı oksin-sitokinin kombinasyonlarının 

etkisinin test edildi�i di�er bir çalı�mada ise, Kinetin - NAA’in birlikte kullanımının 

sürgün büyümesini durdurup, kallus geli�imini te�vik etti�i, sadece BA ve Kin içeren 

besi ortamlarında sürgün geli�iminin gerçekle�ti�i, BA ve Kinetin içeren besi 

ortamına NAA’in eklenmesinin ise, sürgün geli�imini durdurup, kallus olu�umunu 

te�vik etti�i rapor edilmi�tir6.   

Olgun antepfıstı�ı sürgün uçlarından kültür ba�latılması ile ilgili yapılan bir 

di�er çalı�mada ise, BA veya 2iP’nin farklı konsantrasyonlarının, kültür 

ba�latılmasına etkileri test edilmi�, sonuçta BA’ın 2iP’den daha iyi sonuç verdi�i ve 
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ayrıca olu�an sürgün sayısı bakımından BA’ın 0,5–2.0 mgl–1 arasında 

kullanılabilece�i tespit edilmi�tir10.  

Çalı�mamızda ise, aksenik kültür ba�latılmasına sitokininlerin (BA ve Kin; 

herbiri 1.0 mgl–1) etkisi bir kontrol grubu ile test edilmi� ve kültüre alınan 

tomurcuklardan yeni geli�en sürgün uzunlukları ve sürgün sayıları bakımından 1.0 

mgl–1 BA ile desteklenmi� MS besi ortamının en iyi sonuç verdi�i tespit edilmi�tir 

(Çizelge 4.1.3a ve Çizelge 4.1.3b). 

Çalı�malarımızda test edilen tüm sitokinin konsantrasyonlarında, sürgün 

tabanlarında sürekli olarak büyüyen bir kallus kütlesinin olu�tu�u tespit edilmi�tir. 

Benzer bulgular Barghchi-Alderson20, Onay4 ve Tilkat5 tarafından da rapor 

edilmi�tir.  

Kültür ba�latma çalı�malarında her iki birey (erkek ve di�i)  için de test edilen 

BA’nın de�i�ik konsantrasyonları arasında maksimum sürgün sayısı, di�i antepfıstı�ı 

için ortalama 3.33 ± 0.12, erkek için 3.40 ± 0.13, elde edilen en uzun sürgün ise di�i 

için ortalama 1.90  ± 0.02 ve erkek için 1.92  ± 0.02 cm olarak, 1 mgl–1 BA ile 

destekli MS besi ortamından elde edilmi�tir (Çizelge 4.1.5a ve Çizelge 4.1.5b). 

4.1.5. Sürgün Proliferasyon Çalı�maları ile �lgili Bulgular 

Sürgün proliferasyon a�amasında, 28 günlük kültür dönemi sonucunda alınan 

ölçümler Duncan testine tabi tutularak, analiz sonuçları di�i antepfıstı�ı için Çizelge 

4.1.5a da, erkek antepfıstı�ı için ise, Çizelge 4.1.5b de verilmi�tir. 

Yapılan çalı�malarda, denenen BA konsantrasyonları içerisinde proliferasyon 

yüzdesi bakımından optimum yüzdelik dilimi, 1 mgl–1 BA’nın verdi�i gözlenmi�tir 

(�ekil 4.1.5a).  Hem sürgün uzunlu�u hem de sürgün sayısı bakımından, erkek ve di�i 

antepfıstı�ında BA’nın di�er konsantrasyonlarına oranla önemli derecede bir farklılık 
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gözlenmemi�tir.  Elde edilen verilere göre; 1 mgl–1 BA’dan dü�ük ve yüksek 

konsantrasyonlarda, proliferasyon yüzdesi bakımından bir dü�ü� meydana gelmi�tir.  

Her iki bireyin de BA oranına verdi�i cevap, proliferasyon yüzdeleri bakımından 

birbirine yakınlık göstermi�tir.  

Çalı�mamızda, 28 günde bir yapılan alt kültür a�amalarında farklı GA3 

konsantrasyonlarının uygulandı�ı 1 mgl–1 BA destekli MS besi ortamının sürgün 

uzunlu�una etkisi test edilmi�tir.  Di�i antepfıstı�ı kültürlerine ait sürgün sayısı ve 

uzunluk sonuçları, Çizelge 4.1.5c ve erkek antepfıstı�ı için Çizelge 4.1.5d halinde 

verilmi�tir. 

Erkek ve di�i antepfıstı�ı sürgünlerine gövde uzunlu�unu arttırmak amacıyla 

uygulanan 1 mgl–1 BA destekli MS besi ortamına farklı GA3 konsantrasyonları 

içerisinde en olumlu etkiyi, 0.5 mgl–1 GA3 ‘in verdi�i gözlenmi�tir (�ekil 4.1.5b).  

Yapılan denemelerde, materyal olarak kullanılan erkek ve di�i antepfıstı�ı 

sürgünlerine uygulanan GA3’ün farklı konsantrasyonlarındaki parametreleri 

bakımından, önemli derecede bir farklılık gözlenmemi�tir.  

4.1.6. Sürgün Proliferasyon Çalı�maları ile �lgili De�erlendirmeler ve 

Tartı�ma 

Aksenik antepfıstı�ı sürgünlerinin in vitro ço�altımı çalı�maları, ilk olarak 

Barghchi1 tarafından gerçekle�tirilmi� ve bu çalı�mada, eksplant olarak olgun 

tohumlar kullanılmı�tır.  

Daha sonra olgun tohumlardan üretilen sürgünlerin proliferasyonu 

çalı�malarında, BA’ın kinetin’e göre daha iyi sonuç verdi�i ve sürgün proliferasyonu 

için optimal oranın 4 mgl–1 BA oldu�u belirlenmi�tir1.3.  Barghchi21 ayrıca, kültür 
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ba�latılmasından sonra yapılan alt kültürlerde, besi ortamına 4 mgl–1 BA 

eklenmesiyle, 35–40 kadar sürgün elde edildi�ini de rapor etmi�tir. 

Olgun antepfıstı�ı di�i a�açlarına ait apikal ve lateral tomurcuklardan elde 

edilen sürgünlerin proliferasyonu çalı�malarında ise, sitokininlerden BA’nın Kin, 2iP 

ve Zeatin’e oranla daha iyi sonuç verdi�i ve sürgün proliferasyonunda BA’ın 2–4 

mgl–1 aralı�ında kullanılabilece�i rapor edilmi�tir4.  

25 yıllık olgun erkek antepfıstı�ı a�açlarına ait apikal ve lateral 

tomurcuklardan elde edilen sürgünlerin proliferasyonu ile ilgili bir di�er çalı�mada 

ise, test edilen sitokinin tipleri arasında BA’nın, Kinetin ve TDZ’ye göre daha iyi 

sonuç verdi�i ve BA’nın 0,25–2.0 mgl–1 aralı�ında kullanılabilece�i tespit 

edilmi�tir5. 

Dört ya�ındaki P.vera bitki materyalleri üzerinde BA’ın dü�ük 

konsantrasyonlarının etkisi ise, Martinelli22 tarafından denenmi�tir.  BA’nın dü�ük 

konsantrasyonlarının ara�tırıldı�ı ayrı bir çalı�mada ise, dört aylıktan dört yıllı�a 

kadar olan P.atlantica, P.integerrima ve olgun P.terebinthus’ta optimum ço�altım 

konsantrasyonları, sırasıyla 0.7 mgl–1, 1 mgl–1 ve 2.5 mgl–1 olarak belirlenmi�tir11.  

Sürgün proliferasyon çalı�malarında, kültür ortamına 0.05 mgl–1 oranında 

NAA eklenmesinin eksplantların büyümesini inhibe etti�i tespit edilmi�tir6.  Bir 

di�er çalı�mada ise aynı ara�tırmacılar6, kültür ortamına eklenen NAA’in yüksek 

konsantrasyonlarının kültüre alınan sürgünlerde kallus olu�umunu arttırdı�ını 

gözlemlemi�ler ve kültür ortamına 4 mgl–1 BA ile birlikte 0.25–4 mgl–1 GA3 ya da 

GA4+7 eklendi�inde ise, sürgün proliferasyonunun gerçekle�medi�ini rapor 

etmi�lerdir20. 
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Antepfıstı�ı a�açlarına ait taze uçların orjinal nodlarıyla birlikte iki haftada 

bir BA+GA3+IBA ile desteklenmi� besi ortamına transfer edilmesiyle, optimum 

�artlarda sürgün üretiminin sa�landı�ı ve P.atlantica’da BA için optimal de�erin 1 

mgl–1 oldu�u tespit edilmi�tir2. 

Sürgün proliferasyon çalı�malarında, sürekli olarak optimum BA 

seviyelerinin kullanımının, küçük yapraklı bodur sürgünlerin olu�umuna neden 

oldu�u ve bu sürgünlerin alt kültürleri sırasında istenmeyen sonuçların ortaya çıktı�ı 

bildirilmi�tir3.  Çalı�mamızda da sürekli olarak 1.0 mgl–1 BA kullanımı, benzer 

sonuçlara yol açmı�, ancak bu sorun ortama 0.5 mgl–1 GA3 ilavesi ile bertaraf 

edilmi�tir. 

Olgun a�açlardan alınan eksplantların kültüre alınmasıyla elde edilen aksenik 

sürgünlerin proliferasyon çalı�malarında yapılan alt kültürlerde, kullanılması gereken 

optimum BA oranının 1.0–2.0 mgl–1 arasında olması gerekti�i rapor edilmi�tir12. 

Bir di�er çalı�mada ise, 1–3 ya�ına kadar seralarda büyütülmü� olan, 

P.atlantica x P.integerrima hibritinden elde edilmi� sürgünlerin proliferasyon 

çalı�malarında, en iyi sonuç veren bitki büyüme düzenleyicisinin (BBD), 0.1 mgl–1 

TDZ oldu�u rapor edilmi�tir9.   

Yapılan ba�ka çalı�malarda ise, antepfıstı�ı sürgünlerin proliferasyon 

çalı�malarında en iyi sonucu veren bitki büyüme düzenleyicisinin BA oldu�unu 

rapor eden ara�tırıcıların oldu�u belirtilmi�tir21.23.4.10.3.14.5.  

Çalı�mamız, daha önceki ara�tırıcıların21.23.4.10.3.14.5 elde etti�i bulgular ile 

uyum içinde olup kültür ba�latılmasında her iki birey için tespit edilen optimum BA 

oranının (1.0 mgl–1), sürgün proliferasyonunu izleyen alt kültürlerde de farklılık 

göstermedi�i tespit edilmi�tir (Çizelge 4.1.3a ve Çizelge 4.1.3b).   
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4.1.7. Köklenme Çalı�maları ile �lgili Bulgular  

Bu a�amada, farklı konsantrasyondaki IBA (0.5, 1, 1.5, 2.5 ve 10gr/l–1) 

solüsyonlarına farklı sürelerde (10, 20, 30, 40 ve 50sn.) daldırılan sürgünlerin 

köklenme durumuna ait ölçümler �2 testine tabi tutularak, çizelgeler (Çizelge 4.1.7.1a 

Çizelge 4.1.7.1b, Çizelge 4.1.7.2) halinde verilmi�tir. 

4.1.7.1. IBA’nın farklı konsantrasyonlarının kök olu�umu üzerine etkisi 

Farklı IBA konsantrasyonlarında köklenme ortamına alınan erkek ve di�i 

antepfıstı�ı sürgünleri, dört haftalık süre sonunda, kök olu�um yüzdeleri alınarak 

kaydedilmi�tir.  Elde edilen veriler �2 analizine tabi tutularak, sonuçlar di�i 

antepfıstı�ı için Çizelge 4.1.7.1a da, erkek antepfıstı�ı için ise Çizelge 4.1.7.1b de 

verilmi�tir. 

Yapılan çalı�malarda, olgun erkek antepfıstı�ı sürgünlerinin köklenmeleri 

için, denenen IBA konsantrasyonları içerisinde kök olu�umu bakımından optimum 

de�eri, 1gr/l–1 IBA’nın verdi�i gözlenmi�tir.  Ancak, olgun di�i antepfıstı�ı 

sürgünlerinde kök olu�umu sa�lanamamı�tır.  Olgun erkek antepfıstı�ı sürgünlerinde, 

daldırılan IBA konsantrasyonlarının artı�ına ba�lı olarak, kök olu�umunun inhibe 

edildi�i gözlenmi�tir.  Yapılan denemelerde, materyal olarak kullanılan erkek 

antepfıstı�ı sürgünlerinde, IBA konsantrasyonu bakımından önemli derecede bir 

farklılık gözlenmi�tir.  

4.1.7.2. IBA’nın farklı immersiyon sürelerinin kök olu�umu üzerine etkisi 

Olgun di�i antepfıstı�ı sürgünlerinin, yo�un IBA konsantrasyonlarına 

daldırma parametrelerine olumlu cevap vermedi�i tespit edilmi�, bu nedenle de 

sürgünler için farklı immersiyon parametreleri denenmemi�tir.  Farklı immersiyon 

sürelerinde köklenme ortamına alınan erkek antepfıstı�ı sürgünleri dört haftalık süre 
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sonunda, kök olu�um yüzdeleri alınarak kaydedilmi�tir.  Elde edilen veriler �2 

analizine tabi tutulmu�, sonuçlar erkek antepfıstı�ı için Çizelge 4.1.7.2’ de 

verilmi�tir. 

1gr/l IBA içerisine daldırılan olgun erkek sürgünler immersiyon süresi 

bakımından en iyi kök olu�umunu, 20 sn. süre ile bekletme parametresinde verdi�i 

gözlenmi� (�ekil 4.1.7.2) ve immersiyon süresinin artı�ına ba�lı olarak, kök olu�um 

oranında azalma tespit edilmi�tir.  Yapılan denemelerde, materyal olarak kullanılan 

olgun erkek antepfıstı�ı sürgünlerinde, immersiyon süresi bakımından önemli 

derecede bir farklılık gözlenmi�tir.  

4.1.8. Köklenme Çalı�maları ile �lgili De�erlendirmeler ve Tartı�ma 

�imdiye kadar gerek genç (2–4 ya�) gerekse de olgun antepfıstı�ı 

sürgünlerinin (25–30 ya�) in vitro köklendirilmesi çalı�malarında, genellikle 1.5–4 

cm boyuna ula�mı� eksplantlar kullanılmı�tır9.11.3.4.5.   

Çalı�mamızda ise, in vitro köklenme çalı�maları için, 25-30 ya�ında olgun 

di�i ve erkek antepfıstı�ı a�açlarına ait apikal tomurcuklardan ço�altılan, 3–4 cm 

uzunlu�undaki sürgünler kullanılmı�tır. 

Antepfıstı�ı sürgünlerinin in vitro köklendirilmesi çalı�malarında en uygun 

oksin tipinin IBA oldu�u tespit edilmi�tir19.  Bu çalı�maya göre, sürgünlerin 

köklendirilmesi, kültürün ilk 7 günü karanlık �artlar altında, IBA destekli 1/2 

kuvvette hazırlanan MS besi ortamında inkübasyon ve sonrasında ise 1–2 mm 

uzunlu�a ula�an köklerin oksin içermeyen ortama aktarılması ile gerçekle�tirilmi�tir.  

Aynı ara�tırıcılar tarafından yapılan, juvenil P.vera a�açlarına (2 ya�) ait 

sürgünlerin köklendirilmesi ile ilgili bir di�er çalı�mada ise, farklı IBA 

konsantrasyonlarının etkileri test edilmi� ve sonuç olarak köklenme ortamına eklenen 
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2.5, 3.0 veya 3.5 mgl–1 IBA konsantrasyonları arasında geli�en kök sayısı 

bakımından istatistiksel olarak önemli bir farklılık olmadı�ı belirlenmi� ve 

köklenmenin, bu her üç konsantrasyonda da yakla�ık olarak % 80 oranında 

gerçekle�ti�i bildirilmi�tir19.   

�n vitro olarak elde edilen antepfıstı�ı sürgünlerinin köklendirilmesi 

çalı�malarında, optimum köklenme elde edilmesi için, alt kültürü yapılmı� 

eksplantların kullanılması ve köklendirilecek sürgünlerin 1 mgl–1 ve/veya 2 mgl–1 

oranlarında IBA eklenmi� besi ortamında kültüre alınması gerekti�i bildirilmi�tir3.  

Bir ba�ka çalı�mada ise, besi ortamına (sıvı veya katı) NAA ve IBA 

eklenmesiyle köklenme oranlarının artırıldı�ı ve en iyi köklenme yanıtının kâ�ıt 

filtre köprüleri ve NAA ile desteklenen sıvı ortam kullanıldı�ında gerçekle�ti�i 

bildirilmi�tir2.  

Köklenmeye alınacak eksplantların olgun P.terenbinthus a�açlarından 

alındı�ında %60 oranında11, ancak dört ya�ına kadar büyümü� P.vera a�açlarından 

alındı�ında, %30–40 oranında22,daha dü�ük bir köklenme oranı ile sonuçlandı�ı 

bildirilmi�tir.  Aynı çalı�mada, köklenmeye alınacak sürgün uçlarının 100 mgl–1 IBA 

solüsyonuna 10 sn daldırılması i�leminin, % 50 oranında köklenme ile sonuçlandı�ı 

da rapor edilmi�tir22. 

Antepfıstı�ının di�er bir anacı olan Pistacia khinjuk Stocks’un tohumlarından 

in vitro olarak geli�tirilen 2-3 cm uzunlu�undaki apikal sürgün uçlarının 

köklendirilmesi çalı�malarında, 0.5 mgl-1 IBA ile destekli MS besi ortamında kültüre 

alınan eksplantlardan, % 100 oranında köklenme elde edildi�i tespit edilmi�tir24. 

Bir di�er çalı�mada, 30 ya�ındaki antepfıstı�ı a�açlarından alınan 3–4 cm 

uzunlu�undaki gövde kısımları, 10 mgl–1 BA ve 10 mgl–1 IBA içerisinde 
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bekletilerek, yeni sürgün vermeye zorlanmı�, daha sonra ise in vivo olarak geli�en 

lateral segmentler in vitro ço�altma çalı�malarında eksplant olarak kullanılmı�tır.  

Sonrasında ise, bu eksplantlardan ço�altılmı� sürgün uçlarının köklendirilmesi 

çalı�malarında, en iyi sonucun 2.0 mgl–1 IBA destekli MS besi ortamından alındı�ı 

rapor edilmi�tir10. 

30 ya�ındaki antepfıstı�ı (Pistacia vera L. var. “Siirt”) a�açlarına ait in vitro 

mikroa�ılanmı� fidanların, 0,5 mgl–1 IBA destekli besi ortamında köklendirildi�i (% 

36) ve köklenme ortamına aktarılan bu mikroa�ılı fidanlardan aynı zamanda aksiler 

sürgünlerin (% 28.5) olu�tu�u rapor edilmi�tir15.  

P.paleastina (3 ya�) ile a�ılanmı� P.vera’ya ait sürgün uçlarının 

mikroço�altımı ile ilgili yapılan bir di�er çalı�mada ise, 1–3 cm uzunlu�unda 

sürgünler 6.0 mgl–1 NAA içeren besi ortamında %62 oranında köklendirilmi�tir25. 

Aynı çalı�mada, kültürün ilk haftasında köklenme ortamında tutulan sürgünlerin, 

daha sonra iki haftalık bir süre ile herhangi bir oksin içermeyen besi ortamına 

alındı�ı zaman, eksplantların tabanında bir kallus kütlesinin olu�tu�u ve bu kütlenin 

kök olu�umunu te�vik etti�i ve aynı zamanda NAA’in köklenme için kullanılabilecek 

en iyi oksin çe�idinin oldu�u da rapor edilmi�tir.   

P.vera sürgün kültürlerinde; Barghchi ve Alderson26, Martinelli22, Mederos 

ve Cerreno27, Parfitt ve Almehdi9, Onay 4, Ozden-Tokatlı14 ve Tilkat5 çalı�malarında, 

en iyi oksin tipinin IBA oldu�unu bildirmi�lerdir.  

Çalı�mamızda ise, olgun erkek ve di�i antepfıstı�ı a�açlarından elde edilen 

sürgünlerin in vitro köklendirilmesi çalı�malarında, literatür çalı�maları ı�ı�ında, 

Dolcet-Sanjuan ve Claveria25’nın aksine, di�er tüm ara�tırıcıların raporları da göz 

önüne alınarak, oksin tipi olarak IBA kullanılmı�, ancak sürgünlerin köklendirilmesi 
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çalı�malarında kullanılan oksin, materyallerin kültüre alınaca�ı besi ortamına de�il, 

daha önce antepfıstı�ının in vitro köklendirme çalı�malarında Abousalim3’in in vivo 

köklendirme çalı�malarında ve Al Barazi and Schwabe28’nin de rapor etti�i gibi, 

materyallerin kesik olan bazal uçlarına do�rudan olarak uygulanmı�tır. 

Köklendirilecek eksplantların, yüksek IBA konsantrasyonlarına daldırılmasının 

köklenme üzerine etkilerinin ara�tırıldı�ı çalı�mamızda, test edilen farklı IBA 

konsantrasyonları arasında en iyi sonucu, erkek antepfıstı�ı sürgünleri için ise % 90 

köklenme oranıyla 1.0 gl–1 IBA solusyonunda 20 sn. bekletme i�leminin verdi�i 

tespit edilmi�tir (Çizelge 4.1.7.2).  
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4.2. S�TOGENET�K ÇALI�MALAR �LE �LG�L� GENEL BULGULAR VE 

TARTI�MA 

4.2.1. Karyolojik Çalı�malar ile �lgili Bulgular 

Bu ara�tırmada, antepfıstı�ının erkek apikal tomurcuklarından in vitro 

ortamda üretilen ve in vitro ortamda çimlendirilen tohumlarından elde edilen köklere 

uygulanmak üzere, ba�arılı bir karyotip analiz tekni�i geli�tirilmi�tir (Çizelge 4.2.1).  

Geli�tirilen tekni�e göre, kromozom morfolojileri gözlenebilen olgun erkek bireyler 

(Çizelge 4.2.5a) ile tohumlara ait (Çizelge 4.2.5b, Çizelge 4.2.5c) çok sayıda 

preparatın incelenmesi sonucunda, en iyi 5 metafaz plak belirlenmi� ve bunlara ait 

karyotip analiz sonuçları, Duncan testine tabi tutularak çizelgeler halinde verilmi�tir.  

Denemeler için �ahabettin Elçi29’nin, ezme preparat yönteminden yararlanılmı�tır. 

Yapılan sitolojik analizlerde, test edilen tüm ilk i�lem solüsyonları (P-

diklorobenzen, �-monobromonaftalen, 8-hidroksikinolin, Kol�isin) arasında 

gözlenebilen en iyi metafaz sonucunu, P-diklorobenzen ile 4 saat uygulama 

parametresinin verdi�i tespit edilmi�tir.  Fiksasyonun optimizasyonu çalı�malarında, 

test edilen fiksatifler arasında (Farmer ve Karnoy), Farmer çözeltisinin (3:1; Alkol: 

Glasial asetik asit) en iyi oldu�u, 16 ile 24 saat arasında de�i�en fiksatifte bekletilme 

süresinin ise gözlenebilir metafaz plaklarının tespiti bakımından neredeyse hiç 

öneminin olmadı�ı gözlenmi�tir.   

Kromozom morfolojisi üzerine, hidroliz süresinin önemli bir etken oldu�u ve 

sonuçları hassasiyetle de�i�tirdi�i yapılan denemelerle tespit edilmi�tir.  Elde edilen 

bulgulara göre en iyi hidroliz süresinin 6. 7. ve 8. dk.’lar oldu�u belirlenerek, bunun 

üzerinde veya altındaki hidroliz sürelerinin kromozom sayımını güçle�tirdi�i 

belirlenmi�tir.  
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Çalı�mada test edilen boyalar arasında (Aseto-karmin, Fulgen, Aseto-orsein, 

Hematoksilen) en iyi boya tipinin, Feulgen oldu�u ve bu boyada optimum bekletme 

süresinin ise 2 saat oldu�u tespit edilmi�tir.  Ayrıca, kök uçlarının boyamadan sonra 

musluk suyu ile muamele edilmesinin, incelenen preparatlarda kromozom renginin 

koyula�masına ve kromozom morfolojilerinin daha net görülmesine yol açtı�ı da 

belirlenmi�tir.  

4.2.2. Karyolojik Çalı�malar ile �lgili De�erlendirmeler ve Tartı�ma  

Antepfıstı�ı’nda kromozom morfolojisinin aydınlatılması, özellikle de 

cinsiyet kromozomlarının tanımlanması, hem bitki ıslahı hem de in vitro klonal 

ço�altımı açısından oldukça önem ta�ımaktadır.  Kromozom durumlarından cinsiyet 

tayini yapılabilirse, genç dokulardan klonlanmı� olan hatların in vitro cinsiyet tayini 

yapılabilir ve bu sayede bu hatların klonal durumları da ortaya çıkarılabilir.  

Kromozomal karakterlerin gözlenmesi, P.vera’ nın dioik yapısının aydınlatılmasını 

ve cinsiyet olu�umunu etkileyen genetik faktörlerin belirlenebilmesini sa�lar.  Bu 

ba�lamda öncelikle, bitkilerde genetik yapının aydınlatılması için kromozomal 

karakterlerin ortaya çıkarılmasında �imdiye kadar geli�tirilen metotlara de�inmek 

faydalı olacaktır.  Bu metotların ço�unlu�unun ortak yanı, hücre bölünmesi 

esnasında bölünmeyi kontrol edecek ve kromozomların istenen �ekle gelmesine 

yardımcı olacak ilk i�lem solüsyonlarının kullanılmasıdır.  Bunun için de�i�ik 

ara�tırıcılar tarafından, 8-hidroksikinolin30,  �-monobromonaftalin31.29.4.32, P-

diklorobenzen29.33, kol�isin34.35.36.37.38.39.40.41 gibi, ön i�lem solüsyonları kullanılmı�tır. 

Rousi30, kol�isin’in kromozomları iyi ayırdı�ını, ancak fazla büzdü�ünü, bu 

nedenle bazı yapıların kaybolabilece�ini ve 8-hidroksikinolin’in ise kromozomlarda 

haç i�areti �ekillerini arttırdı�ından, sentromer yerinin tespitinin zorla�tı�ını, P-
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diklorobenzen’in kromozomların çok iyi bir �ekilde da�ılmasını sa�ladı�ını, özellikle 

sekonder yapıları da iyi belirledi�ini belirtmektedir. Ayrıca Elçi29, �-

monobromonaftalen’in iyi bir i�lem solüsyonu oldu�unu, bunun yanı sıra P-

diklorobenzen’le de 3–4 saatlik ön muamelenin ba�arılı sonuçlar verdi�ini 

bildirmi�tir. 

Çalı�mada ise, daha önce en iyi ilk i�lem solüsyonları oldukları rapor edilen 

kol�isin, 1-monobromonaftalen ve 8-hidroksikinolin’in aksine, P-diklorbenzen’in 

doymu� çözeltisinin daha iyi sonuç verdi�i tespit edilmi�tir.  Fiksasyon a�aması, 

kromozom kayıplarına neden olması bakımından önemlidir.  Genellikle kullanılan 

asetik asitin fazla olması, hücrelerin zarar görmesine neden olabilmektedir.  

Yaptı�ımız bütün denemeler için fiksatifler, uygulamadan yakla�ık 2 saat önce 

hazırlanarak, +4°C’de buzdolabında bekletilmi�tir.  Pistacia cinsine ait türlerin 

kromozomal analizlerinde, ço�unlukla 3 çe�it fiksatifin kullanıldı�ını söyleyebiliriz. 

Bunlar: Piennar çözeltisi39.40.41,  Karnoy çözeltisi32 ve Farmer çözeltisidir4.  

Çalı�mamızda, Farmer çözeltisi kullanılmı� ve bu fiksatifin Karnoy’a göre daha iyi 

sonuç verdi�i gözlenmi�tir.  Feulgen ile yapılan boyamalarda kromozomların 

optimum boyayı almalarının en önemli kurallarından birisi, hidroliz süresinin 

materyale göre do�ru belirlenmi� olmasıdır29.  Bunun için Fox42’un belirtti�i gibi, en 

uygun hidroliz, 60 °C’de 1 N HCl içerisinde materyalin 5 ile 20 dk.’ya kadar çe�itli 

sürelerde bekletilmesiyle yapılmaktadır.  Hidroliz için zaman, sıcaklık derecesi ve 

hidrolizde kullanılan HCl’in konsantrasyonu önemlidir. 

    Yapılan denemelerde antepfıstı�ı için hidroliz süresi, 6–8 dakika olarak 

bulunmu�tur.  Hidroliz i�lemi sonrası kök uçları tekrar musluk suyu ile yıkanarak 

boyamaya bırakılmı�tır.  Feulgen ve Aseto-karmin boyalarının 1960’lardan bu yana 
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rutin olarak sitolojik analizlerde kullanılan DNA boyaları oldu�u ve bu iki boyanın 

da di�er boyalar gibi, DNA’yı koyu pembe-mor renge boyayarak, ı�ık 

mikroskobunda görünür hale gelmesini sa�ladı�ı bilinmektedir29.  �la ve ark.32, 

boyama i�lemini arttırmak için kök uçlarını bir denemede sadece fulgen boyasına, 

di�er bir denemede ise önce aseto-karmin sonra fulgen boyasına aktararak, boya 

parametrelerini denemi�ler ancak, sadece fulgen uygulamasının daha iyi sonuç 

verdi�ini bildirmi�lerdir.   Elçi29, Fulgen ile boyamada dokunun boyayı almasının ilk 

5 dakikada kendini gösterdi�i ve yarım saat içinde kök uçlarının gittikçe koyu viole 

renk aldı�ı ancak, en iyi boyama süresi için en az bir saatin geçmesi gerekti�ini rapor 

etmi� ve fulgenden çıkarılan kök uçlarının boyayı daha iyi alması için, 10 dakika 

damıtık suda bekletildikten sonra preparasyona alınması i�leminin boyamayı 

arttırdı�ını bildirmi�tir. Çalı�mamızda kullanılan boya tipi ve süresi, Elçi29 ile 

uygunluk göstermi�tir.  Sitogenetik çalı�malar a�amasında yapılan deneyler 

süresince; fiksasyon, hidroliz ve boyama i�lemlerinden sonra, kök uçları saf su ile 

muamele edilerek, optimum preparatların elde edilmesi sa�lanmı�tır.    

4.2.3. Kromozomların Morfolojik Analizi ile �lgili Bulgular 

�n vitro ortamda mikroço�altılmı� olgun erkek antepfıstı�ı sürgünlerinin ve 

antepfıstı�ı tohumlarının köklendirilmesinden elde edilen kromozomların morfolojik 

analizi ile ilgili yapılan incelemelerde, elde edilen metafaz plakları do�rultusunda, 

antepfıstı�ı’nın diploid kromozom sayısının 2n=30 oldu�u tespit edilmi�tir. 

Kromozomların morfolojik analizlerinde, Levan ve ark.43 tarafından geli�tirilen 

nomenklatür sistemi uygulanmı�tır.  �ncelenen plaklarda, ploidi seviyesine 

rastlanmamı�tır.  Plak içerisinde, kromozomların morfolojileri bakımından 

farklılıklar gözlenmi�tir.  Sentromer tipi bakımından kromozomların metasentrik, 



 

 

87

submetasentrik, subtelosentrik ve telosentrik sentromer yapısında oldukları tespit 

edilmi�tir.  Kromozomların kollarına ba�lı herhangi bir satellite rastlanmamı�tır.  

Erkek antepfıstı�ı metafaz plaklarında heteromorf, di�i antepfıstı�ı metafaz 

plaklarında ise, homomorf cinsiyet kromozomları belirlenmi�tir.  Antepfıstı�ının di�i 

anaçları verecek olan tohumları için, komplementteki en büyük kromozom çiftinin 

metasentrik sentromerli oldu�u ve bu kromozom çiftinin cinsiyet kromozomları 

(XX) oldu�u tespit edilmi�tir.  Geriye kalan 8 kromozom çiftinin submetasentrik, 3 

kromozom çiftinin metasentrik, 2 kromozom çiftinin subtelosentrik ve 1 kromozom 

çiftinin ise telosentrik sentromerli oldu�u gözlenmi�tir.  Erkek bireyler için 

komplementteki en büyük kromozomun metasentrik sentromerli cinsiyet kromozomu 

oldu�u (X), karyotip analizi yapılırken çiftleri seçilen kromozomlar 

tamamlandı�ında, açıkta kalan ve subtelosentrik sentromer yapısı gösteren 

kromozomun ise, erke�e özgü ‘y’ cinsiyet kromozomu (Xy) oldu�u tespit edilmi�tir.  

Geriye kalan 8 kromozom çiftinin submetasentrik, 3 kromozom çiftinin metasentrik, 

2 kromozom çiftinin subtelosentrik ve 1 kromozom çiftinin ise telosentrik 

sentromerli oldu�u belirlenmi�tir.  

Tüm bu bilgiler ı�ı�ında, antepfıstı�ı için çalı�mamızda tespit etti�imiz 

karyotip formülü,  

Di�i bireyler için:  

K (n:15, 2n:28+XX): 8sm +3m +2st +1t +XX,  

Erkek bireyler için ise:  

K (n:15, 2n:28+Xy): 8sm +3m +2st +1t + Xy dir.   
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4.2.4. Kromozomların Morfolojik Analizi ile �lgili De�erlendirmeler ve 

Tartı�ma 

Antepfıstı�ı’nda yapılan kromozom çalı�maları ile ilgili literatür 

taramalarında, kromozom sayısı bakımından Pistacia cinsine ait türler ile ilgili farklı 

ara�tırıcılar tarafından, farklı sonuçlar rapor edilmi�tir:  Fasihi- Harandi ve 

Behboodi38 P.chinensis için 2n= 24, P.integerrima için n= 15, P.khinjuk’ ta 2n= 24, 

P.lentiscus’ta 2n= 24, P.terebinthus’ta 2n=30 ve P.vera’da 2n=30 olarak 

bildirilmi�tir.  Bunun yanında, Pistacia vera için diploid kromozom sayısının 

2n=3226.44 oldu�u ve Pistacia lentiscus için diploid kromozom sayısının 2n=24–

3045.46.47.48 arasında de�i�ti�i yönünde tespitler bulunmaktadır.  Çe�itli bitki 

gruplarında yapılan karyolojik çalı�malarda, kromozom sayısının populasyonlar 

arasında ve hatta içerisinde bile de�i�kenlik gösterebilece�i rapor edilmi�tir49.  Bu 

duruma, antepfıstı�ı’nın dı� döllenmeye açık bir yapı arz etmesi ve farklı co�rafik 

alanlarda yayılı� göstermesinin neden olabilece�i söylenebilir. 

 Çalı�mamızda, daha önceki çalı�malarda rapor edildi�i gibi, ploidi seviyesi 

bakımından herhangi bir bulguya rastlanmamı�tır.  Bunun yanı sıra, yapılan karyotip 

analizleri sonucunda, türe ait kromozom sayısının diploid olarak tespit edilmesi, 

antepfıstı�ı’nın poliploid bir tür olmadı�ını destekler niteliktedir. 

Kromozomların morfolojik özellikleri bakımından, oldukça sınırlı sayıda 

çalı�maya rastlanmı�tır.  �ran’da yeti�en P.vera türü üzerinde yapılan kromozom 

sayımı ve karyotip analizi çalı�malarında; 4 çiftin metasentrik, 8 çiftin 

submetasentrik ve 3 çiftin de akrosentrik sentromer yapıda oldu�u, rapor edilmi�tir40. 

Aynı çalı�mada P.khinjuk’a ait analizde ise, 7 çiftin submetasentrik, 5 çiftin 

metasentrik sentromerli, P.atlantica’nın alt türlerinden; cabulica, kurdica ve 
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mutica’da ise, 3 çiftin metasentrik 10 çiftin submetasentrik ve 2 çiftin ise akrosentrik 

sentromerli oldu�u tespit edilmi�tir.  Aynı zamanda, metasentrik çiftlerden birinin 

heterokromatin yapı gösterdi�i ve bu kromozomların cinsiyet kromozomları 

olabilece�i belirtilmi�tir.  Aynı çalı�mada, Pistacia cinsine ait temel kromozom 

sayılarının 12, 14 and 15in katları �eklinde bulundu�u ve Pistacia khinjuk (Buttum, 

2n=28)’un, median ve submedian sentromer pozisyonlarına sahip olan simetrik bir 

karyotipte olup, atasal türlerin de simetrik karyotipe sahip olmaları nedeniyle, 

ba�langıç temel kromozom sayısının 14 oldu�u, 12 ve 15’in de 14’ten türev aldı�ını 

bildirmi�lerdir.  Ayrıca Pistacia’da poliploidi ile ilgili herhangi bir çalı�ma rapor 

edilmedi�i için, türle�menin olu�umu ve geli�iminde diploidi fenomeninin önemli bir 

rol oynadı�ını da rapor etmi�lerdir.   

Ancak bu ara�tırmada, antepfıstı�ı di�i bireylerinde (tohum) gözlenen 

homolog kromozomların, 8 çift submetasentrik, 4 çift metasentrik (bunlardan en 

büyük çift cinsiyet kromozomu, ‘XX’), 2 çift subtelosentrik ve 1 çift ise telosentrik 

sentromerli yapıda oldukları tespit edilmi�tir.  Tüm antepfıstı�ı erkek bireylerinde 

(olgun materyal ve tohum) gözlenen kromozom komplementinin ise, 8 çift 

submetasentrik, 3 çift metasentrik, 2 çift subtelosentrik, 1 çift telosentrik sentromerli 

kromozom ile 1 çift cinsiyet kromozomundan (1 adet cinsiyete özgü metasentrik ‘X’ 

ve 1 adet cinsiyete özgü subtelosentrik ‘y’, ‘Xy’ ) olu�tu�u belirlenmi�tir.  

Bu ba�lamda, bu taksonların karyolojik varyasyon gösterdi�i söylenebilir.  

Ancak, cinsiyet kromozomlarından ‘X’ kromozomunun metasentrik sentromerli, ‘y’ 

kromozomunun ise subtelosentik sentromerli yapı göstermesi yönündeki 

bulgularımız, Ghaffari ve Fasihi Harandi40’nin tezini kısmen do�rulamaktadır. 
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4.2.5. Karyotip analizi ile �lgili Bulgular 

Çalı�mamızda elde edilen metafaz plakları arasından test edilen materyal 

tiplerinin her biri için, bir adet metafaz plak foto�rafı verilmi�tir. Yapılan karyotip 

analizleri ise, her bireye ait en iyi 5 adet metafaz pla�ın ortalamasını içermektedir. 

�ncelenen metafaz plaklarında; 

Olgun erkek antepfıstı�ı için diploid kromozom sayısı 2n=28+Xy’dir.   

Haploid komplementteki kromozomların total kromozom uzunlu�unun 5,69 

ile 20,19�m; kol oranlarının 1,12 ile 8,90�m; sentromerik indekslerinin 10,35 ile 

47,43�m; nispi boylarının 2,22 ile 8,71�m; arasında oldu�u tespit edilmi�tir (Çizelge 

4.2.5a.). 

Antepfıstı�ı tohumları için diploid kromozom sayısı, hem 2n=28+XX hem de 

2n=28+Xy olarak tespit edilmi�tir. 

Antepfıstı�ında di�i bireyleri verecek olan tohumlar için diploid kromozom 

sayısı 2n=28+XX’tir.   

Haploid komplementteki kromozomların total kromozom uzunlu�unun 5,76 

ile 35,10�m; kol oranlarının1,17 ile 8,63�m; sentromerik indekslerinin 10,58 ile 

45,93�m; nispi boylarının 2,04 ile 12,4�m; arasında oldu�u tespit edilmi�tir (Çizelge 

4.2.5b.). 

Antepfıstı�ında erkek bireyleri verecek olan tohumlar için diploid kromozom 

sayısı 2n=28+XY’tir.   

Haploid komplementteki kromozomların total kromozom uzunlu�unun 9,43 

ile 28,60�m; kol oranlarının1,02 ile 9,05�m; sentromerik indekslerinin 10,01 ile 

49,42�m; nispi boylarının 3,33 ile 10,10�m; arasında oldu�u tespit edilmi�tir 

(Çizelge 4.2.5c.). 
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Antepfıstı�ı tohumlarından elde edilen kromozomlar ile mikroço�altılmı� 

olgun erkek kromozomları arasında kromozomların sayı ve sentromer tipi 

bakımından önemli bir farklılık görülmedi�i ancak morfolojik büyüklük bakımından 

mikroço�altılmı� olgun erkek bireylere ait kromozomların daha küçük bir ortalama 

de�ere sahip oldu�u tespit edilmi�tir.   

4.2.6. Karyotip Analizi ile �lgili De�erlendirmeler ve Tartı�ma 

Bu ara�tırmada, kromozom uzunlu�u yönünden gerçek de�eri elde edebilmek 

için, morfolojik yapıları belirgin ancak, kısalmaları (büzülmeleri) farklı derecede 

olan kromozomlar kullanılmı�tır.  Bu nedenle, özellikle kromozom uzunlu�u 

yönünden minimum ve maksimum de�erler arasında farklılıklar gözlenmektedir.   

Aynı zamanda, olgun erkek antepfıstı�ı sürgünleri ile antepfıstı�ı tohumlarına ili�kin 

karyotip analizleri kar�ıla�tırıldı�ında, bazı benzerlikler ve farklılıklar görülmektedir.  

Ancak, antepfıstıklarının karyotip çalı�malarından elde edilen tüm bulgular, 

sentromer tipleri bakımından standart bir yapıya sahip olduklarını göstermi�tir.  Di�i 

antepfıstıklarında 1. kromozom çifti cinsiyet kromozomu ve metasentrik sentromerli; 

7. 12 ve 13. kromozom çiftleri metasentrik; 2. 3. 4. 5. 6. 8. 10 ve 11. çiftleri 

submetasentrik; 9 ve 15. çiftler subtelosentrik ve 14. çift ise telosentrik sentromerli 

olarak tespit edilmi�tir.   Erkek antepfıstıklarında ise 1. kromozom çifti heteromorf 

yapıda, bunlardan birinin metasentrik (X), di�erinin subtelosentrik (y) sentromerli 

cinsiyet kromozomları oldu�u, gerisinin di�i bireylerde görülen sentromer yapısı ve 

sayısını içerdi�i tespit edilmi�tir.    Konu ile ilgili yapılan literatür taramalarında, 

antepfıstı�ının kromozom analizlerine ili�kin olarak, sadece idiogram bulgularının 

yer aldı�ı, ancak analize ait sayısal de�erlerin bulunmadı�ı, az sayıda çalı�maya 

rastlanmı�tır40.  
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4.2.7. Karyogram Çalı�maları ile ilgili Bulgular 

�n vitro ortamda mikroço�altılmı� olgun erkek antepfıstı�ı sürgünlerinin ve 

antepfıstı�ı tohumlarının köklendirilmesinden elde edilen kromozomların morfolojik 

özellikleri, karyotip analizlerinde açıkça görüldü�ünden; homolog kromozomların, 

boy hizasında büyükten küçü�e do�ru sıralanması suretiyle karyogramları yapılmı�tır  

( �ekil 4.2.7a, �ekil 4.2.7b, �ekil 4.2.7c).   

4.2.8. Karyogram Çalı�maları ile ilgili De�erlendirmeler ve Tartı�ma 

�n vitro ço�altılmı� olgun erkek antepfıstı�ı sürgünlerinin ve antepfıstı�ı 

tohumlarının köklendirilmesinden elde edilen kromozomların karyogramı, bu 

çalı�ma ile ilk kez verilmi�tir.  Yapılan literatür taramalarında konu ile ilgili herhangi 

bir bulguya rastlanmamı�tır.  �ekil 4.2.7a, �ekil 4.2.7b, �ekil 4.2.7c ‘de gösterildi�i 

gibi, erkek ve di�i bireylere ait cinsiyet kromozomlarının karyogramda ilk sırayı 

aldıkları görülmektedir.  

4.2.9. �diogram Çalı�maları ile �lgili Bulgular 

Karyogramları yapılan homolog kromozomların, diagramatik olarak 

düzenlenmesi de gerçekle�tirilmi�tir.  Bu düzenlemeye ait idiogram; Çizelge 4.2.9a,  

Çizelge 4.2.9b ve Çizelge 4.2.9c halinde verilmi�tir.  Her bireye ait idiogram; her 

bireye ait 5 metafaz pla�ının Duncan testine tabi tutulması ile elde edilen ortalamalar 

sonucunda çizilmi�tir.  

4.2.10. �diogram Çalı�maları ile ilgili De�erlendirmeler ve Tartı�ma 

Olgun erkek bireyler ile antepfıstı�ı tohumlarına ait kromozomların 

idiyogramları verilmi�tir.  Yapılan literatür taramalarında, Ghaffari ve Fasihi 

Harandi40, �ran’da yeti�en P.vera, P.khinjuk ve P.atlantica’nın alt türlerinden; 

cabulica, kurdica ve mutica’da idiogram çalı�maları gerçekle�tirmi� ancak 
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idiogramlar, karyotip analizlerinin diagramatik �ekli oldu�undan, konu ile ilgili 

detaylı tartı�ma alt bölüm 4.2.6.’da verilmi�tir. 

4.2.11. Cinsiyet Kromozomları ile ilgili Genel De�erlendirme ve Tartı�ma 

Cinsiyet kromozomları, yüzyılı a�kın bir süre önce ke�fedilmi�tir50.  Bitkilerde 

kromozom temelli ilk cinsiyet belirleme çalı�ması ise,  Allen51 tarafından, 

Sphaerocarpos  (koyunotu)’nda yapılmı�tır. Daha sonrasında, cinsiyet ile ilgili 

kromozomlar, dioik bitkilerin birçok türünde ke�fedilmi� ve Lee52 ve Pollock53, cinsiyet 

ile satellit bazında heteromorfik kromozom çifti arasındaki ili�kiyi ortaya koymu�tur.  

Bu ke�fin ardından, cinsiyet kromozom geli�imi teorik, sitogenetik ve genetik 

çalı�malarla belirlenmeye ba�lanmı�tır.  

Geçen 20 yılda geli�tirilen genomik ve moleküler biyoloji teknikleri ile, 

memelilerde yapıldı�ı gibi, bitkilerde de cinsiyet kromozomuna ait sekansların ve 

cinsiyet belirlenmesini sa�layan genlerin klonlanması mümkün olmu�tur.   

Dioik ve poligamik bitkilerde bulunan cinsiyet kromozomları, sonraki 

nesillerinde genetik çe�itlili�i arttıran çapraz tozla�mayı garanti altına almak için, bir 

dizi mekanizma geli�tirmi�lerdir54.  Cinsiyet özelle�mesi, erkek steril ya da di�i steril 

mutasyonlar yoluyla, tüm bitki familyalarının % 75’inde evrimle�mi� ancak, 

heteromorf yapıda cinsiyet kromozomları, sadece dört bitki familyasında 

(Cannabidaceae, Caryophyllaceae, Cucurbitaceae ve Polygonaceae) açık bir �ekilde 

tanımlanmı�tır.   

Kromozomal cinsiyet tayininde kullanılan model türlere örnek olarak, ballıca 

(Silene latifolia; XY sistem), �erbetçi otu (Humulus lupulus; X:A sistem) ve hem XY 

benzeri hem de X:A benzeri bir sisteme sahip olan kuzukula�ı (Rumex 

spp.)’verilebilir 55. 
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Dioik oldu�u çok eskiden beri bilinen ve dioik yapı için model bir bitki olan 

Melandrium album’a ait anterlerden türetilmi� haploid bireylerin, flow-cytometric, 

fenotipik, sitolojik ve genetik anlamda incelenmesi sonucunda, türün % 90 oranında 

di�i bireylerden (2n=24, 24,XX) olu�tu�u, ancak genomik yapıda hiç erke�e 

rastlanılmadı�ı, geriye kalan yüzdelik dilimi ise erkek bireylerin yerine, hermafrodit 

ve atipik olan bazı di�i bitkilerin olu�turdu�u belirtilmi�tir. Türe dâhil olan ancak, 

oldukça androjenik bir di�er bitkide (M5045) ise, türe özgü normal erkek formülü: 

2n=24,Xy yerine, kromozomal formül: 2n=26,Xy olarak hesaplanmı�tır. Çalı�ma 

sonucunda, bu dioik bitki türünde, kromozomların de�i�kenlik gösteren üç tipi 

arasında, geli�imsel dönemlerde etkile�imlerin oldu�u kanısına varılmı�tır56. 

Bir di�er dioik bitki olan Asparagus (Asparagus officinalis)’un ise, di�i 

bireylerinin kromozom sayısı 2n = 18 + XX iken, erkek bireyleri 2n = 18 + Xy (ya da 

süper erkek: yy) kromozom yapısına sahiptirler. Erkek populasyonlarda çok nadir de 

olsa hermafrodit çiçek yapısına sahip bitkilere de rastlandı�ı için, bu bitkiler ayrıca 

süper-erkek geli�tirmek için de kullanılabilmektedir57.   Grant ve ark56, cinsiyet 

belirlenmesinin moleküler biyolojisini ara�tırmak için, model olarak çe�itli cinsiyet 

mekanizmalarına sahip bitkileri (Silene latifolia - Melandrium album) kullanarak, 

bitki cinsiyet kromozomlarının yapılarını aydınlatmaya çalı�mı�lar ve Melandrium 

album’da cinsiyet belirlenmesinin sitogenetik temelinin memelilere benzedi�ini, zira 

bu bitki türünde de dominant erkekli�i sa�layan genleri ta�ıyan erke�e özgü bir y 

kromozomu bulundu�unu rapor etmi�lerdir. Çalı�maya göre; e�er genomda bu 

kromozomdan bulunuyorsa bitki erkek, bulunmuyorsa di�idir. Memeliler gibi, 

Melandrium album’un y kromozomunda DNA yapısı tekrar eden diziler bakımından 

zengin ve ökromatik yapıdadır.  
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Melandrium album’da y kromozomu için rapor edilen ökromatik yapının 

aksine, antepfıstı�ında cinsiyet kromozomları için, heterokromatik yapıdan 

bahsedilmi�tir40. Çalı�maya göre, �ran’dan bazı antepfıstı�ı tür ve alttürlerine ait 

karyotip analizleri rapor edilmi�, P.vera için kromozom yapısının, 3 akrosentrik, 8 

submetasentrik ve 4 metasentrik kromozom çiftinden olu�tu�u ve total kromozom 

sayısının 2n=30 oldu�u, metasentrik kromozom çiftlerinden birinin ise 

heterokromatik yapıda bulundu�u tespit edilmi�tir. Buttum’un (P.khinjuk, 2n=24) 

karyotipinin ise, yedi çift submetasentrik ve bir çifti yine heterokromatik yapıda olan 

5 çift metasentrik kromozom içerdi�i bildirilmi�tir. Cabulica, kurdica ve mutica alt 

türlerinin de dâhil oldu�u P. atlantica’da kromozom yapılarında ise, üç metasentrik, 

dokuz submetasentrik ve ik adet akrosentrik kromozom çiftine rastlanmı�, total 

kromozom sayısının ise 2n=28 oldu�u ve bu üç alt türde de, bir çift metasentrik 

kromozomun heterokromatik yapıda oldu�u tespit edilmi�tir.  Özetle, tüm tür ve alt 

türler kar�ıla�tırıldı�ında, genomda tespit edilen 4 çift metasentrik kromozomdan 

birinin heterokromatik yapıda oldu�u ve bu iki metasentrik kromozomun, pistacia 

cinsine ait cinsiyet kromozomları için aday oldukları rapor edilmi�tir40.   

Çalı�mamızda ise, genomda 4 çift metasentrik kromozom oldu�u tespit 

edilmi�, ancak Ghaffari ve ark.40’nın rapor etti�inin aksine bu metasentrik kromozom 

çiftinin heterokromatik yapıda olmadı�ı belirlenmi�tir.  Yaptı�ımız karyotip 

analizleri sonucunda, cinsiyet kromozomlarını olu�turan ‘X’ kromozomunun 

metasentrik sentromerli, ancak ‘y’ kromozomunun ise subtelosentrik sentromerli 

yapıda oldu�u tespit edilmi�tir. Bu ba�lamda, çalı�mamızda, Ghaffari ve ark.40’nın 

rapor etti�i gibi, herhangi bir heterokromatik yapı gösteren cinsiyet kromozomu 
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tezinden ziyade, subtelosentrik yapıda bir ‘y’ kromozomu ve metasentrik yapıda bir 

‘X’ kromozomunun varlı�ı sonucuna ula�ılmı�tır.  

Bitkilerde cinsiyet mekanizmalarının yapılarının ortaya konulmasında, 

karyolojik ve karyotip çalı�maların yanı sıra, son zamanlarda moleküler biyoloji 

tabanlı çalı�malar da sıklıkla gerçekle�tirilmeye ba�lanmı�tır. Zira erkek ve di�i 

bitkilerin erken a�amada tanımlanması, dioik türlerin ıslah programlarının etkili bir 

�ekilde yürütülmesini sa�lamaktadır.  

Jiang and Sink57, ku�konmazda cinsiyet lokuslarına 1.6 cM uzaklıkla ba�lı 

olan SCAR markörleri geli�tirmi�lerdir.  Reamon Buttner ve Jung58, di�i ku�konmaz 

kromozomlarını, erkeklerden ayırabilen ko-dominant STS markörü geli�tirmi�lerdir.  

Antepfıstı�ının cinsiyet mekanizmasının aydınlatılması için yapılan bir 

çalı�mada ise;  Kafkas ve arkada�ları59, Türkiye'nin Manisa ili Yunt Da�ı’nda, 

dünyada benzeri olmayan birkaç adet monoik (erkek ve di�i çiçek salkımlarının aynı 

a�aç üzerinde olu�ması) P.atlantica genotipi bulundu�unu ve bu a�açları kullanarak 

tür içi ve türler arası melezlemeler yoluyla monoik P.vera çe�itleri geli�tirmeyi 

amaçladıklarını rapor etmi�lerdir.  Çalı�mada, iki adet monoik atlantik sakızı 

genotipi, hem ana hem de tozlayıcı olarak kullanılmı�tır: birinci genotip, üzerinde 

erkek ve di�i çiçek salkımlarını karı�ık olarak bulunduran (M-Tip I) tamamen 

monoik genotip, öteki ise üzerinde sadece erkek çiçek salkımları bulunduran birkaç 

dala sahip genotip (M-Tip II). Ayrıca, iki P.vera çe�idi (Ohadi ve Siirt) ve bir di�i 

P.atlantica genotipi ana, birer adet erkek P.atlantica ve P.vera genotipi tozlayıcı 

olarak kullanılmı�lardır. Çalı�mada toplamda, be� ana ve dört tozlayıcı arasında 

toplam 20 farklı melezleme kombinasyonu yapıldı�ı ve iki yıl süresince yapılan 

melezlemeler sonunda, P.vera ile monoik P.atlantica genotipleri arasında 1662, öteki 
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kombinasyonların herbirinden 50- 104 yavru bitki ve toplam olarak 3002 melez bitki 

elde edildi�i ve bu bitkiler ile damla sulama ile sulanabilen modern ıslah bahçesi 

Gaziantep Antepfıstı�ı Ara�tırma Enstitüsü'nde kuruldu�u da rapor edilmi�tir. 

Tamamen monoik olan genotipin (M- Tip I) bazı çiçek salkımlarında hermafrodit 

çiçeklerin de gözlendi�i ve bu çiçeklerden do�al ve yapay tozlama yöntemleriyle 

bitkiler elde edildi�i bildirilmi�tir.  Ayrıca, ebeveyn olarak kullanılan bitkiler ile 

P.atlantica'nın ana olarak kullanıldı�ı kombinasyonlardan elde edilen melez 

bitkilerin morfolojik olarak tanımlandı�ı ve daha önce P.vera türünde di�i türe özgü 

bulunan RAPD cinsiyet DNA markörü60 Siirt çe�idi melez bitkilerinde test edilmi� 

ve bu markörün Siirt çe�idinin atlantik sakızı melezlendi�i kombinasyonlarda (yani 

türler arası melezlerde) çalı�madı�ı belirlenmi�tir59.  

Kafkas ve ark60, P.vera için anaç olarak kullanılan yabani türler olan 

P.atlantica, P.terebinthus ve P.eurycarpa’da cinsiyet ile ili�kili RAPD markörlerini 

belirlemek için yaptıkları ara�tırmada, denedikleri 472 primer içerisinden, sadece 

ikisinin (BC156 and BC360) P.eurycarpa için cinsiyet ile ili�kili bant olu�turdu�unu, 

rapor etmi�lerdir.  

Antepfıstı�ının cinsiyet mekanizmasının moleküler yapısının ortaya konması 

için günümüze kadar yapılan çalı�malardan bir di�erinde ise, dokuz adet ISSR 

primeri kullanılarak, dört di�i ve erkek Pistacia vera L. çe�itlerinin (Akbari, Ahmad 

Aghaii, Fandoghi, Kaleh Ghochi) cinsiyetleri belirlenmi�tir. Bu dokuz primerden 

ikisi (AC)8CG ve (AC)8TA di�i bireylerde cinsiyete ba�lı DNA bantları üreterek, 

di�i ve erkek bireyleri tanımlayabilmi�tir.  Çalı�maya göre, PCR �artlarının, Pistacia 

çe�itlerinin cinsiyet tayini için uygun ve tekrarlanabilir olması, antepfıstı�ı bitkilerine 
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ait fidanların geli�imlerinin erken safhalarında cinsiyetlerinin belirlenmesine olanak 

sa�layabilece�i belirtilmi�tir44. 

Sonuç olarak, antepfıstı�ında çiçeklenmeden önce erkek ve di�i antepfıstı�ı 

fidanlarının ayırt edilebilmeleri için bir metod bulunmamaktadır.  Çiçeklenmeden 

önce bitkilerin cinsiyetlerini ortaya koyacak bir metot, fidan a�amasında cinsiyetin 

ortaya konulmasını mümkün kılması bakımından, hem di�i bitkilerin ıslah ve 

yeti�tiricili�ini, hem de farklı amaçlarla erkek ve di�i bitkilerin belirlenmesi 

çalı�malarını kolayla�tırarak, zamandan ve ekonomiden tasarruf sa�layacaktır  

Bir bitki türüne ait olan kromozomal datalar, yeti�tiriciler ve sitogenetikçiler 

için oldukça de�erlidir.  Kromozomal çalı�maların sonuçları, bitki taksonomisi ve 

filogenetik çalı�malarda kullanılabilir. �imdiye kadar Pistacia cinsinde çok az sayıda 

kromozom sayım çalı�ması yapılmı� ancak, bu çalı�maların sonuçları güncel 

olmadı�ı için, do�rulanması gerekmektedir. 
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Ç�ZELGE VE �EK�LLER 

Çizelge 4.1.1.1a. Di�i antepfıstı�ı apikal tomurcuklarının yüzey sterilizasyonuna 
NaOCl’in farklı konsantrasyonlarının etkisi  

��lem Uygulanan 

süre (dk) 

Enfekte olan 

Tomurcuk (%) 

Geli�en 

tomurcuk (%) 

Kararan 

tomurcuk (%) 

Kontrol  100 0.0 0.0 

%10 NaOCl 30 40.0 40.0 20.0 

%15 NaOCl 30 20.0 45.0 35.0 

%20 NaOCl 30 20.0 40.0 40.0 

%25 NaOCl 30 15.0 35.0 50.0 

%30 NaOCl 30 10.0 30.0 60.0 

�2(5df)  P 
 0,05 P 
 0,05 P 
 0,05 

Sonuçlar kültürün 28. gününde ve 20 tomurcu�un ortalamasını göstermektedir. 
 

Çizelge 4.1.1.1b. Erkek antepfıstı�ı apikal tomurcuklarına NaOCl’in farklı 
konsantrasyonlarının yüzey sterilizasyonuna etkisi 

��lem Uygulanan 

süre (dk) 

Enfekte olan 

tomurcuk (%) 

Geli�en 

tomurcuk (%) 

Kararan 

tomurcuk (%) 

Kontrol  - 100.0 0.0 0.0 

%10 NaOCl 30 35.0 50.0 15.0 

%15 NaOCl 30 20.0 55.0 25.0 

%20 NaOCl 30 15.0 50.0 35.0 

%25 NaOCl 30 10.0 45.0 45.0 

%30 NaOCl 30 5.0 35.0 60.0 

�2(5df)  P 
 0,05 P 
 0,05 P 
 0,05 

Sonuçlar kültürün 28. gününde ve 20 tomurcu�un ortalamasını göstermektedir. 
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Çizelge 4.1.1.2a. Di�i antepfıstı�ı apikal tomurcuklarının yüzey sterilizasyonuna 
NaOCl’in farklı immersiyon sürelerinin etkisi 

��lem Uygulanan 

süre(dk) 

Enfekte olan 

tomurcuk (%) 

Geli�en 

tomurcuk (%) 

Kararan 

tomurcuk (%) 

Kontrol  - 100 0.0 0.0 

%15 NaOCl 30 20.0 45.0 35.0 

%15 NaOCl 35 15.0 50.0 35.0 

%15 NaOCl 40 5.0 55.0 40.0 

%15 NaOCl 45 5.0 45.0 50.0 

%15 NaOCl 50 5.0 40.0 55.0 

�2(5df)  P 
 0,05 P 
 0,05 P 
 0,05 

Sonuçlar kültürün 28. gününde ve 20 tomurcu�un ortalamasını göstermektedir 

 
 

Çizelge 4.1.1.2b. Erkek antepfıstı�ı apikal tomurcuklarının yüzey sterilizasyonuna 
NaOCl’in farklı immersiyon sürelerinin etkisi 

��lem Uygulanan 

süre(dk) 

Enfekte olan 

tomurcuk (%) 

Geli�en 

tomurcuk (%) 

Kararan 

tomurcuk (%) 

Kontrol  - 100.0 0.0 0.0 

%15NaOCl 30 20.0 55.0 25.0 

%15 NaOCl 35 10.0 60.0 30.0 

%15 NaOCl 40 5.0 65.0 30.0 

%15 NaOCl 45 5.0 55.0 40.0 

%15 NaOCl 50 5.0 40.0 55.0 

�2(5df)  P 
 0,05 P 
 0,05 P 
 0,05 

Sonuçlar kültürün 28. gününde ve 20 tomurcu�un ortalamasını göstermektedir. 
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�ekil 4.1.1. Di�i (a) ve erkek (b) antepfıstı�ı tomurcuklarının MS besi ortamındaki 
genel görünü�leri 

     
 
 
 
 

 
 
 

Çizelge 4.1.3 a.  Di�i antepfıstı�ı apikal sürgünlerinden kültür ba�latılmasına 
sitokininlerin (BA, Kin) etkisi 

Sitokinin Tipi 

(1 mgl–1) 

Sürgün Sayısı 

± SE 

Sürgün Uzunlu�u 

± SE 

Kontrol 0.00  ± 0.00c 0.00  ± 0.00c 

BA 3.30  ± 0.38a 1.85  ± 0.08a 

Kinetin 1.50  ± 0.12b 1.30  ± 0.04b 

Rakamlar kültürün 28. gününde toplam 20 eksplantın ortalamasıdır.  
Tabloda bir sutunda farklı bir harfle gösterilen iki ortalama de�er bu ortalamaların, 

 DUNCAN testine göre P=0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farklı oldu�unu 
gösterir. 

 

 

 

 

 

 

a b 
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Çizelge 4.1.3 b.  Erkek antepfıstı�ı apikal sürgünlerinden kültür ba�latılmasına 
sitokininlerin (BA, Kin) etkisi 

Sitokinin Tipi 

(1 mgl–1) 

Sürgün Sayısı 

± SE 

Sürgün 

Uzunlu�u ± SE 

Kontrol 0.00  ± 0.00 c 0.00  ± 0.00 c 

BA 3.00  ± 0.31 a 1.52  ± 0.04 a 

Kinetin 1.18  ± 0.06 b 1.07  ± 0.05 b 

Rakamlar kültürün 28. gününde toplam 20 eksplantın ortalamasıdır.  
Tabloda bir sutunda farklı bir harfle gösterilen iki ortalama de�er bu ortalamaların, 

 DUNCAN testine göre P=0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farklı oldu�unu 
gösterir. 

 
 

 
 
 
 
 

�ekil 4.1.3.  1.0 mgl–1 BA içeren besi ortamında di�i (a) ve erkek (b) antepfıstı�ı 
apikal tomurcuklarından kültür ba�latılması 

      

 
 
 

 
 
 
 

a b 
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Çizelge 4.1.5a.  Di�i antepfıstı�ı sürgünlerinin proliferasyonuna BA’nın farklı 
konsantrasyonlarının etkisi 

BA Konsantrasyonu 

(mgl–1) 

Sürgün Sayısı 

± SE 

Sürgün Uzunlu�u 

± SE 

0.25 2.50 ± 0.18c 1.57  ± 0.01d 

0.5 2.73 ± 0.10bc 1.75  ± 0.02c 

1.0 3.33 ± 0.12a 1.90  ± 0.02a 

2.0 2.96 ± 0.06b 1.83  ± 0.01b 

Rakamlar kültürün 28. gününde toplam 20 eksplantın ortalamasıdır.  
Tabloda bir sutunda farklı bir harfle gösterilen iki ortalama de�er bu ortalamaların, 

 DUNCAN testine göre P=0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farklı oldu�unu 
gösterir. 

 

 

 

Çizelge 4.1.5b. Erkek antepfıstı�ı sürgünlerinin proliferasyonuna BA’nın farklı 

konsantrasyonlarının etkisi 

BA Konsantrasyonu 

(mg l–1) 

Sürgün Sayısı 

± SE 

Sürgün Uzunlu�u 

± SE 

0.25 2.33 ± 0.16c 1.50 ± 0.02c 

0.5 2.50 ± 0.11c 1.60  ± 0.02b 

1.0 3.40 ± 0.13a 1.92  ± 0.02a 

2.0 3.10 ± 0.07b 1.88  ± 0.01a 

Rakamlar kültürün 28. gününde toplam 20 eksplantın ortalamasıdır.  
Tabloda bir sutunda farklı bir harfle gösterilen iki ortalama de�er bu ortalamaların, 

 DUNCAN testine göre P=0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farklı oldu�unu 
gösterir. 
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�ekil 4.1.5a 1mgl–1 BA içeren besi ortamında di�i (a) ve erkek (b) antepfıstı�ı 
sürgünlerinin proliferasyonu 

           

 
 
 
 
 

 
Çizelge 4.1.5c. Di�i antepfıstı�ı sürgün proliferasyonunda BA konsantrasyonuna (1 

mgl–1 BA) GA3’ün farklı konsantrasyonlarının etkisi  

GA3Konsantrasyonu 

(mgl–1) 

Sürgün Sayısı 

± SE 

Sürgün Uzunlu�u 

± SE 

0.25 3.56 ± 0.24c 1.59  ± 0.02c 

0.5 4.10 ± 0.17a 1.94  ± 0.02a 

1.0 3.70 ± 0.17ab 1.81  ± 0.01b 

2.0 3.30 ± 0.10c 1.83  ± 0.02b 

Rakamlar kültürün 28. gününde toplam 20 eksplantın ortalamasıdır.  
Tabloda bir sutunda farklı bir harfle gösterilen iki ortalama de�er bu ortalamaların, 

DUNCAN testine göre P=0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farklı oldu�unu 
gösterir. 

 
 
 
 
 

a b 
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Çizelge 4.1.5d. Erkek antepfıstı�ı sürgün proliferasyonunda BA konsantrasyonuna (1 
mgl–1 BA) GA3’ün farklı konsantrasyonlarının etkisi 

GA3 Konsantrasyonu 

(mgl–1) 

Sürgün Sayısı 

± SE 

Sürgün Uzunlu�u 

± SE 

0.25 3.60 ± 0.26c 1.57 ± 0.02c 

0.5 4.20 ± 0.15a 1.97  ± 0.02a 

1.0 3.86 ± 0.17ab 1.85  ± 0.02b 

2.0 3.46 ± 0.09c 1.81  ± 0.02b 

Rakamlar kültürün 28. gününde toplam 20 eksplantın ortalamasıdır.  
Tabloda bir sutunda farklı bir harfle gösterilen iki ortalama de�er bu ortalamaların, 

 DUNCAN testine göre P=0.05 seviyesinde istatistiksel olarak farklı oldu�unu 
gösterir. 

 
 
 
 
 
 
�ekil 4.1.5b 1mgl–1 BA ve 0,5 mgl–1 GA3 içeren besi ortamında di�i (a) ve erkek (b) 

antepfıstı�ı sürgünlerinin uzaması 

            

 

a b 
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Çizelge 4.1.7.1.a Olgun di�i antepfıstı�ı sürgünlerinin köklendirilmesine IBA’nın 
farklı konsantrasyonlarının etkisi 

IBA Konsantrasyonu 

(gr/l) 

Uygulanan 

süre (sn) 

Kök olu�umu 

(%) 

Kontrol  - - 

0.5 20 - 

1 20 - 

1.5 20 - 

2 20 - 

5 20 - 

10 20 - 

�2(6df)  P < 0.05 

Sonuçlar kültürün 28. gününde ve 20 sürgünün ortalamasını göstermektedir. 

Çizelge 4.1.7.1b. Olgun erkek antepfıstı�ı sürgünlerinin köklendirilmesine IBA’nın 
farklı konsantrasyonlarının etkisi 

IBA Konsantrasyonu 

(gr/l) 

Uygulanan 

süre (sn) 

Kök olu�umu 

(%) 

Kontrol  - 0 

0.5 20 40 

1 20 80 

1.5 20 50 

2 20 30 

5 20 5 

10 20 - 

�2(7df)  P < 0.05 

Sonuçlar kültürün 28. gününde ve 20 sürgünün ortalamasını göstermektedir. 
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Çizelge 4.1.7.2. Olgun erkek antepfıstı�ı sürgünlerinde IBA’nın farklı immersiyon 

sürelerinin kök olu�umu üzerine etkisi 
��lem Uygulanan 

süre (sn) 

Kök olu�umu 

(%) 

Kontrol  - - 

1gr/l IBA 10 30 

1gr/l IBA 20 90 

1gr/l IBA 30 75 

1gr/l IBA 40 60 

1gr/l IBA 50 50 

�2(5df)  P < 0.05 

Sonuçlar kültürün 28. gününde ve 20 sürgünün ortalamasını göstermektedir. 
 

 
 
 
 

�ekil 4.1.3.2. Olgun erkek antepfıstı�ı sürgünlerinin (a) ve antepfıstı�ı tohumlarının 
(b) köklenmesi 

            

 
 
 
 
 
 
 

a b 



 

 

108

 
Çizelge 4.2.1. Olgun erkek antepfıstı�ı ile antepfıstı�ı tohumlarına ait köklerin 

kromozom analizinde uygulanan metafaz pla�ı olu�turma tekni�i 
A�amalar Adımlar Sıcaklık de�eri 

(°C) 

Bekleme süresi 

(saat) 

�lk i�lem P- Diklorobenzen 25 4 

Fiksasyon Farmer çözeltisi 4 16–24 

Hidroliz 1N HCl 60 6-8dk 

Depolama %70’lik alkol 4 Max. 1 hafta 

Boyama Fulgen 25 2 
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�ekil 4.2.3 a. Olgun erkek antepfıstı�ı (Pistacia vera L.)’nın metafaz düzlemindeki 
mitotik kromozomları, bar: 38.64 µm. 
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�ekil 4.2.7 a Olgun erkek antepfıstı�ı (Pistacia vera L.)’nın karyogramı 

 
 
 
 

Çizelge 4.2.9 a. Olgun erkek antepfıstı�ının (Pistacia vera L.) idiogramı 
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�ekil 4.2.3b. Antepfıstı�ı (Pistacia vera L.)’nın di�i çö�ürlerini verecek olan 
tohumlarına ait metafaz düzlemindeki mitotik kromozomlar, bar : 37.96 µm. 
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�ekil 4.2.7b. Antepfıstı�ı (Pistacia vera L.)’nın di�i çö�ürlerini verecek olan 
tohumlarının karyogramı 

 
 
 

 
Çizelge 4.2.9c. Antepfıstı�ı (Pistacia vera L.)’nın di�i çö�ürlerini verecek 

olan tohumlarına ait idiogram 
 

 
 X 
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�ekil 4.2.3c. Antepfıstı�ı (Pistacia vera L.)’nın erkek çö�ürlerini verecek olan 
tohumlarına ait metafaz düzlemindeki mitotik kromozomlar, bar : 34.32 µm.  
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�ekil 4.2.7c. Antepfıstı�ı (Pistacia vera L.)’nın erkek çö�ürlerini verecek olan 
tohumlarının karyogramı 

 
 

 
 

 
 

Çizelge 4.2.9c. Antepfıstı�ı (Pistacia vera L.)’nın erkek çö�ürlerini verecek 
olan tohumların idiogramı 
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5. SONUÇLAR ve ÖNER�LER 

Bu çalı�ma ile ilk kez, klonal ço�altılan antepfıstı�ı (Pistacia vera L.) 

a�açları ile tohumlarından, erkek ve di�i cinse ait karyolojik bulgulara ula�mak için 

rutin olarak kullanılabilecek sitolojik bir cinsiyet belirleme protokolü tanımlanmı�tır.  

Ancak bu protokolünün kullanımından önce �u hususların dikkate alınması 

yerinde olacaktır: 

1. Çalı�ma sonucunda, mikroço�altılan olgun di�i antepfıstı�ı sürgünlerinde 

kök olu�umu sa�lanamamı� ve olgun di�i antepfıstı�ı a�açlarına ait 

karyolojik bulgulara ula�ılamamı�tır. Ancak, öncelikle olgun di�i 

antepfıstı�ı a�açlarının mikroço�altımına ait çalı�maların devam 

ettirilerek, çalı�mamızda geli�tirilen sitolojik cinsiyet belirleme 

protokolünün, klonal olarak ço�altılmı� bu hatlara ait köklere de 

uygulanması gereklidir.     

2. Ço�altımı zor bir bitki türü olan antepfıstı�ının in vitro mikroço�altılması 

için farklı laboratuarlarda birçok ara�tırıcı tarafından çok sayıda 

ara�tırma yapılmaktadır. Ancak antepfıstı�ının in vitro klonal ço�altımı 

için öncelikle yeniden test edilmi� bir entegre mikroço�altım metodu ve 

metodun geli�tirilmesi ve geni� ölçekte uygulanması için bir ara�tırma 

merkezinin kurulması gereklidir. 

3. Çalı�mada geli�tirilen sitolojik cinsiyet belirleme protokolünün, geni� 

ölçekte kullanılmadan önce, uygulayıcı kurulu� tarafından her 

a�amasında tekrar edilebilirli�i test edilmelidir. 

4. Cinsiyet kromozomlarının geli�imini tam anlamıyla anlamak, ancak, 

dioik bitkilerin cinsiyet tayininin moleküler bakı� açısıyla yorumlanması 
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ile mümkün olabilir.  Bu ba�lamda, çalı�ma sonuçlarımızın ayrıca, 

elektron mikroskopi, FISH ve di�er moleküler yöntemlerle (RAPD, ISSR 

ve SSR) do�rulanması gereklidir. 

5. Antepfıstı�ı üzerine yapılan bu çalı�manın sonuçları, kromozom yapısı 

ve cinsiyet mekanizması henüz aydınlatılmamı� olan di�er dioik yapı 

gösteren odunsu bitkiler için bir model olu�turabilir ve a�a�ıda tartı�ılan 

ileriye yönelik çalı�maların moleküler tekniklerle desteklenerek 

yapılmasıyla antepfıstı�ı gibi odunsu bitkilerin kompleks cinsiyet 

belirleme mekanizmalarının aydınlatılmasını mümkün kılabilir. 

Antepfıstı�ında cinsiyet belirleme mekanizmalarının tespit edilmesi için 

yapılması gereken ileriye dönük çalı�maları ise �u �ekilde özetleyebiliriz: 

1. Antepfıstı�ının cinsiyet belirleme mekanizmasının tam olarak ortaya 

konması için hem mikroço�altılmı�, hem do�al �artlar altında gençlik 

döneminde olan, hem de olgun in vivo bitkilerde, detaylı moleküler 

biyolojik çalı�malar yürütülmelidir. 

2. Antepfıstı�ında cinsiyet kromozomu geli�iminin süreç ve kökenini 

anlamak için, geli�imsel sürecin farklı a�amalarında, birçok genotip 

üzerinde çalı�mak gereklidir. Cinsiyet kromozomunun erken ve geç 

a�amalarına sahip olan bu farklı genotipler, bu çalı�maları mümkün 

kılacak önemli materyal kaynaklarıdır. 

3. Antepfıstı�ına ait cinsiyet tayininden sorumlu genlerin klonlanması, 

aslında birçok yönden güvenilirli�i dü�ük olan cinsiyet belirleme 

ara�tırmalarının do�rulanması ve cinsiyet kromozomu geli�im ve 

farklıla�masının sırrının ortaya çıkarılması için, en önemli a�amadır.   
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4. Cinsiyet kromozomlarına ait genomik sekansların ve/veya genomun 

tümünün bilinmesi, parçalı DNA markörlerine veya sekans verilerine 

dayanarak sonuç çıkarmada kar�ıla�ılan zorluklara çare olacaktır ve 

cinsiyeti belirleyen genleri tam olarak tanımlamamıza olanak 

sa�layacaktır.  

5. Geli�tirilecek genomik araç ve kaynaklar, ayrıca cinsiyet kromozomu 

geli�imi ve cinsiyet belirlemesinde, çevre ve genotip arasındaki 

etkile�imlerin etkilerinin ara�tırılmasını da kolayla�tıracaktır. 

Özetle, bu çalı�mada tanımlanan sitolojik cinsiyet belirleme protokolünün 

gelecekte antepfıstı�ı endüstrisinin geli�mesine faydalı olaca�ını ümit ediyoruz.      
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