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Bu calisma kapsaminda, Tlrkiye’de dogal olarak yetisen bazi siklamen
tirlerinde (Cyclamen cilicium, Cyclamen persicum ve Cyclamen hederifolium) anter
ve ovil kaltirt yontemlerinin embriyo uyartimina etkileri arastirilmistir. Anter ve
oviller anthesisten 2,3 gln Once toplanmislardir. Denemede bitki btyume
diizenleyicileri olarak 2 iP (0.8 mg L™) ve 2,4-D (2 mg L™)’nin kombinasyonunu
iceren ¥2 MS besiyeri kullanilmis, bitkilerin in vitro’da gelisim ve farklilasmalari
g6zlenmistir. Karbon kaynag: olarak oviil kiiltiiriinde 30 g I™* ve anter kiiltiiriinde ise
90 g I sakkaroz kullanilmistir. Anterler ortama aktarildiktan sonra karanlikta 2 giin
5 °C’de bekletilmislerdir. Daha sonra petrilere aktarilmis olan ovdller ve anterler ise
on uygulamalar: bittikten sonra tamamen karanlik ortamda 25 "C’de, 8 hafta siire ile
bekletilmislerdir. iki eksplant tipi de, 30 g I sakkaroz iceren hormonsuz ortama
aktarilmis ve ¢alisma sonucunda her g turin eksplantlarinin kallusa déntsiim oran,
embriyojenik kalluslarin gelisim oranlari, embriyojenik kalluslarin embriyoya
doénisum orani ve embriyo asamalar: incelenmistir. En yiksek embriyo olusumu C.
cilicium anter eksplantinda gozlenirken, C. hederifolium ovillerinden herhangi bir
embriyo olusumu gozlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Siklamen, Anter kdltirt, Ovil kalttrd, Embriyojenik kallus,
Embriyo
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EFFECT OF THE ANTHER AND OVULE CULTURE METHODS ON
EMBRYO EXCITATION IN SOME OF CYCLAMEN SPECIES (C. cilicium,
C. persicum and C. hederifolium)

Leyli AMINI

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOTECHNOLOGY

Supervisor  : Prof. Dr. N.Yesim Yalgin MENDI
Year: 2014, Pages: 57
Jury : Prof. Dr.N.Yesim YALCIN MENDI
: Prof. Dr. Nebahat SARI
: Asst. Prof. Dr. Esin ARI

The objective of this study was to obtain haploid embriyos from Cyclamen
species which are cultivated and grown naturally in Turkey (Cyclamen cilicium,
Cyclamen persicum and Cyclamen hederifolium) by using anther and oviile culture
technique. The unfertilized anther and oviles were collected 2 or 3 days before
anthesis. ¥2 MS medium were used containing 0.8 mg L™ and 2 mg L™ 2,4 D plant
growth combination in the experiment. As the carbon source sucrose was used 30 mg
L™ in oviile culture and 90 mg L™ in anther culture. Anthers treated in the dark at 5
°C’ for 2 days after transfering to the culture, then both anthers and oviiles kept in the
dark at 25 C for 8 weeks. The embryoids transfered to the MS medium containing
3% sucrose. As a result, conversion ratio of explants to the callus, conversion ratio of
embryogenic callus to embryo, investigation of embryo stages were investigated for
all Cyclamen species that used in this experiment. The most embryos formation was
seen in anthers of C. cilicium, however any embryo formed in oviles of C.
hederifolium

Keywords: Cyclamen, Anther culture, Oviile culture, Embriyogenic callus,
Embriyo
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1. GIRIS Leyli AMINI

1. GIRIS

Zengin bir bitki cesitliligine sahip olan Turkiye, bu 6zelligini farkli iklim,
toprak ve cografi konumundan almaktadir. Ayrica ormanlar, zengin su kaynaklari,
sulak alanlar ve yukseklik farkliliklart gibi daha bir ¢ok 6zelligin varligi bitki
cesitliliginin artmasinda onemli yer tutmaktadir. Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve Iran-
Turan fitocografik bolgelerinin kesisimi konumunda olan Turkiye, flora bakimindan
onemli bir tlke olmasinin yaninda, endemik tur zenginligi bakimindan da ¢cok 6nemli
bir yere sahiptir. Bu 6zelliklere bagl olarak yapilan son ¢alismalar, Tlrkiye’de tgte
biri endemik olmak (zere yaklasik 11.014 adet bitki taksonunun (tdr, alttlr, varyete
gibi) yetistigini ortaya koymustur (Guner ve ark. 2000; Ekim, 1990).

Bu cesitliligin 6nemli bir kismini, sts bitkileri sektéru icinde ekonomik
Oneme sahip olan ve geofitler olarak adlandirilan birgok yumrulu, rizomlu ve soganh
bitkiler olusturmasina karsin kesme ¢icek, kurutulmus cicek, orti bitkisi, ¢im, saksili
bitki veya dis mekan bitkisi olarak kullanilabilecek otsu ve odunsu formda da pek
cok bitki mevcuttur.

Dinyada yaklasik 145 ulkede ticari anlamda sus bitkileri Gretimi
yapilmaktadir. Bu Ulkelerdeki toplam Uretim alani 223.105 hektar olarak tahmin
edilmektedir. Sus bitkileri alan1 bakimindan Asya-Pasifik Ulkeleri, satis degeri
bakimindan Avrupa (Ulkeleri lider konumundadir (Girsan ve Erkal, 1998).
Hollanda’da Rabobank tahminlerine gore, Dunya’da sus bitkileri endustrisinin
getirisi 50 milyar dolardan fazladir (De Groot, 1998).

Diinya’da ve Turkiye’de sis bitkileri Gretim ve pazarlamasi son 40 yilda ¢ok
hizli bir gelisme ve degisim igerisine girmistir. Gelismis Ulkelerde, yeni
teknolojilerin Uretimde kullaniimasina 6nem verilirken, Afrika, G.Amerika vb.
gelismekte olan Ulkeler, dogal kaynaklarini, iklim ve ekolojik avantajlarint sis
bitkileri Gretiminde kullanarak tlke ekonomilerine 6nemli katkilar saglamaktadirlar.
Gunumuzde 1slah galismalart sonucu elde edilen bir ¢ok sis bitkisinin kaynag:
Anadolu’dur. Turkiye’de sus bitkileri sektori hem Gretim, hem ihracat yoninden
hizla gelisen bir sektordir. Ozellikle son dénemlerde canli bitkiler ihracat: agisindan

onemli gelismeler kaydedilmistir. I¢ ve dis mekan Uretim ve ihracati artis



1. GIRIS Leyli AMINI

gosterirken, ihracatimizda bu drinler icin Tidrkmenistan, Irak, Azerbaycan ve
Ozbekistan gibi yeni pazarlar kazanilmistir. Toplamda 50°den fazla Glkeye ihracat
gerceklestirilirken, Hollanda, ingiltere, Almanya, Irak, Turkmenistan ve Azerbaycan
en 6nemli pazarlarimiz olmaktadir.

Siklamen gunimizde sis bitkisi olarak siklikla kullanilan ve ticareti
uluslararas: boyutta en ¢ok yapilan bitki tirleri arasinda yer almaktadir (Jalali ve
ark., 2010). Siklamen ilk kez 17. yuzyilin baslarinda toplayicilar tarafindan Bati
Avrupa’ya getirilmistir. Ayrica 18. yuzyila kadar birka¢ siklamen tlrtinun kdlture
alindig1 da bilinmektedir. Daha sonraki donemlerde ekonomik deger kazanmis ve
1slah calismalar: baslamistir (Mathew ve Ozhatay, 2001; Widmer, 1980).

Siklamen yayilis alanlar1, Blear adalari’ndan doguda iran’a kadar ve kuzeyde
Alp ve Karpet daglari’ndan gineyde Israil, Girit, Libya, Cezayir, ve Tunus’a kadar
yayilmaktadir. Turkiyede yapilan calismalar ile Cyclamen’in dogal olarak yetistigi
bolgeler tespit edilmistir (Altay ve Miuftioglu, 2004; Miftioglu ve ark., 2006;
Yildirim ve ark., 2009). Cyclamen bitkisinin Turkiye’ de yayihis alanlari; Antalya,
Artvin, Canakkale, Konya, izmir, Bolu, Mersin, Balikesir, Aydin, Trabzon, Giresun

ve Amasya olmak Uzere toplam 24.578 ha’dir (Sekil 1.1).
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Yayilis Haritas:
Tarkiye'nin illari v ddlames
tirferinin dagdimim pénteren bu
burin yaleeren Bie Ekir vermes
amacls sunulmujtur, Pek gok
warlin yapihg alsmmn wearlan
heniz am olrak bilmemeimedin
Tirkipe'nin Fleras we Doju Epe
Adsuin pdh ezerin 1. Cildinde
yaymibanan Tiwkiye Haricas’nedan
yararlanilsur.

25 G persicum %8 C. mirabile &P C. grascum % C. parviflorum . coum
0 C.trochopteranthurn @ C. intaminatum @ C.pseudibericum 50 G. hederifolium S G gilicium

Sekil 1.1. Turkiye’de Cyclamen tirlerinin yayihs alanlar: (Mathew ve Ozhatay, 2001)

Tlrkiye, dinyanin en zengin siklamen tdriine sahip Ulkelerinden biri
olmasinin yaninda, gen merkezlerinden biri olma 06zelligini de tasimaktadir.
Turkiye’de aralarinda 6 tanesi oldukca sinirh yayihis gosteren (Sekil 1.1) toplam 10
siklamen turt bulunmaktadir. Bu turlerin 6 tanesi endemik olmak Uzere, bazilar

ilkbahar ve bazilar1 da sonbaharda cicek agmaktadir.
Ilkbaharda cicek acan tirler;

@ C. persicum Miller.

@ C. repandum Sm. In Sibth &Sm
@ C. pseud - ibericum Hildebr.

@ C. coum Miller.

@ C. trochopteranthum O. Schwarz
%]

C. parviflorum Pobed.
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Sonbaharda cicek acan turler;
@ C. graecum Link.
@ C. cilicicum Boiss &Heldr.
@ C. mirabile Hildebr.
@ C. hederifolium Aiton.

Bu turlerden endemik olanlar ;

@ C. repandum Sm-in Sibth. & Sm.
C. parviflorum Pobed
C. pseud-ibericum Hildebr
C. trochopteranthum O. Schwarz
C. cilicicum Boiss &Heldr.
C. mirabile Hildebr.

Q QO 8 Q8 8

Siklamen, yaprak ve ciceklerinin guzelligi, deseni ve kokusu nedeni ile tercih
edilen bir sis bitkisidir. Bu amacla yetistirilen bir ¢cok kultir formu vardir. Ayrica
Turkiye’de Uretilerek ihra¢ edilen miktar, Gretimin daha pahali olmasindan dolay:
dogadan sokum ile yapilan ihracattan daha diisiik diizeydedir (Koyuncu ve Ekim,
1984). Siklamen tirlerinin 6zellikle sonbaharda gigek agan turlerinin dig satiminin
Guneybat: Anadolu’da yapilmas: nedeniyle bu boélgelerde yapilan arastirmalarda 5-
15 wildir sokim yapilmasina ragmen, bitkinin go0zle gorulebilir bir tahribata
ugramadig: ve halen bol miktarda oldugu gozlenmistir. Yapilan arastirmada, bitkinin
minavebe ile toplanmasindan ve oOzellikle sik cali altinda yetisen Orneklerinin
kolayca sokilmemesinden dolay: bitkinin kendini yenilemesi kolaylasmaktadir
(Ekim ve ark., 1991).

Siklamen de diger soganli, rizomlu, tuberli tirler gibi geofit bitkiler adi
altinda yer almaktadir. Bu tur bitkilerin gelisimi agisindan, yazin sicak ve kurak,
kisin da soguk ve karli aylar elverissiz dénemlerdir. Bitkiler, bu elverissiz aylari
toprak altinda uyku halinde gegirirler. ilkbahar ve sonbaharda yagmurlarin baslamas:
ve sicakligin normale dénmesi ile hizli bir gelisme gostererek, c¢icek ve tohum
olustururlar. Geofitlerin toprak alt1 kisimlari, yedek besin depo eden kisimlardir. Bu
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nedenle bu tur bitkiler, bu organlarin topraga dikilmesiyle kolayca uretilebilirler
(Koyuncu, 1994). Bu bitkilerin yumrulari, soganlar1 toprak altinda kendilerini
korumalarina ragmen, diger bitki tirleri gibi de ilag, gida veya sis bitkisi kullanim,
insan ve hayvanlarin tahriblerine maruz kalmaktadirlar. Asiri derecede tarimsal
mucadeleler, yol yapimlari, tarla agmalar, yol genisletme calismalari, hayvanlarin
asirn otlamalari ve bir ¢cok sebepden o6tird, siklamen dahil bu tir bitkiler tehlike
altindadirlar. Bu durumdaki bitkilerin korunmasi ve kilture alinmasi, hem
Tirkiye’deki gen kaynaklarinin korunmasi, hem de iyi adapte olduklari ortam
sartlarinda uretilmesi agisindan 6nemlidir.

Ihrag Grunu olarak kullanilmasi nedeniyle halen bilingsizce yapilan gerek
toplama, gerekse yukar’da belirtilen faktorlerden dolay, siklamen tirleri de, nesilleri
tehlike altinda olan dogal bitki ve hayvan tlrlerinin ticaretini diizenleyen anlasmanin
(CITES) ek listesinde yer almaktadir (Ozatay, 2000).

Siklamen, Ericales takiminin, Primulaceae (Cuhagicegigiller) familyasina ait
Cyclamen cinsinde yer almaktadir. Yumru ve toprak alti gévdesine sahip ¢ok yillik
otsu bitkilerdir (Sekil 1.2). Yapraklar uzun sapli, oval, dairemsidir. Cicekler beyaz,
pembe, kirmizi, mor ve ara renklerde olabilmektedir ve genellikle kokulu, tek
baslarina ve ©ne dogru egiktir. Cicek saplart  uzundur, genellikle meyve
olgunlasirken spiral seklinde kivrilir. Cigek ve tohum kapsull, sapin kivrilmasiyla
yere donik durumdadir. Bitki basina cicek sapi1 adedi 20-30, her kapstldeki tohum
adedi de 20-50 adet arasindadir. Bir anag¢ bitkiden ortalama 3-6 g tohum elde
edilmektedir (Bossard, 1960). Kaliks tam, 5 lobludur. Korolla, kisa ve yarim kire
seklinde tuplt eflatun pembe veya beyaz renklidir. Loblar1 geriye kivriktir veya
nadiren antere yapisiktir, 5 stamenlidir. Stamenler 5 adet ve korolla’nin tabanindadr.
Flamentler ¢ok kisa, anterler ise genis olup, koni olusturacak Sekilde birbirlerine
yaklagsmistir. Ovaryum Ust durumludur, stilus ince ve genellikle anterlerden uzundur.
Kapsul genis ve blylk, tepeden veya degisik yerlerden 5 yarikla acilir. Tohumlar
1slak ve yumusaktir, yapiskan bir salg: ile kaplidir ve genellikle tektir (Davis, 1978).
Siklamen agac veya c¢ali golgelerinde iyi gelismektedir. Her mevsime dayanikli olup,

tim kis boyunca ciceklenebilir 6zelliktedirler.
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o

C ' : D
Sekil 1.2. C. persicum’un bitki yapisi, A) dogadaki goérunimi, B) tohumlar, C)
meyveler, D) yaprak ve yumrunun goérinimi

Vejetatif gelisme déneminde 15-20 °C, generatif safhada ise 12-15°C sicaklik
istemektedir. Daha ylksek sicakhiklar yaprak gelismesini tesvik ederken,
ciceklenmeyi olumsuz etkilemektedir. Oransal nemin %70 oldugu kosullarda
gelisimi cok daha iyi olmaktadir. Siklamen, fotoperiyodizme duyarsiz gibi
gorunmekte, fakat uzun gin sartlarinda ve ylksek 1sik intensitesinde cicek
tomurcuklar: gok miktarda olusmaktadir (Boztok, 2002).

Bunlarin yanisira siklamen, tibbi ve kozmetik degeri de olan bir bitkidir.
Yumrular, kusturucu, uyarici ve mushil etkilerine sahiptir. Yumrularin, domuzlar
tarafindan tlketilmesi nedeniyle, halk arasinda domuz ekmegi, domuz topalag: ve
tavsan kulagi gibi isimler de kullaniimaktadir.

Siklamen, kesilerek ya da yumrulari ayrilarak ¢cogaltilamamaktadir. Siklamen
kendileme depresyonu gosterdigi icin, F1 hibritlerin ebeveyn hatlarinin Gretimi ve
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cogalttmi zordur, tohumlar: pahahdir. Bu nedenle islahcilar islah programlarinda
oOzellikle vejetatif tretime 6nem vermektedirler (Winkelmann, 2010).

Haploidizasyon: Somatik htcreleri “n” sayida kromozoma sahip bitkilere
“haploid” ad1 verilmektedir (Sehirali ve Ozgen, 1998). Haploid bitkiler, kok, dal,
cicek, yaprak ve bazi durumlarda meyveler de vererek normal gelisim gosterirler.
Ancak, haploid bitkilerin doku ve organlarini olusturan hicreler diploidlere gore
biraz daha kiclk oldugundan, haploid bireyler morfolojik olarak diploidlerin biraz
kicultilmus o6rnekleridir (Bilge, 1982). Haploid bitkilerin boylar1 daha kisa,
yapraklari dar ve kicuk, cicekleri kiciuk ve polen olusturmamalari nedeniyle
kisirdirlar, tohum baglayamazlar (Emiroglu, 1980; Abak, 1993; Caglar ve Abak,
1999). Bu nedenle haploidlerin islahta kullanilabilmeleri igin kromozomlarinin
katlanarak dihaploid duruma getirilmeleri gerekmektedir.

Dogal haploidi uzun siredir bilinmekle birlikte, haploid bitkilerin cesitli
yollardan dogada kendiliginden ortaya ¢ikma siklig: tirlere ve hatta tir icerisindeki
genotiplere bagh olarak degismekte olup, cogunlukla % 0.1-0.001 gibi ¢ok dlsik
seviyelerde kalmakta, bircok tirde ise dogal haploid olusumuna hig
rastlanmamaktadir (Pochard ve Dumas de Vaulx, 1971). Bu nedenle dogada
kendiliginden ortaya ¢ikan haploidler islah programlarinda kullanilamamistir. Ancak
arastiricilar bu orant arttirmak igin cesitli uygulamalarin arayisi igcinde olmuslardir
(Pierik, 1989; Emiroglu ve Girel, 1993).

Haploidlerin duzenli ve ylksek oranda eldesi igin degisik arastiricilar
tarafindan bir ¢ok bitkide denenen ydntemler iki grupta toplanabilir (Hosemans ve
Bossoutrot, 1983).

a- In situ haploid embriyo uyartimi: In situ haploid uyartimini tesvik etmek
amaciyla kullanilan yontemler; (Yeung ve Thorpe, 1981; Hermsen ve Ramanna,
1981; Bajaj, 1983; Lespinasse ve ark, 1983; Wenzel, 1985; Sar1 ve ark, 1992; Khush
ve Virmani, 1996; Kurtar, 1999)

@ Uzak akrabalar aras1 melezlemeler,
@ Tozlamanin geciktirilmesi
@ Abortif veya isinlanmis polenlerle tozlama
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@ Degisik kimyasallarin uygulanmasi
@ Sicaklik soklari

@ X ve UV sinlarinin uygulanmasidir,

In vitro disi veya erkek gamet kultirleri (anter-mikrospor veya ovil-
ovaryum kalturleri): ilk kez, Guha ve Maheswari tarafindan Datura innoxia Mill.
bitkisinde 1964 yilinda in vitro anter kdltlri yoluyla duzenli ve ylksek oranda
haploid embriyo ve bitkilerin elde edilmesi, 1slahcilar ve doku kultirt konusunda
calisan kisiler arasinda heyecanla karsilanmigtir. Kisa stirede, Nitsch ve arkadaslar
tarafindan gelistirilen bu teknik, Nicotiana turlerinde basariyla uygulanmistir
(Nitsch, 1981).

Bu gline kadar yaklasik 300’e yakin tlrde in vitro androgenesis basariyla
uygulanmistir (Bhojwani ve Razdan, 1983; Sangwan ve Sangwan-Norrel, 1990).
Gunumuzde bugday, arpa, geltik, kuskonmaz, lahana, biber, misir, patlican gibi ¢cok
sayida turde 1slah programlarinda kullanilmaktadir (Wenzel, 1985; Kuckuck ve ark,
1991).

Haploidlerin elde edilmesinde kullanilan yontem ile birlikte genotip, dondr
bitkinin biuyume kosullar1 ve yasi, gametlerin durumu, sicaklik soklari ve karanlikta
birakma gibi 6n uygulamalar ile kultiir ortaminin bilesimi gibi pek cok faktor etkili
olmaktadir (Chambonnet, 1988; Karakulluk¢u, 1993a, Karakullukcu, 1993b;

Gémesne ve ark, 2002).

Haploid bitki Gretiminin Ustunlikleri (Sari, 1994) :

@ Tam bir homozigoti ¢ok kisa siirede elde edilebilir.

@ Dioik tirlerde ve kendileme depresyonu gosteren tirlerde homozigoti elde
edilebilir.

@ Cok yillik meyve agaclari gibi uzun surede meyveye yatan tlrlerde
homozigotiye ulasma slresi kisalmaktadir.

@ Haploidizasyon, c¢ekinik mutasyonlarin ortaya ¢ikarilmasinda en etkili
yontemdir.
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@ Haploid bitkiler somatik hibridizasyon isleminin diploid protoplastlara gore
daha kolay yapilabilmesine olanak tanimaktadir.
Tetraploid bitkilerden diploid bitkiler elde edilebilmektedir.

Q Q

Kendilemenin imkansiz oldugu bazi dioik tlrlerde, saf erkek bitkiler elde

etmek mimkuindr.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Somatik Embriyogenesis Yontemi ile Tlgili Cahsmalar

Kiviharju ve ark. (1992), Cyclamen persicum Mill’de somatik
embriyogenesis yontemi ile somatik embriyo elde etmeye calismislardir. Eksplant
olarak zigotik embriyo, ovaryum, anter, yaprak sapi ve ¢icek sapr kullanilmastir.
Calismada ortama eklenen 2,4-D’nin farkli konsantrasyonlarinin (1.0-1.5 mg 1) ve
hindistan cevizi sitinun, somatik embriyo gelisimi (zerine etkili oldugu tespit
edilmistir. Ortama aktarilan eksplantlardan, ovaryum ve anter kilturlerinde somatik
embriyo olusumu goézlenmistir. Ayrica karanhkta yapilan kiltirin, aydinlikta
yapilan kilturden daha etkili oldugu bildirilmistir. Elde edilen bitkilerin kiguk bir
kismi diginda ana bitki ile ayni fenotipik 6zelliklere sahip oldugu tespit edilmistir.

Takamura ve ark. (1995), Cyclamen persicum’un fidelerinin farkh
organlarin eksplant olarak kullanarak embriyo olusumunu gerceklestirmislerdir. En
yuksek embriyo olusumu, 5.0 mM 2,4-D, 0.5 mM Kkinetin ve % 3-6 sakkaroz
konsantrasyonlarini iceren MS ortamindan saglanmistir. Ayrica, yuksek sicakliklarin
(25-30 °C) embriyogenesisi olumlu etkiledigi rapor edilmistir.

Bach ve ark. (1998), Cyclamen persicum Mill. F-1 'Medium'da farkh
eksplantlar: (kok, hipokotil ve yaprak), farkli oksin ve sitokinin iceren ortamlarda
kilture almiglardir. Yiksek sitokinin (25 mM 2iP) ve dusuk oksin (2.5 mM NAA)
iceren besiyerlerinde, tim eksplantlar distk oranda kallus ya da direkt adventif kok
ve siirgin olusturmuslardir. Somatik embriyolar, 0.5 mM 2,4-D ve 5 mM BA iceren
besiyerinde gelismislerdir.

Mohannad ve Karam (2000), yabani siklamen tirlerinde, organogenesis
yontemi ile yeni bitkiler elde etmeye calismislardir. Calismada kullanilan yumru,
petiol, kotiledon ve kok eksplantlari, farkli BA konsantrasyonlar: ve 1.1 mg It NAA
iceren MS ortamlarinda kdlture alinmiglardir. Ayrica BA, TDZ ve Zeatin’in
organogenesis Uzerine etkileri arastirilmigtir. En ylksek surgln sayisi ve orani,

yumru eksplantlarindan ve 2 mg I'* BA iceren ortamdan elde edilmistir.

11
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Karam ve Majathoub (2000), in vitro surgln rejenerasyonunu saglamak
amaciyla yabani Cyclamen persicum’larda yaprak diskleri, ta¢ yaprak ve yaprak sap1
eksplantlarini, TDZ (0, 0.0022, 0.022, 0.22, ve2.2 mg I™*) ve 6-benzyladenine (BA) (
0, 1, 2, or 3 mg I iceren 1/3 MS ortamina aktarmislardir. BA iceren ortamlarda
slirgiin  rejenerasyonuna rastlanmamustir. En ylksek surgin orani, ¢icek sapi
eksplantlarindan ve 0.22 mg I'* TDZ iceren ortamdan elde edilmistir.

Hohe ve ark. (2001) C. persicum’un somatik embriyolarinin sivi kaltar
icerisinde farklilasmasi Uzerine calismislardir.

Prange ve ark. (2010a), siklamenin ¢ farkli yabani tirini (Cyclamen
graecum Link, Cyclamen mirabile Hildebrand, Cyclamen trochopteranthum
Schwarz) kullanarak embriyojenik kallus kultlri  yapmiglar ve somatik
embriyogenesis aracihigi ile  rejenerasyon  protokolunt  olusturmuslardir.
Embriyojenik kallus olusumu ve rejenerasyon kapasitesi, genotiplere bagli olarak
degismistir. C. mirabile turinde, 0.5 g embriyojenik kallusdan 1461 somatik
embriyo elde edilmistir.

Prange ve ark. (2010b) kati ve sivi ortamlarda Cyclamen coum’un
embriyojenik kultirlerini kurmuslar ve bitki biylime ve gelistirme diizenleyicilerinin
(2,4-D, 2iP, BA ve Kinetin) farkli konsantrasyonlarinin gelisime etkisini
incelemislerdir. Bir gram kiitlede 4,24 x 10°'ten fazla sayida protoplast, somatik
embriyolardan ve embriyojenik suspansiyon kdltlrlerinden izole edilmistir.
Embriyolardan ve stispansiyon kdlturlerinden izole edilen protoplastlar in vitro’da
basarili bir sekilde kiltire alinmis ve somatik embriyogenesis araciligi ile rejenere
olarak bitkiye dontsmuslerdir. Fenotiplik analizler ve flow sitometrik 6lglimler, bazi
rejenere olan bitkilerin tetraploid oldugunu gostermistir. Embriyojenik kalttrlerden
rejenere olan bitkilerin % 0,9’u tetraploit olmasina karsin, rejenerasyon icin
kullanilan kalluslardan izole edilen protoplastlarin yaklasik % 20’sinde tetraploidi
gorulmustdr.

Nhut ve ark. (2012) ince hucre kesit teknolojisini kullanarak C. persicum’da
morfogenezis calismas: yapmiuslardir. Bu c¢alismada eksplant olarak cicek sapi
kullanmiglardir. Eksplantlar: ince hicre katmanlar: seklinde keserek yalnizca 2,4 D,
NAA, IBA’nin farkh konsantrasyonlarini (0.1; 0.3; 0.5; 0.7 veya 1.0 mg I™* ve bu

12
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hormonlarin TDZ (0.2 mg I ile kombinasyonunu iceren MS ortaminda kiltiire
almiglardir. Oksinin kultir ortaminda tek basina kallus olusumu igin yeterli
olmadigini, en iyi kallus olusumunun 0.2 mg I TDZ ve 1.0 mg I* 2,4-D
kombinasyonunda goraldigind saptamiglardir. Eksplantin farkl boyutlar: (0.5, 1.0,
2.0 or 3.0 mm) ve kesim sekilleri g6z 6ntine alinmistir. En iyi kallus olusumu %100
oraninda c¢icek sapinin en Ust kismindan ahinan 3 mm’lik eksplantlardan elde
edilmistir. Sekiz haftadan sonra kalluslar, 0.5 mg I"* BA ve 0.7 mg I"* IBA iceren MS
ortaminda alt kdoltire alinarak, en iyi slrgin sayisi elde edilmistir (39.4
strgtin/eksplant). Sonuglar, bitki buytime dizenleyicilerinin, eksplantin boyutunun,
kullanilan ¢igek sapinin ve kesim yerinin, C. persicum’da TCL yontemi ile

morfogenezisde 6nemli oldugunu vurgulamistir.

2.2. Androgenesis ve Gynogenesis ile Tlgili Cahsmalar

Ishizaka ve Uematsu (1992), Cyclamen persicum ve Cyclamen
hederifolium’da ovul kultird yontemi ile tirler arasi hibrit bitkiler elde etmeye
calismiglardir. C. persicum’a ait diploid (2n = 2x = 48) ve tetraploid (2n = 4x = 96)
cesitler disi ve yabani Cyclamen hederifolium var.album ise erkek evebeyn olarak
kullanilmigtir. Melezlemeden sonra, melez yumurtaliklar belirli periyodlarda
toplanmis ve ovillerde histolojik analizler yapilmistir. Ovdller, farkli ortamlara
aktarilmistir. Ovdl kaltlrt ve histolojik analizler sonucu, diploid (2n = 2x = 48) C.
persicum ve yabani Cyclamen hederifolium var.album’in melezlenmesi sonucunda
elde edilen ovuller 28 giin, tetraploid (2n = 4x = 96) C. persicum ve yabani
Cyclamen hederifolium’un melezlenmesi sonucunda elde edilen oviller ise 21 gin
sonra rapor edilmistir. % 3 sakkaroz iceren MS ortaminin, diploid (2n = 2x = 48) C.
persicum ve yabani Cyclamen hederifolium var.aloum’un melezlenmesinden elde
edilen oviller igin en uygun ortam oldugu bulunmustur. Tetraploid (2n = 4x = 96) C.
persicum ve yabani Cyclamen hederifolium’dan elde edilen oviller i¢gin ise en uygun
ortamin, % 3 sakkaroz ve % 10 hindisan cevizi sttu iceren MS ortami oldugu tespit
edilmistir. C. persicum (2n = 2x = 48) ve yabani Cyclamen hederifolium (2n=34)’un
melezlemesi sonucunda elde edilen hibrit bitkilerin (2n=41) genotip olarak ayni
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evebeynler oldugu gozlenirken, tetraploid (2n = 4x = 96) C. persicum ve yabani
Cyclamen hederifolium’un hibrit bitkilerinde farkli kromozom sayisi (2n=64)
g6zlenmistir.

Ishizaka ve Uematsu (1993), C. persicum’a ait diploid (2n = 2x = 48) ve
tetraploid (2n = 4x = 96) cesitlerde anter kultird calismalari yapmiglardir. Calisma
sirasinda % 6-12 sakkaroz ve 2 mg/l NAA hormonu iceren N6, B5 ve MS
ortamlarinda embriyoid yapilar1 elde etmislerdir. Calisma sonucunda, embriyoid
olusumunun yiiksek sicaklikta engellendigini, disik sicakhkta 6zellikle 5 °C’de 2
gun boyunca bekletmenin olusumu tesvik ettigini rapor edilmistir. Ayrica % 3
sakkaroz iceren B5 ortaminda embriyoidlerin  bitkiciklere  doénustigini
saptamiglardir.

Ishizaka ve Uematsu (1995), C.persicum ve C.purpurascen tirleri arasinda
guzel kokulu karakterini C.purpurascen’den C.persicum’a tasimak i¢in oval kultlrd
yontemi kullanarak tlrler arasi melezleme yapmislardir. Ovil kaltird ile hentz
gelismemis  hibrit  embriyolar elde edilmistir.  C.persicum’un  diploid
(CPD,2n=2x=48) ve tetraploid (CPT, 2n=2x=96) cesitleri disi ve C.purpurascen’un
yabani cesitleri (CP,2n=34) erkek evebeyn olarak kullaniimigtir. Ortam olarak %3
sakkaroz iceren MS besiyeri kullanilmistir. Ovdiller ortam igerisinde 25 °C’de
karanlikta bekletilmistir. Melezleme sonrast ovaryumlarda belirli araliklarla
histolojik analiz yapilmistir. Melezlemeden sonra ovillerin 35 glin boyunca ortamda
gelisimleri gozlenmistir. CPD x CP melezlemesinden elde edilen hibritlerde (2n=41)
tam CP cigeklerinin kokusu go6zlenirken, CPT x CP caprazlama sonucunda elde
edilen hibritlerde (2n=65) C.persicum’un ¢iceklerinin kokusu saptanmstir.

Ishizaka, H. (1996), calismasinda C.graecum’un hastaliga dayanikliligin:
C.persicum’a aktarmak icin tdrler arast melezleme ve ovil kultird yapmislardir,
Melezleme sonras: kiiltiire alinan ovillerden hentiz olgunlasmayan hibrit embriyolar
elde edilmistir.  C.persicum’un diploid (CPD,2n=2x=48) ve tetraploid
(CPT,2n=2x=96) cesitleri disi ve C.graecum’un yabani cesitleri (CG,2n=84) erkek
evebeyn olarak kullanilmistir. Ortam olarak %3 sakkaroz ve %210 hindisan cevizi
stti iceren MS besiyeri kullanilmistir. Oviller ortam igerisinde 25 °C’de karanlikta
bekletilmistir. Melezleme sonrasi ovaryumlarda belirli araliklarda histolojik analiz
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yapilmistir. Melezlemeden sonra ovillerin 35 giin boyunca ortamda gelisimleri
g6zlenmistir Calisma sonucunda CPDxCG ve CPTxCG’dan elde edilen hibritlerin
(2n=66), (2n=90) her ikisinde de degisik hastaliklara karsi 6zellikle Fusarium
oxysporum f. sp. cyclaminis, Erwinia herbicola pv. Cyclamenae ve Pseudomonas
marginalis pv. Marginalis e dayaniklilik gozlenmistir.

Shizaka, H. (1998), C.persicum (2n=2x=48) ve C.purpurascen
(2n=2x=34)’un melezlenmesi sonucunda elde edilen F1 hibritlerin anterlerini kilttre
almiglardir. Embriyolar, hentiz tek cekirdekli safhada olan polenlerden elde
edilmistir. Ortam olarak 90 mg I™* sakkaroz, 0.1 ve 1 mg I NAA ve 0.1 mg I 2,4-D
iceren B5 ortami kullanilmustir. Ilk olarak anterler 5 °C’de 4 giin ve sonra 25 °C 60
giin bekletilmistir. Embriyolar olustuktan sonra bitkicige doniismek icin 30 mg 1™
sakkaroz iceren B5 ortaminda alt kiltlrt alinmislar ve 25 ° C’de bekletilmislerdir.

Winkelmann ve Serek (2005), calismalarinda farkli cicek rengi ve farkl
blylme tiplerine sahip C. persicum tiriine ait cesitlerin somatik embriyogenesis
olusturabilme yeteneklerini test etmislerdir. Her cesitten 5 adet bitki ve her bitkiden
de 100 ovul alinarak deneme kurulmustur. Kallus olusturma kdltiriinde hormon
olarak 9.05uM 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyaceticacid) ve 3.94 uM 2iP (6-(y ,—
dimethylallylaminopurine) kullanilmistir. Calismada kullanilan 32 gesitten sadece
birinde somatik embriyo olusumu gdzlenmistir. Rejenerasyon oran: gesitlere gore %
0 ile % 65 arasinda degisiklik gostermistir. Midi tip C. persicum cesitleri, mini ve
giganteum tip cesitlerine gore daha disuk oranda rejenerasyon gosterirken, alev
renkli ciceklere sahip cesitler, ylksek oranda rejenerasyon gostermislerdir

Winkelmann ve ark. (2006), Cyclamen persicum Mill’in embriyojenik
slispansiyon kultlrlerinden yararlanarak rejenerasyon protokolli gelistirmislerdir.
Protoplastlari, embriyojenik siispansiyon kultlrlerinden enzimatik 6gutme ile elde
etmislerdir. Embriyojenik kalluslar, oviillerden 1/2 MS besi yerinde 2 mgl™ 2,4-D
(2,4-dichlorophenoxyaceticacid) ve 0,8 mgl™ 2iP (6-(y ,y-dimethylallylamino)
purine) varliginda elde edilmistir. Calisilan 11 genotipin 9 tanesinde somatik
embriyogenesis sonucunda basar1 elde edilmistir.

Cyclamen persicum Mill cv. ‘Halios’a ait hentz olgunlasmamis ve farklh

gelisme donemlerinde alinmis oviller kullanilarak embriyolar elde edilmistir. Savona
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ve ark. (2007), besiyeri ortami olarak Schwenkel ve Winkelmann (1998)’1n bildirdigi
ortami kullanmiglardir. Elde edilen kalluslarda farkli renk, kompakthik ve farkl
somatik embriyo olusturma potansiyelleri saptanmistir. Embriyojenik kalluslarin
timu olgunlasma, ¢imlenme ve tamamen bitkiye dontsme potansiyeli gostermistir.
Elde edilen bitkilerin homojenitesini tespit etmek igin, bitki agirhgi, yaprak
uzunlugu, cicek genisligi ve petal sayisi gibi morfolojik 6zellikler olgilmustir.
Morfolojik incelemeler, elde edilen bitkilerde yiiksek diizeyde homojenite oldugunu
gostermistir.

Takamura ve ark (2010), Cyclamen persicum Mill’de anter kalturin de farklh
karbon kaynaklarinin (sakkaroz, fruktoz ve maltoz) etkisini arastirmiglardir.
Eksplant kaynag: olarak (‘kago yellow’ x ‘anneke’) sonucunda elde edilen F1’ler
kullanilmigtir. Anterler, farkli karbon kaynag: iceren B5 ortamina aktarilmigtir. En
yuksek embriyo gelisimi, maltoz iceren ortamda gozlenmistir. Ayrica, farkli bir
calismada F1 cesidinin yani sira, siklamenin 5 farkli genotipinde de sakkaroz ve
maltoz’un anter kulturd Gzerindeki etkisini arastirmiglardir. En iyi embriyo olusumu
F1 cesidinde 394.4 mM maltoz iceren ortamda g6zlenmistir. Sonucda anter kiilturd
uzerine en etkili karbon kaynaklarindan birisinin maltoz oldugu tespit edilmistir.

Winkelmann (2010), C. persicum’da somatik embriyogenesis yontemi ile
klonal ¢ogaltimi hedeflemistir. Calismada eksplant kaynagi olarak ovil kullaniimis,
kallus olusturma ortaminda ise hormon olarak 2 mg L™ 2,4-D ve 0,8 mg L™ 2iP
kullanmistir. Somatik embriyogenesis ile elde edilen bitkiciklerin distk bir oraninin

somaklonal varyasyon gosterdigini saptanmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

Arastirma, Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Bolimi ve
Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi laboratuvar ve seralarinda

yuratdlmustar.

3.1. Materyal

Bu calismada bitkisel materyal olarak, C. hederifolium, C. cilicium ve C.
persicum, TUBITAK 1100102 no’lu proje kapsaminda dogadan toplanmis ve
Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Bolumiu Sus Bitkileri
serasinda saksilara alinmis ve muhafaza edilmistir. Sekil 3.1’de seradan bir gorinti

sunulmustur.

Sekil 3.1. Cyclamen persicum’un seradaki gérinimu
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3.1.1. Kullanilacak Bitki Materyallerinin Ozellikleri

3.1.1.1. Cyclamen cilicium Boiss &Heldr.

Turkiye’ye 06zgu (endemik) olan bu tir Antalya, Isparta, Konya, Mersin ve
Adana illerinde yetismektedir. Eylil-Kasim aylarinda ¢iceklenen bu tir, yetisme
ortami olarak 700-2000 m’ler arasindaki karacam ve goknar ormanini, kayahk
yamaglar1 ve calilik altlarindaki kaya yariklarini tercih eder. Kromozom sayisi 2n=30

olmaktadir (Cyclamen Society, 2008). Sekil 3.2’de bu tire ait gérintu sunulmustur.

B ' v _' & = .La... Jig S .- £ A - A
Sekil 3.2. Cyclamen cilicium’un seradaki ¢icek ve tomurcuklarinin gérinimdi

3.1.1.2. Cyclamen hederifolium Aiton.

Kuzey yarimkiirede yayihis gostermektedir. Eylil-ekim aylari arasinda ¢igek
acmaktadir. Ciceklenen petallerin dip kisminda V seklinde mor renkli deseni
bulunmaktadir. Cicekleri normalde pembe renklidir ama kultire alinan tlrlerinde
beyaz cicekli olanlar da yaygin olmaktadir. Dogal tirlerinde beyaz ciceklilik
nadirdir. Kromozom sayis1 2n=34, 2n=68 veya 2n=102" dir (Cyclamen Society,
2008). Yasam alanlar1 deniz seviyesinden 1300 m. yikseklikteki ormanlik alanlar-
makilikler, caliliklar ve kayalik alanlardir. Sekil 3.3’de bu ture ait goruntl

sunulmustur.
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Sekil 3.3. Cylamen hederifolium’un ¢icek yapisinin gérinimu

3.1.1.3 Cyclamen persicum Mill.

C. persicum, dlinya tzerinde ¢ok genis bir yayilim alanina sahiptir. Cezayir,
Tunus, Kibris, Israil, Urdun, Lilbnan, Suriye, Yunanistan ve Tirkiye, Cyclamen
persicum tlrindn yayilim alanlari icerisindedir. Kromozom sayisi 2n=48’dir
(Cyclamen Society, 2008). Kokuludur. Tavsankulaklarini andiran kulakciklari,
cesitli derecelerde mermerimsi lekelidir. Cicekleri daha blyuktir (Sekil 3.4). Ticari
degeri yulksektir. Cyclamen cinsi icerisinde ekonomik olarak en yiksek oranda
kalturd yapilan tirddr. Orta Avrupa ve Asya’da sis bitkisi olarak 6nemli bir yer
tutmaktadir. Kis ve ilkbahar arasi gigek agmaktadir. Blyuk, kirmizi, koyu kirmizi,
pembe ve beyaz renklidir. Yapraklari sert, kenarlar:1 dislidir. Bitki 30 cm kadar

boylanabilmektedir.
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Sekil 3.4. Cyclamen persicum’un ¢igek ve tomurcuklar:

3.2. Metod

3.2.1. Uygun Tomurcuk BlyuklGginin Tespiti

Haploid bitki Gretiminde dikkate alinmasi gereken en 6nemli ve oncelikli
basamaklardan  birisi, uygun tomurcuk blylkliginin tespit edilmesidir.
Haploidizasyon c¢aligsmalar: i¢in heniiz olgunlasmamis ve igerisinde birinci polen
mitozu asamasina gelmis tek cekirdekli mikrosporlari bulunduran anterleri tespit
etmek icin tomurcuklar farkli buyikliklerde toplanmis ve boyutlart élgilmustir
(Sekil 3.5). Calismada ¢igek tomurcugu blyudkliginun belirlenmesi amaciyla kontrol
olarak C. persicum turlnun cicekleri kullanilmis, bu tire ait bitkilerden 12 adet farklh
ama birbirine ¢ok yakin boyutlarda c¢igek tomurcuk 6rnegi toplanmis, boyutlarina

gore siralanmis ve herbirinin bayUkliga olcilmustar (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. C. persicum turune ait farkl biyukliikteki ¢icek tomurcuklarinin
gorunimi

Tomurcuklar, genel olarak, 3.50-12.20 mm boyutlarinda alinmistir. Daha sonra
tek cekirdekli mikrospor safhasini iceren dogru tomurcuk buyuklugini tespit etmek

icin asetokarmin ile boyama yapilmastir.
3.2.1.1. Asetokarmin ile Boyama

En pratik yontem olarak bilinen bu yontemde, farkli biyiklikteki canh
tomurcuklardan alinan anterler, lam tzerine yerlestirilmis ve bisturi ucu yardimiyla
anterlerin icerisindeki mikrosporlar serbest hale getirilmistir. Uzerine 1-2 damla
asetokarmin damlatilmig, anterler iyi bir Sekilde ezilmis, Ustti lamel ile kapatilarak
preparat haline getirilmis ve 1s1k mikroskobunda incelenmistir.

3.2.1.2. Asetokarminin Hazirlanmasi

Saf su icerisine (55 ml) glasiyel asetik asit (45 ml) ilave edilerek kaynatilmis
ve sonra bu karisima 1 g karmin eklenerek filtre edilmistir.
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3.2.2. Uygun Ciceklerin Toplanmasi

Uygun tomurcuk blyukltgu tespit edildikten sonra cicekler tomurcuk halinde
bitkilerin ¢icek agma dénemine gore, anthesisten 2-3 giin énce alinmistir. Ovil ve

anterler izole edilerek rejenarasyon denemeleri kurulmustur.

Sekil 3.6. Eksplantlarin goriiniimi, A) anter, B) oviil

3.2.3. Cigeklerin Yuzey Sterilizasyonu

Sterilizasyon icin ilk olarak eksplantlar akan cesme suyu altinda 20 dk
bekletildikten sonra kabin icersinde %70’lik etil alkolde 1 dk bekletilmislerdir.
Ardindan steril saf su ile bir kez durulanarak %20’lik NaOCI icerisinde 20 dk
bekletilmis ve steril saf su ile 3 kez yikanmiglardir. Uygulamalar tekrar edilerek,
%70’lik etil alkolde 3 dk ve NaOCI miktar1 sirasi ile % 5, % 10 ve %15 arttirilmastr.
Ancak, ilerleyen asamalarda enfeksiyonla karsilasilinca farkli uygulamalar
denenmistir. Son olarak akan cesme suyu altinda 20 dk bekletildikten sonra %
0,1’lik HgCl,’de 10 dk (ceker ocakta) bekletilmis, daha sonra 3 kez saf su ile
durulanmistir. Daha sonra kabin icerisinde %70’lik alkolde 3 dk bekletildikten sonra
bir kez steril saf su ile durulanan eksplantlar, ardindan % 20’lik NaOCl’de 20 dk
bekletilmis ve 3 kez steril saf su ile yikanmistir. Sterilizasyonu gerceklestirilen
cicekler, eksplant hazirligi yapilip ortamlara aktarilincaya kadar steril saf su
icerisinde bekletilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Sterilizasyon asamalari, A) Ciceklerin gcesme suyu altinda bekletilmesi, B)
Her saksiya ait ciceklerin sterilizasyon asamalarini gerceklestirmek icin
falkonlara aktarilmasi, C) % 70’lik alkol uygulamasindan sonra steril saf
su ile yikanmasi, D) % 20’lik NaOCI uygulamasindan sonra yikama
islemi, E) Ciceklerin kultre alinincaya kadar steril saf su da bekletilmesi
f) Ciceklerin anter ve ovdllerinin izole edilmesinden 6nceki asamada
kurutma kagidi Gizerinde fazla suyunun alinmasi
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3.2.4. Anter ve Ovdllerin Ortama Aktarilmalar:

Sterilizasyon asamalar1 gerceklestirildikten sonra anter ve oviller izole
edilmistir. Tag yapraklar kesilerek ilk olarak anterler serbest birakilmigtir. Anterlerin
flamentleri dikkatli bir Sekilde (ters v) bistiri ile kesilerek pens yardimi ile alinmistir
(Sekil 3.8). Anterlerin filamentleri ¢ikarilirken anter dokularinin zarar gérmemesine
ve canlihigini korumasina dikkat edilmis ve anterler ortama aktarilmistir.

Daha sonra, stigma ve disicik borusu, bistlri yardimi ile kesilerek ovaryumun
icinden ovduller, binokuler mikroskop altinda alinmis ve ortama aktarilmstir (Sekil
3.9).

Sekil 3.8. Anterlerin izole edilmesi, A) Ta¢ yapraklarinin kesilmesi, B) Anterlerin
toplu halde gorinimi, C) Serbest birakilan anterlerin gorinimi, D)
Flamentleri ¢ikarilmis anterlerin gérinim
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Sekil 3.9. A) Yumurtaligin gérintmda, B) Ovdillerin toplu gérinimu

3.2.5. Kallus Gelistirme Kultir

Calismada anterlerden, androgenesis, ovillerden ise gynogenesis yontemine
gore embriyo gelistirmeye calisiimigtir. Ortama alinan eksplantlardan, embriyojenik
kallus ve daha sonra embriyolar elde edilmistir. In vitro kosullarda bu gelismeler iki
asamada gergeklesmistir. Birincisi, eksplantlardan embriyojenik kalluslarin olusmast,
ikincisi embriyojenik kalluslarin farklilasmas: ve embriyolarin olusmas: ve
cimlenmesidir. Bu calismada (¢ farkli ortam kullanilmistir. Anter ve ovil kallus

gelistirme ile farklilasma ve gimlenme besiyeri igerigi Cizelge 3.1’de verilmistir.

3.2.5.1. Cahsmada Kullanilan Besi Ortamlarn

Calismada embriyojenik kallus gelisimini tesvik etmek amaci ile, her iki
eksplant icin de temel besin ortami olarak, 1/2 MS kullanilmistir (Cizelge 3.1).
Kallus gelistirme ortamini iceren petrilerin (25x100 mm) her birine, 5’er adet anter
ve 20’ser adet ovil kilttre alinmistir. Her bir eksplant tipi icin 5 tekerrir de ve her
tekerrur de 5’ser petri olmak Gzere 3 tir icin deneme kurulmustur. Toplam olarak her
tdr icin 125 adet anter ve 500 adet ovul kullanilmistir.
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3.2.5.2. Anterlere On Uygulama

Haploidizasyon calismalarinda anterleri cimlendirmeye tesvik etmek
amaciyla farkl yontemler kullaniimaktadir. Bu ¢calismada da kiltlre alinmis anterler
icin O6n uygulama olarak soguk uygulamas: yapilmstir. Anterler ortama aktarildiktan
sonra karanlikta, 5°C’de 2 giin bekletilmistir.

Petrilere aktarilmis olan oviller ve anterler ise 6n uygulamalar: bittikten
sonra tamamen karanlik ortamda 25 ‘C’de, 8 hafta sire ile bekletilmislerdir. Sekiz
haftalik kulttrin ardindan, embriyojenik yapilar gelismeye basladiktan sonra
eksplantlar her 4 haftada bir ayni icerige sahip besiyerlerinde alt kiltire
alinmiglardir. On altinci haftanin sonunda gelismis olan embriyoid yapilar,

hormonsuz ortama aktarilmis ve bu yapilarin gelisim evreleri gézlenmistir.

3.2.6. Farkhlasma ve Embriyolarin Cimlenmesi

Kallus olusturma besiyerinde yaklasik 16 haftalik kultiriin sonrasinda olusan
embriyolar hormon icermeyen yeni besiyerine aktarilmislardir (Cizelge 3.1).
Eksplantlar, eski besiyerlerinden arindirilmas: amaci ile steril kurutma kagitlarinda
kurutulduktan sonra yeni besi yerlerine alinmislardir. Bu besiyerinde 8 haftalik
kaltarin ardindan ayni icerige sahip besiyerlerine alt kultir islemi yapilmis ve alt
kaltdr islemi her 4 haftada bir tekrar edilmistir. Eksplantlar, bu asamada da tamamen
karanhk ortamda ve 24 °C’de bekletilmislerdir. Embriyolar olgunlasip ilk
kotiledonlar gorulene kadar bitki blyume diizenleyicisi bulunmayan besi yeri igeren

petrilerde bitkicikler elde edilene kadar muhafaza edilmistir.
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Cizele 3.1. Besin ortamlarin icerigi

Kallus gelistirme Kallus gelistirme Kallus farklilagsma ve ¢cimlenme
besiyeri besiyeri besiyeri
(Anter) (ovil)
Makroelementler (1/2 MS) mg I mg I* mg I
NH4NO; 825 825 825
KNO; 950 950 950
CaCl, x 2H,0 220 220 220
MgSO, x 7H,0 185 MgSO, 185 MgSO, 185 MgSO,
KH,PO, 85 KH,PO, 85 KH,PO, 85 KH,PO,
Mikroelementler (1/2 MS) Mg I Mg I Mg I
H3BO; 31 31 3.1
MnSO, x 1H,0 8,45 8,45 8,45
ZnSQO,4 x 7TH,0 53 53 5,3
KJ 0,415 0,415 0,415
Na,MoO,4 x 2H,0 0,125 0,125 0,125
CuSOy x 5H,0 0,0125 0,0125 0,0125
CoCl, x 6H,0 0,0125 0,0125 0,0125
mg I mg I mg I
Fe EDTA 34,51 34,51 34,51
Pepton 250 250 250
myo-Inositol 100 100 100
Glisin 2 2 2
Nikotinik asit 0,1 0,1 0,1
Thiamine HCI 0,5 0,5 0,5
Pridoksin HCI 0,5 0,5 0,5
gl? gl? gl
Sukroz 90 30 30
D(+)-glukoz 2 2 2
Gelrite 4 4 4
mg I mg I mg I
2,4-D 2 2 e
2iP 0,8 o8 | e
pH 5,5-5,6 5,5-5,6 5,5-5,6
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3.2.7. Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizler

Deneme, tesaduf parselleri deneme dizenine goére kurulmus ve calisma
sonucu elde edilen yuzdelik verilere ac1 transformasyonu uygulanarak JMP (versiyon
5,01) paket programi ile analizler yapilmistir. Ortalamalar LSD testi ile
karsilastirilmastir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Uygun Tomurcuk Bayukligunin Tespiti

Tek gekirdekli mikrosporlara sahip uygun asamadaki anterleri tespit etmek
amaciyla C.persicum tirt kullanilmistir. C.persicum’un tomurcuklari, 3.50-12.20
mm baydkliklerinde toplanmis ve asetokarmin ile boyandiktan sonra ezme
preparatlar halinde mikroskop altinda incelenmistir. Uygulama sonucunda, bu
blaytklukler arasinda toplanan tomurcuklarin  tumindn, uygun tomurcuk
blyukluginde olduklar: tespit edilmistir. Sekil 4.1’de tek cekirdekli mikrosporlara

sahip uygun asamadaki anterler yer almaktadir.
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Sekil 4.1. Tek geklrdekll mlkrosporlara sahlp uygun asamadakl anterlerin gorunumu
A) 3.50 mm buydkligindeki tomurcugun anter yapisi, B) 5.70 mm
blylkliglndeki tomurcugun anter yapisi, C) 7.90 mm buyukligindeki
tomurcugun anter yapisi, D) 12.20 mm bayukligtindeki tomurcugun anter

yapisi

4.2. Ciceklerin Ytzey Sterilizasyonu

Yapilan sterilizasyon denemesi sonucunda, eksplantlarda 6zellikle de
anterlerde ylksek oranda enfeksiyon gozlenmistir. Bu nedenle daha sonraki
uygulamalarda eksplantlar, % 70’lik etil alkolde 3 dk bekletildikten sonra 1 kez steril
saf su ile durulanmistir. Ardindan, NaOCI miktar1 siras: ile % 5, % 10 ve % 15
arttirllmistir. Ancak, yine enfeksiyon sorununun giderilemedigi gozlenmistir. Son
olarak, cicek tomurcuklar1 akan cesme suyu altinda 20 dk bekletildikten sonra, %
0,1’lik HgCl,’de 10 dk(ceker ocakta) bekletilmis, daha sonra 3 kez saf su ile
durulanmistir. Daha sonra, kabin icerisinde % 70’lik alkolde 3 dk bekletildikten
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sonra bir kez steril saf su ile durulanan eksplantlar, ardindan % 20’lik NaOCl’de 20
dk bekletilmis ve 3 kez steril saf su ile yikanmistir. Bu uygulama sonucunda tag
yapraklarda kararma meydana gelmistir. Ancak, cicekler tomurcuk halinde oldugu
icin ta¢ yapraklar icindeki anter ve yumurtalik kimyasallardan korunmus ve
eksplantlarin  gelisiminde herhangi bir sorun gozlenmemis ve sorun ortadan

kaldirilmagtir.

4.3. Kallus Gelisimi

Galismada, C.persicum, C.cilicium ve C.hederifolium turleri ve bu tirlere ait
iki farkli eksplant tipi (anter ve ovil) kullanilmistir. Bu eksplantlardan embriyo elde
edilmesine ve daha sonra da bu embriyolarin ¢cimlendirilmesine ¢alisilmustir.

iki farkli eksplant tipinde de farkl: oranlarda kallus olusumu tespit edilmistir.
Eksplantlar arasindaki farkli kallus olusturma oranlari istatistiksel olarak dnemli
bulunmustur. En ylksek kallus olusturma orani, enfeksiyon problemi olmasina
ragmen % 68,54’lik oran ile anter eksplantindan elde edilmistir. Ovillerde ise bu
oran % 41.04 olarak bulunmustur (Cizelge 4.1). Anter eksplantinda, ovillere gore
daha kisa zamanda kallus olusumu go6zlenmistir. Besiyerine aktarilan oviller, ilk
gunler itibari ile hacimsel olarak blytmeye baslamislardir. Bu irilesme, ovillerin
biylk bir boliminde devam etmemis ve bu ovillerden kallus olusumu tespit
edilememistir. Ovullerin ¢ok kiguk olmalar: nedeni ile kallus olusumu anterlere gore
daha ge¢ ve distk oranda olmustur. Anterlerin, ovullere gére daha iyi bir potansiyele
sahip olduklar1 gorinse de, enfeksiyon sorununun yani sira bir ¢ok ortama aktarilan
anterlerde de herhangi bir kallusa dénusim g6zlenmemistir. Bunun nedeni olarak,
anterlerin filamentlerinin ¢ikarilmasi esnasinda anter dokularinin keskin bistlri
ucundan zarar gérmeleri olabilecegi distnulmustr.

Her (g tirde de (C.persicum, C.cilicium ve C.hederifolium) farkli oranlarda
kallus olusumu gozlenmistir. Turler arasindaki kallus olusturma oranlari, istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur. En ylksek kallus olusum oranm, % 67.42 ile
C.cilicium’da ve ardindan C.persicum’da % 66.86 olarak gorulirken, en dlsik oran
ise % 30.10 ile C.hederifolium’da gozlenmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.1. Eksplantlardan olusan kallus gelisim oran:
Eksplant Geligim Yuzdeleri
Kallus E.kallus Embriyo
Anter 68.54 a 45.89 a 30.51a
(32.25) (23.32) (16.83)
ovdl 41.04 b 25.24 b 9.00 b
(21.85) (16.44) (7.25)

Kallus: LSDeksplant= 3.84***
Embriyo: LSDeksplani= 3.58***

EK: LSDekspIant: 5.25**

Parantez icinde verilmis degerler a¢1 transformasyonu sonrasi elde edilmis degerlerdir.

Ortalamalar arasindaki farkliliklar harflerle gosterilmistir.
P<0.05*, P<0.01**, P<0.001***

Cizelge 4.2. Tirlerden olusan kallus gelisim orani

Deneme Faktorleri Tur*Eksplant Tar
Tar Eksplant | Kallus E. Embriyo | Kallus E. Embriyo
Kallus Kallus
C. persicum Anter 85.03 65.37 38.74 66.86 | 46.15 21.33b
(37.70) a (20.93) a a (13.56)
(30.49) (31.14) | (23.77)
Ovdl 48.70 26.93 3.92
(24.57) b (6.19)
(17.06)
C. cilicium Anter 83.99 64.00 48.66 67.42 | 44.77 35.88 a
(38.47) a (24.53) a a (20.04)
(31.28) (31.84) | (23.95)
Ovdl 50.85 25.55 23.10
(25.21) b (15.55)
(16.63)
C. hederifolium Anter 36.62 | 831b 4.14 30.10 15.78 2.07c
(20.57) | (8.17) (5.02) b b (2.51)
Oviil 23.58 | 2325 | 0.00 | (18.17) | (11.90)
(15.77) b (0.00)
(15.64)

Kallus: LSDy,= 4.70%*
EK: LSDy= 6.43***
Embriyo: | LSDy,= 4.38***

LSDIUr*ekspIam: O.D.
LSDIUr*ekspIam: 9-08**
LSDIUr*ekspIam: O.D.

Parantez iginde verilmis degerler a¢1 transformasyonu sonrasi elde edilmis degerlerdir.
Ortalamalar arasindaki farkliliklar harflerle gosterilmistir.

P<0.05*, P<0.01**, P<0.001***

C. cilicium eksplantlarindan gelismis olan kalluslar, ¢ok hizli olmamakla

birlikte en iyi gelisimi saglamiglardir. Bu da, eksplantlarin kallus gelisimi igin
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konuldugu ortam igeriginin bu tlr i¢in uygun oldugunu gostermistir. C.persicum’a ait
cicekler, dogadan yeni toplanmis olan bitkilerden saglanmistir. Bu ylzden, bu tarin
eksplantlarindan olusan kalluslar, hem daha erken gelismis, hem de hacimsel olarak
da buyuk bir yap: gostermistir (Sekil 4.2 ve 4.3). C.hederifolium’dan gelisen kallus
yapilarinin daha koyu kahve renkli ve daha sert yapida oldugu gozlenirken, diger iki

tirde gozlenen kallus yapilarinin her iki eksplantta da daha iri ve acik kahverengi

olduklar1 saptanmustir (Sekil 4.4 ve 4.5).

Sekil 4.2. C. persicum’un ovil eksplantindan gelismis olan embriyojenik olan ve
olmayan kallus yapilari, A) ovillerin ortama aktarilmadan 6nceki toplu
goérunum, B) iki ay sonra gelismis olan kallus yapisi, C, D, E) farkh
boyutlardaki kallus gelisimleri, F,G) embriyojenik yapilar, H,l)
embriyojenik kallus Uzerinde gelismis olan embriyoid yapilar
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Sekil 4.3. C. persicum anterlerinden olusan kallus yapilari, A) anter eksplanti, B)
anterden olusan kallus yapisi, C) Embriyojenik kallus yapisinin gelisimi

Sekil 4.4. C.hederifolium’un anterlerinden gelisen embriyojenik olan ve olmayan
yapilar, A) anterden gelisen kallus yapisi, B) embriyoide benzer yapilar,
C) farkl: anter eksplantindan gelisen kallus yapist D) embriyoid olmayan
yapilar

33



4. BULGULAR VE TARTISMA Leyli AMINI

Sekil 4.5. C.hederifolium’un ovdillerinden kallus gelisimi, A) ovil eksplantinin
ortama aktarildiktan sonraki hacimsel olarak biyumesi, B) gelismis olan
kallus yapisi, C) farklilasmis olan kallus yapisi, D) gelismis olan
embriyojenik yapilar, E) embriyojenik yapilarin yakin goérinimd, F)
embriyojenik olmayan yapilar

Turler ve eksplantlar arasindaki etkilesim ele alinarak degerlendirildiginde,
iki farkli eksplant tipinde de kallusa donlsum oranlar: istatistiksel olarak dnemli
bulunmamustir. Turler arasinda en yiksek kallus gelisim orani, C.persicum’un anter
eksplantinda % 85.03 ile saptanirken, onu ¢ok az bir farkla C. cilicium’ un anter
eksplanti, % 83.99 olarak izlemistir. Diger degerler ise sirasi1 ile Cizelge 4.2°de
sunulmustur. En disik kallusa donlsim orani ise C. hederifolium’un ovil
eksplantindan % 23.58 olarak elde edilmistir (Sekil 4.6)
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W anter

movul

C. persicum C. cilicium C. hederifolium

Sekil 4.6. Eksplantlardan olusan kallus oranlar:

4.4. Embriyojenik Kallus ve Embriyonun Gelisimi

Denemeye alinan g tirin eksplantlarindan, embriyojenik olan ve olmayan
yapilarin gelisim asamalari incelenmistir. Olusan normal kallus yapilarindan
herhangi bir embriyo yapisinin gelisimi gdzlenmezken, ilerleyen asamalarda
farklhilasmis ve gelismis olan embriyojenik yapilardan embriyolar elde edilmistir.
Embriyojenik olan ve olmayan Kkalluslar, renk ve yogunluga goére (koyu
kahverengiden acik sariya, yumusak yapidan sert yapiya) farkli yapida kallus
olusumu gosterirken, her iki eksplant tipinde de embriyojenik kalluslarin genelde
acik kahverengi, yumusak ve dagilgan yapida olduklar1 saptanmistir (Sekil 4.7 ve
4.8).
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Sekil 4.7. C. cilicium anterlerinde embriyojenik kallus gelisimleri, A) kallus yapisinin
embriyojenik yapilara dontsimu, B) yumusak ve dagilgan embriyojenik
kallus yapisi, C) kirilgan ve seffaf kallus yapisi, D) gelismekte olan
embriyojenik yapilar

Sekil 4.8. C. cilicium’un ovul eksplantindan embriyojenik yapilarin gelisimi, A)
kirllgan ve seffaf yapidaki kallus yapisi, B) farklilasan yapilar, C)
gelismekte olan embriyojenik kallus yapisi, D) farklilasmis embriyojenik
yapilardan gelismekte olan embriyoid yapilarin gérinimi
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Anter ve ovillerde embriyojenik yapilarin gelisimi ve farklilasmasi,
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.1). Bu degerler sirasi ile anter
eksplantinda % 45.89, oviillerde ise % 25.24 olarak bulunmustur. Bu farklilik, tirler
arasinda C. persicum ile C. cilicium’da siras1 ile % 46.15 ve % 44.77 olarak
gorunurken, C.hederifolium’da %15.78 olarak belirtilmis ve istatiksel olarak énemli
bulunmustur (Cizelge 4.2). Ayrica turler ile eksplant tipinin etkilesiminde
embriyojenik yapilarin gelisimi gézlenmis ve istatiksel olarak énemli bulunmustur.
En ylksek embriyojenik yap: gelisimi, C. persicum’un anter eksplantindan % 85.37
olarak saptanirken, en distk gelisim oran1 ise C. hederifolium’un anter eksplantindan
% 8.31 olarak gozlenmistir (Sekil 4.9). Diger degerler siras1 ile Cizelge 4.2°de

sunulmustur.
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Sekil 4.9. Embriyojenik yapilarin gelisme oranlar
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4.5. Embriyo Olusumu

Bu calismanin hedefi olarak belirlenen embriyojenik kalluslardan gelisen
embriyojenik yapilar, her Gg tiriin 2 farkli eksplantinda da incelenmistir. Sonug
olarak anter ve ovullerin, indirekt embriyogenesis yontemi ile embriyo olusturma
potansiyelleri degerlendirilmis ve elde edilen embriyolar cimlendirilmek Uzere
hormonsuz ortama aktarilmistir. Bu embriyolarin her (¢ tirin iki eksplant tipinde de
gelisme evreleri ( globulel, kalp, torpedo, kotiledon) incelenmistir ( Sekil 4.10, 4.11,
4.12, 4.13 ve 4.14). Farkl: eksplant tiplerinde embriyo olusumu degerlendirildiginde,
istatistiksel olarak énemli oldugu tespit edilmistir. En ylksek embriyo oran1 % 30.51
ile anter eksplantindan elde edilirken, ovil eksplantindan gelisen embriyo degeri %
9.00 olarak saptanmistir (Cizelge 4.1). Tirler arasinda da embriyo yapilarinin
gelisimleri takip edilmis ve istatiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur. En yiksek
embriyo gelisimi, % 35.88 ile C. cilicium’da go6zlenmistir. C.persicum ve
C.hederifolium’da ise siras1 ile % 21.33 ve % 2.07 olarak bulunmustur (Cizelge 4.2).

Sekil 4.10. C. persicum ovillerinden gelisen embriyolar, A,B) embriyo yapilari, C)
embriyolarin kalp safhasi, D) embriyolarin kotiledon safhasi, E, F)
embriyolarin toplu halde gorinimi
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Sekil 4.11. C. persicum anterlerinde farklilasma ve embriyolarin ¢cimlenmesi, A)
embriyolarin toplu halde g6érinumi, B) embriyoid yapilar, C) kalp
safhasinda embriyo, E) kotiledon safhasinda embriyo, D,F) farkli embriyo
yapilari, G) embriyolardan gelismis olan sirgin yapilari, H, 1)
embriyolardan gelismis olan yumrular
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toplu halde gorinimi, C) embriyonun globuler ve torpedo safhasi,
D,F,H) embriyolarin kalp safhasi, 1) embriyolarin kotelidon safhasi
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Sekil 4.13. C. cilicium ovullerinden gelismis olan embriyo yapilari, A) embriyolarin
kalp safhasi, B,C) embriyonun farkli bir gérinimd, D,E) embriyonun
torpedo safhasi, F) embriyonun kotiledon safhasi, G-H) kalp safhasindan
torpedo safhasina donlsen embriyo yapilari, 1) globuler ve torpedo ve
safhasinda olan embriyolar

b
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Sekil 4.14. C. hederifolium anterlerinden gelisen embriyolar, A) anterden gelismis
olan embriyo yapilari, B) farkl globuler, kalp ve torpedo asamasindaki
embryolar, C) kalp asamasinda olan embryo, D)yumrulardan
gelismekte olan bitkicik
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Tur ve eksplantlarin etkilesimi, istatistiksel olarak dnemli bulunmamistir. En
yuksek embriyo olusumu, C. cilicium’un anter eksplantinda % 48.66 olarak
gorulirken, C. hederifolium’un ovallerinden herhangi bir embriyo olusumu

gozlenmemistir (Sekil 4.10). Diger degerler Cizelge 4.2’de sunulmustur.
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Sekil 4.15. Embriyojenik kalluslardan olusan embriyolarin oran

Embriyojenik kallus yapisindan embriyo olusturan eksplantlar, ikinci kaltur
asamasi olan ve igeriginde hormon bulundurmayan besiyerinde farklilasmistir. Bazi
embriyolar kiglk kotiledonlar olusturarak, bazi embriyolar ise mikro yumru
olusturarak gelismistir. Kiicuk kotiledon olusturarak gelismeye baslayan embriyolar
daha sonra yumru ve kokler olusturarak bitkiciklere donismeyi basarmislardir (Sekil
4.16, 4.17 ve 4.18).

Embriyojenik kallus yapisindan bitkicige doniistim, anter eksplantinda oviile
nazaran daha hizli sirede gerceklesmistir. En yiksek embriyo olusumu ve bu
embriyolarin gelisimi  C. cilicium’da gorilmusttur (Cizelge 4.2). Ancak, bu
embriyolarin bitkiye donlstimi bu tir’de diger iki tire gore daha yavas zamanda
gerceklesmistir (Sekil 4.16). C. hederifolium’da ise sadece anter eksplantinda ve
dusiik oranda embriyo gelisimi gozlense de, gelismis olan az sayida embriyolardan
bitki gelisimi gozlenmistir (Sekil 4.17). Ayrica bu tire ait embriyojenik yapilarin

Uzerinde de kuglk bitkiciklerin gelisimi gozlenmistir. En ylksek ve hizli bitkiye
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dontsum, C. persicum’ un anter eksplantindan gelismis olan embriyolarda
bulunmustur. Ovil eksplantindan her (¢ tirde de heniz bir bitki gelisimi

g6zlenmemistir (Sekil 4.18).

4
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Sekil 4.17. A,B) C. hederifolium anterlerinden olusan bitkicikler
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Sekil 4.18. A, B, C, D) C. persicum anterlerinden gelisen yumru ve bitkiciler

Tez caligmasinda eksplant kaynag: olarak, anter ve ovul kullanilmigtir.
Deneme kapsaminda, ovil eksplantindan embriyojenik kalluslarin olusturulmas: ve
olusan bu kalluslardan embriyolarin gelistirilmesinde, Schwenkel ve Winkelmann
(1998)’1n belirttigi protokol kullanilmigtir. Bu protokol, kallus gelistirme ortaminda 2
mg L™ 2,4-D ve 0,8 mgl™ 2 iP iceren yar1 MS (Murashige and Skoog 1962)’i ve
diger bilesenleri tam konsantrasyonda icermektedir. Her iki eksplant tipi icinde ayni
protokol uygulanmustir. Ancak, Ishizaka ve Umatsu (1993)’nun yapmis olduklar
calismada, anter Kkaltirinde sakkaroz konsantrasyonunun embriyo gelisimini
etkiledigi rapor edilmistir. En iyi sakkaroz konsantrasyonun, anter kilturi i¢in 90 g/l
oldugu belirtilmis, bu calismada da anter kultlrl icin karbon kaynagi olarak
sakkaroz, 90 g/l olarak kullaniimistir. Yiksek sakkaroz konsantrasyonun etkinligi,
farkl arastirmacilar tarafindan da bildirilmistir (Keller ve ark., 1975, Powell ve
Uhrig, 1987). Ishizaka ve Umatsu (1992) ’da yapmis olduklari ¢calismada, % 3
sakkaroz iceren MS ortamindan, % 94 oraninda bitkicik elde ederek, bu ortamin ovdl

eksplanti igin en iyi ortam oldugunu tespit etmislerdir. Ishizaka ve Umatsu (1993) da

44



4. BULGULAR VE TARTISMA Leyli AMINI

yaptiklart calismada, anterlerin  kilture alindiktan sonraki asamada soguk
uygulamasinin embriyo gelisiminde etkili oldugunu rapor etmislerdir. YdurQtulen
calismada da anterler, karanlikta 2 gin 5 °C’de bekletilmistir. En ylksek kallus
olusumu, anter eksplantindan % 68.54 olarak go6zlenmistir. Daha ilerideki
donemlerde, embriyojenik kalluslarin gelismesi de gd0zlenmis ve yine anter
eksplantindan daha yiiksek oranda (% 45.89) embriyojenik kallus elde edilirken, oviil
eksplantinda bu oran % 25.24 olarak bulunmustur. Embriyo olusum oranlari
degerlendirildiginde ise en yuksek embriyo olusumu, % 30.51 ile anter eksplantinda
gorulirken, ovul’de % 9.00 oraninda embriyo olusumlari gozlenmistir. Daha sonra
embriyolar ¢imlenmek (Gzere 30 g/l sakkaroz iceren yart MS besiyerine
aktarilmiglardir. Bazi arastiricilar da yaptiklari calismalarda embriyolarin, 30 g/l
sakkaroz iceren yar1 MS besi yerinde ¢imlendiklerini belirtmislerdir (Ishizaka ve
Umatsu, 1993; Prange ve ark., 2010).

C.cilicium, C. hederifolium ve C. persicum tlrleri arasinda, kallus ve embriyo
olusumu acisindan farklilik tespit edilmistir. Bazi bitkilerde ylksek oranda kallus
olusumu ve ardindan embriyojenik yapilarin gelismesi ve farklilasmas: ile embriyo
olusumu gorulirken, bazi eksplantlarda hi¢ embriyo olusumu goérilmemistir.
Gorilen varyasyon sadece bitkiler arasinda degil, ayni bitkiye ait eksplantlar arasinda
da tespit edilmistir. Turler arasinda embriyojenik kalluslarin gelisimi, anter
eksplantinda, C. persicum, C. cilicium ve C. hederifolium’da siras: ile % 65.37, %
64.00 ve % 8.31 olarak gozlenmistir. Ayni1 zamanda, bu farklilik turler arasinda oviil
eksplantinda da yine C. persicum, C. cilicium ve C. hederifolium’da siras1 ile %
26.93, % 25.55 ve % 23.25 olarak bulunmustur. En yiiksek embriyo olusumu ise tim
tirlerin anter eksplantinda go6zlenmistir. Turlerin anter eksplantindan embriyo
olusumu, sirast ile C. cilicium, C. persicum ve C. hederifolium’da, % 48.66, % 38.74,
% 4.14 olarak bulunmustur. Ayrica bu tirlerin ovil eksplantlarindan da anter e gore
daha disuk oranda embriyo olusumu gozlenmistir. Bu oranlar, en yiksek C.
cilicium’da % 23.10 olarak, ardindan en distk C. persicum’da % 3.92 oraninda
saptanmis, ancak C. hederifolium’un ovullerinden herhangi bir embriyo olusumu
gozlenmemistir. Butun bitkilerde ve eksplant tiplerinde, embriyojenik olan ve

embriyojenik olmayan kallus yapilar1 olusmustur. Olusan kalluslar, renk ve yogunluk
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acisindan farkl: yapilar gostermislerdir. Koyu kahve renginden agik sariya, yumusak
yapidan sert yapiya degisen Ozelliklerde kallus olusumu gorilmesine ragmen,
embriyojenik kalluslarin genellikle acik kahverengi, yumusak ve dagilgan yapida
olduklar: tespit edilmistir. Ovill eksplantindan olusan kallus yapilar: ile ilgili aynm

bulgular Winkelmann (2005) "nin ¢calismasinda da rapor edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan tez calismasinda, Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiltesi, Bahce
Bitkileri Bolumu serasinda daha onceden toplanmis olan C. hederifolium ve C.
cilicium ve ayrica kampus alaninda dogal olarak yetisen ticari olmayan Cyclamen
persicum tlrlne ait bitkilerden cicekler eksplant kaynagi olarak toplanmis ve bu
tirlere ait anter ve ovdiller iki farkli eksplant tipleri olarak denenmistir. Deneme
sonucunda, farkli eksplant tiplerinden olusan kallus, embriyojenik kallus ve embriyo
yuzdeleri tespit edilmistir. Ayrica embriyojenik kallus yapi1 ve ozellikleri ile
embriyolarin gelisim asamalar1 incelenmistir. Elde edilen verilere gore her iki
eksplant tipinde de embriyojenik kallus ve embriyojenik yapilarin olusmas: ve
gelismesi gozlenirken, embriyo olusumu, ovil eksplantinda daha duisiik oranda
olmakla birlikte, C. hederifolium’un ovil eksplantindan herhangi bir embriyo elde
edilememistir. En yuksek kallus, embriyojenik kallus ve embriyo olusumu, anter
eksplantindan elde edilmistir. Ayni degerlendirmeler bitki bazinda yapildiginda ise
calisilan ¢ tlrin hepsinde kallus gelisimi ve embriyojenik yapilarin gelismesi
gerceklesirken, en iyi embriyo olusumu C. cilicium ve C. persicum’un 6zellikle anter
eksplantlarindan elde edilmistir. Bu tirlerde belirli basar1 oranint etkileyen
faktorlerin basinda ortam kosullari, eksplantlarin alindigi dénemler ve bitki
materyallerinin taze olmas: gelmektedir. Ancak, C. hederifolium’un ovil
eksplantindan herhangi bir embriyo gelisimi g6zlenmemistir. Calismada
embriyojenik kalluslarin genellikle agik kahverengi, yumusak ve dagilgan yapida
olduklar: tespit edilmistir.

Siklamen bitkisi, saksili sus bitkisi olarak sus bitkileri ticaretine Dinya’da ve
Turkiye’de onemli katki saglamaktadir. Ancak bu cinsin bir ¢ok tiri olmasina
ragmen genellikle C.persicum’un ticareti yapilmaktadir. Ayrica siklamen bitkisinin
ticareti dogadan direk sokiim seklinde oldugu icin ve baska faktorlerin etkisi ile bu
bitkinin nesli de tehlike altina girmektedir. Siklamenin sus bitkileri i¢indeki konumu
ve potansiyeli ve mevcut bitki tahribati nedeni ile bu tirler Gzerine bilimsel
calismalarin yapilmasi, bu turlerin gelistirilmesi ve ekonomiye kazandirilmas: 6nem

icermektedir. Son zamanlarda ise siklamenin bazi yaban turleri, aragtirmacilarin
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5. SONUC VE ONERILER Leyli AMINI

dikkatini gekmektedir. Yabani turlerin o6zelliklerinden faydalanmak igin bu tirlerin

dogrudan 1slah calismalari yapilarak yeni cesitlerin gelistirilmesi s6z konusu

olabilecegi gibi bu tirlere ait 6zelliklerin cesitli teknikler kullanilarak Cyclamen

persicum’un genetik havuzuna katilmasi da distnilmektedir.

Yapilan bu tez calismas: sonucu elde edilen bilgiler 1siginda yapilmasi

oOnerilen caligmalar;

1.

Bu calisma kapsaminda yetistirilen embriyolar bitkiye dénustirtlerek, ploidi
seviyelerinin tespit edilmesi yararli olacaktir.

Siklamenin farkli tirlerinde de haploidizasyon calismalart gerekmektedir.
Daha sonra bu haploid bitkiler, farkli kimyasallarla katlanarak dihaploid saf
hatlar olusturulup genetik havuz genisletilebilir.

Dihaploid saf hatlar kullanilarak, ileride kaliteli ve yeni cesitler gelistirmeye
yonelik 1slah ¢alismalar: icin basamak olusturulabilir.

Siklamen, ¢ok genis bir genetik varyasyon gostermektedir. Bu nedenle farkl
bitkiler farkl potansiyeller gosterebilecektir dolayis: ile daha genis cografik
alanlardan alinan bitkiler Gzerinde ¢alisiimalidir.

Bu calisma kapsaminda kullanilan bitkilerde farkli besiyerleri, farkl
hormonlarin konsantrasyonlari: ve kombinasyonlar: denenebilir.

Anter kultlrinun potansyelini arttirilabilen gimis nitrat, aktif karbon gibi

farkl kimyasallar denelenebilir.
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