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Bu calismada C. persicum, C. coum, C. hederifolium, C. pseudibericum, C.
cilicium ile Melody F1 ticari ¢esidinde oviil ve anter kiiltiiri yOntemleri
kullanilarak haploid bitki elde etme olanaklar1 arastirilmigtir. Anter eksplantlari, 2
giin +4°C soguk uygulamalarindan sonra 0, 1, 3, 5SuM NAA, giimiis nitrat (AgNO;)
ve aktif karbon (0.5, 1 g/) iceren BS5 besi yerinde kiiltiire alinmistir. Anter kiiltiirii
denemeleri sonucunda Melody F1 ticari ¢esidinde anter kiiltiiriinde 1 g/l aktif
karbon, 0.5 mg/l aktif karbon + %0.1 AgNO; +1 uM NAA, 0.5 mg/l aktif karbon +
%0.1 AgNOs;+ 3 uM NAA ve 0.5 g/l aktif karbon + %0.1 AgNO; + 5 uM NAA
iceren B5 besi yerinde kallus olusumlar1 gézlenmistir. C. persicum tiiriinde anter
kiiltiirii denemelerinde haploid embriyo olusumu ve bitkiye doniisiim SpM NAA
iceren BS5 besi yerinde meydana gelmistir. C. hederifolium tiiriinde ise SuM NAA
iceren B5 besi yerinde siirglin benzeri yapilar meydana gelmistir. Oviil kiiltiiri
denemeleri sonucunda ise C. persicum ve Melody ticari ¢esidinde kallus, embriyo
ve bitkiye doniisiim sirasiyla 2 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/l 2iP ve 2 mg/l 2,4-D + 0.5
mg/1 2iP iceren MS besi yerinde meydana gelmistir. C. coum ve C. pseudibericum
tiirlinde yalnizca kallus olusumlari1 gézlenmistir. C. cilicium tiirtinde embriyolar 0.5
mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l 2iP, 0.5 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/1 2iP, 1 mg/l 2,4-D + 0.3 mg/I]
2iP igeren MS besi yerinde elde edilmistir. C. hederifolium tiiriinde ise 1 mg/l 2,4-
D + 0.5 mg/l 2iP iceren MS besi yerinde kallus, embriyo ve siirgiin benzeri yapilar
olusmustur.

Anahtar Kelimeler: Cyclamen, in vitro, MS, BS5, haploid
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In this study, haploidization possibilities via ovule and anther culture were
investigated in C. persicum, C.coum, C. hederifolium, C. pseudibericum, C.
cilicium and Melody F1. Anthers were cultured on B5S medium including O, 1, 3, 5
uM NAA, charcoal (0.5, 1 mg/l), silver nitrate (AgNO;) after 2 days +4°C cold
pretreatment. Callus were observed from the anthers of Melody F1 commercial
variety cultured on B5 medium including 1 g/l charcoal, 0.5 mg/I charcoal + %0.1
AgNO; +1 uM NAA, 0.5 mg/l charcoal + %0.1 AgNO;+ 3 uM NAA and 0.5 g/l
activated coal + %0.1 AgNO; + 5 uM NAA. In C. persicum species, embryo and
plants derieved from these embryos formed from anther explants were cultured on
BS medium containing SuM NAA. Shoot like formations were formed from
anthers cultured on B5S medium including 5uM NAA in C. hederifolium species.
As a result of ovule culture experiments of C. persicum and Melody F1 commercial
variety, callus, embryo formations and shoots occured from MS medium supplied
with 2 mg/1 2,4-D + 0.8 mg/1 2iP and 2 mg/1 2,4-D + 0.5 mg/1 2iP, respectively. In
C. coum and C. pseudibericum species, only callus formations were formed.
Embryos occured from MS medium containing 0.5 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/I 2iP, 0.5
mg/l 2,4-D + 0.8 mg/l 2iP, 1 mg/l 2,4-D + 0.3 mg/l 2iP in C. cilicium. Callus,
embryos, shoot like formations formed in MS medium containing 1 mg/l 2,4-D +
0.5 mg/1 2iP in C. hederifolium species.

Key Words: Cyclamen, in vitro, MS, B35, haploidy
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GENISLETILMIS OZET

Tiirkiye sahip oldugu cografi konumu nedeniyle {i¢ farkli floranin kesistigi
bolgede yer almaktadir. Dolayisiyla iilkemiz, bitkisel gen kaynaklari agisindan
oldukca zengindir. Ulkemizde yayilis gdsteren 12.500 bitki tiiriiniin yaklasik 3.700
adedi endemiktir. Ulkemizde kiiltiirii yapilan énemli siis bitkileri; zambak, lale,
siklamen, anemon ve c¢igdem’dir. Tiirkiye’de yayilis gosteren en Onemli
geofitlerden bir tanesi de Cyclamen cinsidir. Myrsinaceae familyasina ait olan bu
tiir diinya iizerinde 21, iilkemizde ise 10 tiir ile yayilis gostermektedir. Ulkemizde
yayilig gosteren siklamen tiirlerinin 6 tanesi endemiktir. Tirkiye’de yayilis
gosteren ve ilkbaharda ¢icek acan siklamen tiirleri; C. persicum, C. pseudibericum,
C. coum, C. parviflorum, C. inteminatum, C. trocopteranthum, sonbaharda cicek
acan tiirler ise C. hederifolium, C. cilicium, C. mirabile, C. graecum’dur. Endemik
tiirler ise C. cilicium, C. pseudibericum, C. inteminatum, C. trocopteranthum, C.
mirabile, C. parviflorum olarak bilinmektedir.

Ulkemizde ozellikle siis bitkileri sektoriinde karsilasilan en onemli
sorunlarin  basinda 1slah materyallerinde bagka iilkelere bagimli olmamiz
gelmektedir (Kaza ve ark., 2015). Uretim materyallerinde disa bagimli olmamiz
her yil milyonlarca dolarin 1slah¢1 hakki olarak 6denmesine neden olmaktadir.
Dolayisiyla kendi g¢esitlerimizin gelistirilmesi i¢in 1slah materyali olarak
kullanilacak saf hatlarin {iretimi biiylik 6nem kazanmaktadir.

Saf hat elde etmek icin yapilan 1slah ¢aligmalarinda biyoteknolojik
yontemler kullanilarak siire ve is giicli agisindan dnemli avantajlar saglanmaktadir.
Islahta kullanilan en oOnemli Dbiyoteknolojik yoOntemlerden bir tanesi
dihaploidizasyon yontemidir. Bu teknik haploidizasyon ve dihaploidizasyon olarak
iki asamadan meydana gelmektedir. Haploid bitki, somatik hiicrelerindeki
kromozom sayisi, generatif hiicrelerindeki kromozom sayisi kadar olan bitkilere
denilmektedir. Haploid hatlarin kromozomlarinin kolhisin, oryzalin gibi

kimyasallar ile katlanmasi sonucu dihaploid bireyler meydana gelmektedir.
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Bu ¢alismada C. persicum, C. pseudibericum, C. coum, C. cilicium, C.
hederifolium ve Melody F1 ticari ¢esidinin oviil ve anterleri eksplant olarak
kullanilmistir. Haploid bitki elde etmek i¢in farkli boylarda alinan tomurcuklarda
mikrosporlarin tek ¢ekirdekli evrede oldugu tomurcuk boyu belirlenmistir. Tek
cekirdekli mikrospor hiicrelerine sahip anterlerin bulundugu tomurcuk boylari, C.
persicum tiiriinde 6.98-7.66 mm, C. coum tiirlinde 5-5.42 mm, C. pseudibericum
tiirtinde 7.55 mm, Melody F1 ticari ¢esidinde 7.05 mm, C. hederifolium tiiriinde
8.05-9.05 mm ve C. cilicium tiiriinde ise 4.74- 5.93 mm olarak saptanmustir.

Tek ¢ekirdekli evresi belirlenen tomurcuklara 2 giin boyunca +4°C soguk
uygulamasi yapildiktan sonra anter eksplantlart NAA (0, 1, 3, 5SuM), giimiis nitrat
(%0.1, 0.3), aktif karbon (0.5, 1 g/1) iceren B5 besi yerinde, oviil eksplantlar ise
2,4-D (0.5, 1, 1.5, 2 mg/l) ve 2iP (0.1, 0.3, 0.5, 0.8 mg/l) iceren MS besi yerinde
kiiltiire alinmislardir. Oviil ve anter kiiltiirii denemeleri sonucunda Melody F1 ticari
cesidinde anter kiiltiirtinde 1 g/l aktif karbon, 0.5 mg/l aktif karbon + %0.1 AgNO;
+1 uM NAA, 0.5 mg/] aktif karbon + %0.1 AgNO; + 3 uM NAA ve 0.5 g/l aktif
karbon + %0.1 AgNO; + 5 uM NAA igeren BS besi yerinde kallus olusumlar
gozlenmistir. C. persicum tiiriinde anter kiiltiirli denemelerinde haploid embriyo
olusumu ve bitkiye doniisiim, SuM NAA iceren B5 besi yerinde meydana
gelmistir. C. hederifolium tiiriinde ise SuM NAA iceren BS besi yerinde siirgiin
benzeri yapilar olugmustur. Oviil kiiltiirii denemeleri sonucunda C. persicum ve
Melody F1 ticari ¢esidinde, kallus, embriyo ve bitkiye doniisiim sirasiyla 2 mg/l
2,4-D + 0.8 mg/l 2iP ve 2 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l 2iP iceren MS besi yerlerinde
meydana gelmistir. C. coum ve C. pseudibericum tiriinde yalnizca kallus
olusumlart meydana gelmistir. C. cilicium tiiriinde embriyolar, 0.5 mg/1 2,4-D + 0.1
mg/l 2iP, 0.5 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/l 2iP, 1 mg/l 2,4-D + 0.3 mg/l 2iP igeren MS
besi yerinde olusmustur. C. hederifolium tiriinde ise 1 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l 2iP
iceren MS besi yerinde kallus, embriyo ve siirgiin benzeri yapilari meydana

gelmistir.
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TESEKKUR

Caligmamin her asamasinda destek olan ve yardimlarini esirgemeyen
‘‘Siklamende Anter ve Oviil Kiiltiirii Yontemleri ile Haploid Bitkilerin Elde
Edilmesi’’ baslikli doktora tez konusunda g¢alismama olanak saglayan fikirleri,
yonlendirmeleri ile bana her daim dogru yolu gésteren danisman hocam Sayin
Prof. Dr. N. Yesim YALCIN MENDI’ye sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmalarim boyunca disiince ve fikirleri ile manevi destegini higbir
zaman esirgemeyen laboratuvarimizin kurucusu Sayin Prof. Dr. Selim
CETINER’e, Doktora Tez izleme Komitesi iiyeleri hocalarim Sayin Sebnem
Sekiire ELLIALTIOGLU’na, Prof. Dr. Nebahat SARI’ya doktora tezimde
verdikleri destek, emek ve katkilarindan dolay1 tesekkiir ederim. Doktora tez jiiri
tiyelerimden lisansiistii 6grenimim boyunca desteklerini esirgemeyen Sayin Prof.
Dr. Yildiz AKA KACAR hocama tesekkiir ederim.

Tez ¢alismam siiresince yardimlarini esirgemeyen Biyolog Tolga IZGU’ye,
Yrd. Dog. Dr. Pembe CURUK’e, Dr. Ozhan SIMSEK’e, Ars. Gor. Mehmet
TUTUNCU’ye, ayrica anterlerde tek cekirdekli mikrospor hiicrelerinin
asamalarinin tespitinde yardimci olan Sayin Dog. Dr. Esin ARI’ya, histolojik
analizler boyunca yardimlarim esirgemeyen Sayin Prof. Dr. Sinan ETI ve Ars. Gor.
Senay KARABIYIK a, flow sitometri analizleri boyunca yardimci olan Sayin Prof.
Dr. Metin TUNA hocama tesekkiir ederim.

Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Ogretim
Uyelerine ve bu tezin yapilmasinda maddi destek saglayan C.U. Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimine tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca bana desteklerini her zaman hissettiren ve her konuda
kosulsuz yanimda olan kardesim Onur SEVINDIK e, annem Sagmiye SEVINDIK
ve babam Necati SEVINDIK ’e sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GIRIS Basar SEVINDIK

1. GIRIS

Tiirkiye cografi konumu, farkli iklim kusaklarina ev sahipligi yapmasi ve
Avrupa-Sibirya, Iran-Turan ve Akdeniz olmak iizere ii¢ farkli gen merkezinin
kesistigi yer olmasi nedeniyle zengin bir floraya sahiptir. Ulkemizin jeolojik
farkliliklar1, dag kusaklarimin son derece engebeli olmasi, egimin kisa mesafelerde
stk stk degismesinden kaynaklanan lokal iklim alanlarinin meydana gelmesi,
zengin su kaynaklarina sahip olmasi ve li¢ tarafinin denizlerle gevrili olmasi, bitki
cesitliliginin fazla olmasina olanak saglamistir (Délarslan ve Giil, 2015; Giiner ve
ark., 2000). Ayrica iilkemiz, florasindaki bitki ¢esitliliginin yiiksek olmasinin yani
sira endemik tiirler agisindan da olduk¢a zengindir. Tiirkiye’nin endemizm orani
yaklasik %34 olup, bu oran birgok Avrupa iilkesinden (Yunanistan: %14.9; Fransa:
%2.9; Ispanya: %18.6 ve Polonya: %0.1) daha yiiksektir (Dilaver, 2013).
Ulkemizde yayilis gdsteren 163 familyada bulunan 3.500’e yakin tiir endemiktir.
Bu familyalarda yaklagik 12.000 adet takson bulunmakta (tiir, alt tiir, varyete vb.)
ve bu taksonlarin 3.700’e yakini endemik olarak bilinmektedir. Tiirkiye’nin yiiz
Ol¢iimil, diinya yiiz Ol¢iimiiniin %0.53’Tlinii  kaplamaktadir. Ancak iilkemiz
florasinda bulunan bitki tiirleri diinyada tanimlanmis bitki tiirlerinin %3.6’s1m
kapsamaktadir. Bu oran {ilkemiz florasinin ne kadar zengin oldugunun énemli bir
gostergesidir (Arslan ve ark., 2015). Diinyada 34 biyocgesitlilik noktasinda bulunan
bitkilerin %50’sinin endemik oldugu diisiiniildiigiinde Tiirkiye’'nin endemizm
oraninin da ne kadar yiiksek oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Tiirkiye florasinda bulunan yaklasik 12.000 tiirden 688 tanesi geofitler
olarak bilinen soganli, rizomlu, yumrulu bitkilerdir ve iilkemiz florasinda %6
oraninda bir yer tutmaktadir (Ozhatay ve Byfield, 2005). Ulkemizde yayilis
gosteren geofitlerden 162 tanesi endemiktir. Fakat Tiirkiye’de bulunan geofit
tiirleri, tarla agmalar ve agsir1 otlatma, sanayilesme, tarimsal miicadeleler, orman
yanginlari, kara yollarinin yol genisletme, yol agma faaliyetleri, izinsiz toplayicilar

ve ihrag iiriinii olarak kullanilmasi nedeniyle tehdit altindadir (Kogak, 2012).
1
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Geofitler Spermatophyta boliimiinde, Magnoliophyta alt boliimiinde yer
alir. Liliopsida (Tek Cenekli) ve Magnoliapsida (Cift ¢cenekli) siniflarina ayrilmig
olsalar da ¢ogunlugu tek ¢eneklidir (Kalyoncu Dogan, 2007). Geofitler toprak iistii
organlar1 gelisme mevsimini tamamladiktan sonra kuruyarak oOlmekte ve yaz
aylarim toprak altinda depo organlarinda bulundurduklari depo maddeleri ile
devam ettirmektedirler (Karagiizel ve ark., 2007). Bu bitkiler ilkbahar ve
sonbaharda sicakligin normale donmesi ve yagislarin baglamasindan sonra
vejetasyon donemine gegerler (Kalyoncu Dogan, 2007). Geofitlerin ¢ogu 23°
kuzey ve 45° giiney enlemleri arasinda yayilis gostermektedir. Geofitler agisindan
en zengin iilke, 2000 tiir ile Giiney Afrika’dir ve bu iilkeyi Akdeniz iklimine sahip
tilkeler ve Amerika, Avusturalya gibi iilkeler izlemektedir (Dallman, 1998).

Geofitlerin, siis bitkileri, tibbi aromatik, endiistriyel bitkiler ve dogrudan
besin olarak kullamlan bitkiler olarak ¢ok farkli kullanim alanlar1 vardir. Ulke
ekonomisine dogrudan katki saglayan kullanimlarindan en 6nemlisi ise siis bitkileri
sektoriinde i¢ mekan, dis mekan, kesme ¢icek ve dogal soganl siis bitkileri olarak
kullanilmalaridir. Siis bitkileri olarak geofitler, dogal cicek soganlar1 adi altinda
siniflandirilmaktadir ve siis bitkileri sektdriinde 6nemli bir yere sahiptir. Diinyada 1
milyon 750 bin 66 ha alan ve 68 milyar 780 milyon 500 bin € degerinde siis
bitkileri {iretimi yapilmaktadir (Kazaz, 2016). Ulkemizde ise bu rakam 45.126 ha
olarak hesaplanmistir. Uretimi yapilan siis bitkilerinde ise dogal cicek soganlar
orani %1.23 (48.579 da, 25.337.330 adet) olarak bilinmektedir. Tiirkiye’de tiirlere
gore ihracat oranlarma bakildiginda siklamen tiirliniin yaklasik %9’luk oranla
onemli bir tiir oldugu gézlenmektedir (Kazaz ve ark., 2015).

Cyclamen cinsi, Myrsinaceae familyasina aittir ve 21 adet tiir icermektedir
(Addam ve ark., 2017). Orijini Akdeniz havzasi olan Cyclamen cinsi iilkemizde 12
takson ile yayilig gostermektedir ve bu taksonlardan 6 tanesi iilkemize endemiktir

(Izgii ve ark., 2016).
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A N
Sekil 1.1. Cyclamen pe

rs

Siklamen bitkisinin dogal yayilis gosterdigi iller Adana, Antalya, Amasya,
Artvin, Aydin, Balikesir, Bolu, Canakkale, Giresun, izmir, Kahramanmaras, Mugla
Konya, Mersin, Osmaniye, Rize ve Trabzon olarak siralanabilir. Ulkemizde yayilis
gosteren siklamen tiirleri ilkbaharda ve sonbaharda ¢igek agan tiirler olmak iizere
iki farkli vejetasyon siiresince toprak iistii varligin1 devam ettirmektedir. Cyclamen
persicum Miller., Cyclamen pseudibericum Hildebr., Cyclamen coum Miller.,
Cyclamen alpinum Dammann ex Spreng, Cyclamen trochopteranthum O. Schwarz-
, Cyclamen parviflorum Pobed. tiirleri ilkbaharda cicek acarken; C. hederifolium
Aiton., C. graecum Link., C. cilicium Boiss ve Heldr., C. mirabile Hildebr.
sonbaharda ¢igeklenmektedir (Giindogan, 2003). Ulkemize endemik olan tiirler ise
C. parviflorum Pobed, C. pseudibericum Hildebr., C. cilicium Boiss ve Heldr., C.
intaminatum (Meikle) Grey-Wilson, C. mirabile Hildebr. tiirleri olarak

bilinmektedir (Ekim ve ark., 1991).
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Latince ‘kuklos’ veya ‘cyclos’ daire anlamina gelmektedir ve Siklamen
adinin ¢ok eski caglarda bu kelimelerden kdken aldig1 bilinmektedir. Bunun sebebi
ise toprak alt1 organlarmin yuvarlak, yapraklarinin ve meyve saplarinin ise daire
seklinde olmasidir (Tanker ve Tirkdz, 1984; Ciiriikk, 2013). Morfolojik ve
fizyolojik olarak incelendiginde, meyve saplarindaki bu dairesel yapimin bitkinin
kendini koruma mekanizmasi oldugu goriilmektedir. Cigek saplarinin doéllenmeden
sonra spiral seklinde kivrilarak tohum Kkapsiillerini topraga c¢ektigi; bdylece
tohumlarmi otlayan hayvanlardan, riizgarin ve giinesin kurutucu etkilerinden
uzaklastirdig1 belirtilmistir (Mathew ve Ozhatay, 2001). Cyclamen tiirlerinin toprak
altt depo organlar1 ve toprak altt govdeleri ¢ok yillik otsudur. Yapraklarin saplari
uzun, yaprak sekilleri ise oval, dairemsi ve kalp seklindedir. Yapraklarin lizerinde
giimiisi desenler bulunur. Yapraklarin renkleri agik yesilden koyu yesile dogru
farklilik gosterir. Ayrica yapraklarin kenarlarinda farkli sekillerde dislilik
mevcuttur. Cigcek yapisi incelendiginde, her cicek sapinda tek cicek bulunur ve
cicekler genelde uzun cicek saplarinin uglarindan 6ne dogru egiktir. Cigek saplari,
meyveler olgunlasmaya basladiginda, spiral seklinde kivrilir. Bes loblu g¢anak
yapraklarin i¢ kismindaki kisa korolla yarim kiire seklinde tiiplii eflatun, pembe
veya beyaz renklidir. Petaller uctan geriye kivrik ve her bir petal merkezden disa
dogru hafif bir kivriim olusturmaktadir. Erkek organ 5 stamenlidir ve korolla’nin
tabanindadir, flamentler ¢ok kisa, anterler ise genis olup koni olusturmuslardir. Ust
durumlu ovaryum, ince bir stilusa sahiptir ve stilus uzun oldugu i¢in anterlerden

yiiksekte bulunmaktadir (Davis, 1978; Ciiriik, 2013).
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Sekil 1.2. Cyclamen bitkisinin morfolojik yapis1 (Yal¢gin Mendi ve Ciiriik 2016)

Siklamen tiirleri farkli iklimlere adapte olmus olsalar da saglikli ve kaliteli
yetistiricilik agisindan optimum iklim istekleri olarak %60-80 nem orani, giindiiz
16 °C, gece ise 14 °C hava sicakligi istegi bulunmaktadir. Bazi tiirlerde 25°C’nin
izerinde kaba ve biiyiik yapraklarin olustugu gézlenmistir ve bu durumun ¢igek
olusumunu olumsuz yonde etkiledigi belirtilmistir. Toprak istekleri incelendiginde

havadar ve kolay drenaja sahip toprak istemektedir. Siklamen tiirleri 151k istegi
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bakimindan fotoperyodizme duyarsiz goriinseler de, yiiksek 151k yogunlugunun
cicek tomurcuklarinin sayisim artirdigi bilinmektedir. Ancak kaliteli ve saglikh
bitkiler elde etmek icin yetistiricilik agisindan sera igerisindeki 1s1tk miktarinin
30.000 lix (500W/m’)iin iizerinde tutulmamasi Onerilmektedir. Dolayisiyla
bitkilerin asir1 1s1ktan etkilenmemesi ve gilines yaniklarindan korunmasi i¢in yazin
%60 oraninda golgeleme yapilmasi tavsiye edilmektedir (Ciiriik, 2013). Saglikli
kok gelisimi igin agir ve ¢ok nemli topraklar gelisme bozukluklarina sebep olacak
kok zararlarina neden olabilir.

Siklamen tiirleri, siis bitkisi 6zelliginin yani sira kozmetikte ve tibbi
aromatik ozellikleri ile de bircok iilkede alternatif tip olarak adlandirilan halk
tibbinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Siklamen bitkisinin bu 6zelliginde
yumrularinda barindirdigi kristalin, saponin, antosiyanin ve organik asitler gibi
sekonder metabolitlerin dnemli rolii vardir. Ayrica yumrularin bu ozelliginden
kimya ve ila¢ sanayinde yararlanilmaktadir (Yilanci, 2016; Gokgeoglu ve Sukatar,
1985). C.coum var. coum tiriinin kisirlik tedavisinde kullamildigr belirtilmistir
(izgii ve ark., 2016; Calis ve ark., 1997; Foubert ve ark., 2008). Siklamen tiirlerinin
barindirdig1 saponinlerin, sitotoksik, spermisit, antimikrobiyal, agri kesici ve
antienflamatuar etkileri oldugu yapilan ¢aligmalarda ortaya konulmustur (izgii ve
ark., 2016, Altunkeyik ve ark., 2012; Calis ve ark., 1997; Foubert ve ark., 2008).
Ayrica tarimsal zararlilarla biyolojik miicadelede de siklamenlerin yumrularindan
elde edilen suyun tiitiin zararhilarin1 yok etmek icin kullanildigi belirtilmistir
(Y1ilanct, 2016).

Siklamen bitkisi, dogal yasam alanlarinda tohum ile iremektedir. Siklamen
cinsinde bir bitkideki ¢igek sayisi ortalama olarak 20-30 arasinda degismekle
birlikte, her ¢igekten ortalama 20 ile 50 arasinda tohum elde edilmektedir (Bossard,
1960). Siis bitkisi olarak ticari kullanima sahip siklamen tiirleri de tohum ile
cogaltilmaktadir.

Klasik melezleme yontemi ile teker teker el ile yapilan melezleme islemi

oldukca zahmetli ve uzun siireli oldugu icin siklamen tohumlar1 pahalidir
6
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(Wellensiek, 1959). Ayrica siklamen bitkisinin dollenme biyolojisi ile ilgili olarak
dogada yayilis gosteren genotiplerde kendine kisirlik ve kendileme depresyonu
oldugu belirlenmistir. Déllenme biyolojisindeki bu bozukluklarin sebepleri lizerine
yapilan arastirmalarda kendileme depresyonunun kendine doéllenen poligenik
tiirlerde meydana gelen mutasyonlar oldugu ileri siiriilmiistiir (Affre ve Thompson,
1999; Lande ve Schemske, 1985). Siklamenin melezleme 1slahinda, dollenme
biyolojisindeki kendileme depresyonundan dolay: saf hatlarin elde edilmesi ve yeni
cesitlerin gelistirilmesinde sorun yasanmaktadir.

Ulkemizde siis bitkileri sektdriindeki en énemli sorunlarindan bir tanesi de
tretim materyalindeki disa bagimliliktir. Bu problemin temelinde, siis
bitkilerindeki yetersiz 1slah ¢alismalar1 ve dolayisiyla sektore kazandirilan bitki ve
tiir sayisin neredeyse yok denecek kadar az olmasi yatmaktadir. Ulkemizde siis
bitkileri sektoriinde kendi iiretim materyalimizin olmayist ve bu konuda disa
bagimli olmamiz nedeniyle her yil yiiksek miktarlarda 6denen 1slah¢i hakki
(royalite), bu sektordeki en biiyiik gider olarak goze ¢arpmaktadir. Bu oran yiiksek
oldugu icin siis bitkileri agisindan iilkemizdeki siis bitkileri iireticilerinin diinya
pivasasindaki rekabet giicii azalmaktadir. Bu sorun izinsiz ¢ogaltim gibi diger
onemli bir probleme de temel olusturmaktadir. Siis bitkileri sektdriindeki bu 6nemli
sorunlarin Oniine gegebilmek ve diinya piyasasindaki iireticiler ile rekabeti
saglayabilmek i¢in sektdrde talep gorecek kaliteli ve verimli yerli siis bitkilerinin
tiretilmesi gerekmektedir (Kazaz ve ark., 2015). Siklamen bitkisinin siis bitkileri
sektoriindeki en biiyiilk sorunu ise sektdrdeki temel problemlerden biri olan
tretimin daha pahali olmasindan dolay1 dogadan sdkiilerek ihra¢ edilmesidir
(Koyuncu ve Ekim, 1984). Ayrica son zamanlarda iilkemizde siklamen ticareti
belirli boydaki siklamen fidelerini ithal edip, bu fideleri ¢igeklenme asamasina
getirip, daha sonra da ihra¢ edilmesi seklinde yapilmaktadir.

Siklamen 1slah1 da diger siis bitkilerinde oldugu gibi genellikle klasik
melezleme yontemleri ile yapilmaktadir. Siklamen bitkisinde tohumdan c¢icege

kadar gecen siire tiirlere gore degismekle birlikte, ortalama 150 giiniin tizerinde
7
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oldugu bilinmektedir. Bu siire 1slah ¢aligmalari i¢in saf hat elde etme agisindan
uzun bir siiredir. Ayrica siklamende goriilen kendileme depresyonu, farkli ploidi
seviyeleri, baz1 genotipler arasinda homojenite olmamas1 ve abortif embriyo
olusumuna neden olan kendine uyusmazlik, yeni cesitlerin klasik yontemlerle
gelistirilmesini zorlastirmaktadir (Jalali ve ark., 2012; Schwenkel ve Winkelmann,
1998). Bu noktada bitki biyoteknolojisi 6nemli avantajlar sunmaktadir.

Bitki biyoteknolojisi temel olarak doku kiiltiirii, molekiiler teknikler -
genetik miithendisligi olacak sekilde 2 kisimdan olusmaktadir. Hiicresel totipotensi
kavrammin 19. yiizyllda ortaya c¢ikmasi ile bitkilerin yiiksek rejenerasyon
kapasiteleri oldugu gozlenmistir. Doku kiiltiirii tekniklerinin ortaya ¢ikmasinda da
hiicresel totipotensi ve rejenerasyon temel olusturmaktadir (Hensaw ve ark., 1982).
Doku kiiltiirii bitki, hiicre, doku, organ gibi bitki parcalarin aspetik sartlarda,
steril ortamda besi yerlerinde kiiltiire alinip, yeni bitki, doku veya bitkisel tiriinler
elde etme olarak tanimlanmaktadir. Doku kiiltiirii icerisinde amaca yonelik farkli
teknikler bulunmaktadir ve 1slah calismalarinda giliniimiizde yaygin olarak
kullanilmaktadir. (Babaoglu ve ark., 2001). Bitki 1slahinda kullanilan doku kiiltiirii
teknikleri, tiirler arasi melezlemeler sonucu olusan embriyolarin kurtarilmasi,
haploid bitki tiretimi, somaklonal varyasyon, in vitro seleksiyon, in vitro dollenme,
in vitro germplazm muhafazasi, somatik hiicre melezlemesi ve gen transferi olarak
sayilabilir. Belirtilen bu yontemlerden giinlimiizde en sik kullanilan
dihaploidizasyon yontemidir. Klasik yontemlerle yapilan 1slah c¢alismalarinda tek
yillik tiirlerde saf hatlarin elde edilmesi i¢in yaklasik 7 ile 9 jenerasyon kendileme
yapilmasi gerekmektedir. Bu da 1slahg1 i¢in en az 7 ile 9 yil anlamina gelmektedir
(Borém ve Miranda, 2009). Cok yilliklarda ise bu islem daha uzun siirmektedir.

Ayrica kendileme islemi sonunda higbir zaman %100 homozigot clde
edilememektedir. Bazi arastirmacilar F, ve Fs bireylerde en fazla %96’lik bir
homozigoti yakalamiglardir (Germana, 2011). Haploidizasyon yontemi ile %100

homozigoti elde etmek icin gecen siirenin 1-2 yila kadar indigi gbz Oniinde
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bulunduruldugunda islah ¢aligmalarinda kullanilan doku kiiltiirii tekniklerinin ne
derece 6nemli oldugu gbézlenmektedir.

Siklamende yeni cesitlerin gelistirilmesi igin klasik yontemlerin yaninda
biyoteknolojik yontemler son zamanlarda yaygin olarak kullanilmaya baslanmustir.
Diger siis bitkilerinde oldugu gibi siklamende de yeni ¢esit gelistirmek ve 1slah
stirecini kisaltmak i¢in kullanilan en 6nemli biyoteknolojik yontemlerden bir tanesi
haploidizasyon teknigidir. Haploid bitkiler gametofitik kromozom sayisina sahip
sporofitik bitkiler olarak tanimlanmaktadir (Germana, 2011). Bir baska tanimla
haploid bitkiler somatik hiicrelerinde ait olduklar1 o tiirlin gamet hiicrelerindeki
kromozom sayis1 kadar kormozom tasiyan bitkilerdir. Haploid bitkiler tek set
kromozom tagirlar (Boren ve Fritshe-Neto, 2014). Bu 6zellikleri ile haploid bitkiler
resesif mutasyonlarin agiga ¢ikarilmasinda ve homozigot bitkilerin elde
edilmesinde biiylik 6nem tasimaktadir. Ayrica haploidizasyon teknigi ile elde
edilen bitkilerin kromozomlarinin katlanmasi ile ¢ok kisa stire i¢erisinde %100 saf
hatlar elde edilebilmektedir (Ellialtioglu ve ark., 2002). Klasik yontemler
kullanilarak saf hat elde etmek cok sayida geriye melezleme gerektirmektedir ve
haploidizasyon teknigi ile ulagilan %100 homozigotiye ulagsma olasilig1 yok
denecek kadar azdir (Neuman ve ark., 2009).

Haploid bitkiler, gii¢siiz, bodur, diploid bireylere gore daha verimsiz,
yapraklar kiiclik, bogum aralar1 kisa, ciceklenme siireleri daha uzun, abiyotik ve
biyotik streslere kars1 daha duyarli, polenleri kiigiik ve anormal sekilli, plastidleri
az, stomalar1 daha kiigiik ve birim alanda daha fazla stoma tasirlar ve yiiksek
oranda steril bitkiler olduklar igin tarimda dogrudan kullanilamazlar (Boren ve
Fritshe-Neto, 2014; Ari, 2006). Fakat bunun yam sira 1slah ¢aligmalarinda ¢ok
Oonemli avantajlar sagladiklar1 igin Onemli 1slah materyalleridirler. Haploid

bitkilerin 1slahta kullanim avantajlarini asagidaki gibi siralamak miimkiindiir.
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1. Kisa siirede %100 homozigoti saglar.

2. Dioik tiirlerde ve ozellikle siklamen gibi kendileme depresyonu nedeniyle
homozigotiye ulasilmasi zor olan tiirlerde bir jenerasyon sonunda bu gibi
problemlerin ortadan kaldirilmasina olanak saglar.

3. Genglik kisirligi uzun siiren orman ve meyve agaclari gibi kendileme
miimkiin olsa bile homozigotiye ulasmanin zor oldugu odunsu tiirlerde
1slah siirecini kisaltir.

4. FElde edilen haploid bireyler ¢esitli kimyasallarla katlanarak dihaploid hale
getirilip, F1 hibrit 1slahinda ana ve baba hatlar olarak kullanilabilirler.

5. Diploid bir bireyde dominant genler tarafindan ortiilen resesif genlerin
mutlak homozigotiye sahip bireylerde kendini gostermelerini saglar.

6. Invitro ortamlarda farkli biyotik ve abiyotik stres etkenlerine kars1 segilim
olanagi saglar.

7. Somatik hibridizasyon isleminin diploid hiicrelere oranla daha kolay
yapilmasia olanak verir ve iki haploid protoplast birleserek diploid
hiicreyi meydana getirir.

8. Dollenme biyolojilerinde problem olan bazi tiirlerde haploid uyartim ile
yeni bireyler elde edilmesinde 6nemli rol oynar (Asparagus officinalis
tiirlinde erkek bireylerin elde edilmesi buna iyi bir 6rnektir (Ellialtioglu ve

ark., 2001).

Haploid bitkilerin elde edilmesi i¢in farkli teknikler kullanilmakla birlikte
haploid bitki olusumu dogada ¢ok nadir de olsa kendiliginden de goriilebilmektedir
(Murovec ve Borut, 2012). Haploid bitkiler asagida belirtilen siireglerle elde
edilebilmektedir.

1. Yumurta hiicresinin dollenme olmadan zigota benzer bir sekilde
boliinmeye baslamasi olarak tanimlanan gynogenesis ile elde edilirler.

Dollenme meydana geldikten sonra disi hiicresinin  ¢ekirdeginin
10
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kaybolmasi ile yalnizca erkek gametlerde bulunan genetik materyale sahip
hiicrelerin gelismesi olay1 androgenesis olarak tamimlanir ve bu sekilde
haploid bitkiler olusur. Bunun yani sira semigami, poliembriyoni ve
kromozom eliminasyonu ile de dogada spontan haploid bitki olusumlari
gozlenmektedir. Fakat semigami, poliembriyoni ve kromozom
eliminasyonu ile haploid bitki elde etme frekanslar1 oldukga diisiiktiir (Ari,
2006; Ellialtioglu ve ark., 2002). Birgok arastirmaci in vivo haploidizasyon
lizerine arastirma yapmuslardir fakat kesin bir sonuca ulagamamak ile
birlikte bu olusumun mikrosporlardaki anormalliklerden kaynakladigini
belirtmislerdir (Boren ve Fritshe-Neto, 2014).

2. Maternal haploidlerin in situ uyartimi seklinde tiir i¢i tozlanma ile (musir),
tiir i¢i tozlanma seklinde yapilabilen 1sinlanmis polen teknigi ile, yabani
akrabalarin polenleri veya birbiri ile akrabaliklar1 bulunmayan tiirlerin
polenleri ile tiirler arasi ve hatta cinsler arasi tozlanarak, kimyasal
uygulamalar ve sicaklik soklar1 ile haploid bitkiler elde edilmektedir.
Isinlanmig polen tekniginde emaskiilasyon ve embriyo kurtarma asamalari
onemli noktalar1 olugturmaktadir (Murovec ve Borut, 2012).

3. In vitro uyartim ile haploid bitkilerin elde edilmesi ise disi ve erkek
organlarin in vitro sartlarda kiiltiire alinmasi olarak bilinmektedir. Dogada
kendiliginden meydana gelen haploid bitkilerin 1slah programlarina entegre
edilmesi zor oldugu icin ve ayrica bu yontem kontrollii sartlarda

yapilmasindan dolayi 1slah i¢in ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir.

In vitro sartlarda olgunlagmamis erkek gamet hiicrelerinin kiiltiire alinmasi
ile yapilan haploidizasyon ¢aligmalari androgenesis olarak tanimlanir. Anter
kiiltiiri uygulama agisindan teknik olarak basit bir metot olup, basar1 sansi
eksplantlarin alindig1 bitkisel materyalin kiiltlir kosullarina, besi yeri bilesenlerine,
yiizey sterilizasyonuna, tomurcuklarin dogru zamanda kiiltiire alinmasina (ge¢ tek

cekirdekli evre ve erken cift cekirdekli evre), tomurcuklara uygulanan ©n
11
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uygulamalara, in vitro asamadaki kiiltiir kosullarma ve kiiltiire alinan bitkinin
genetik yatkinligina baglidir. Haploidizasyon g¢alismalarinda en etkili ve en ¢ok
kullanilan yontem olarak kabul edilmektedir. Bu yontemde anterler dogrudan
kiiltiire alindig1 gibi mikrosporlarin izolasyonundan sonra kiiltiire alinmasi seklinde
de yapilmaktadir (Murovec ve Borut, 2012). Bu yontemde temel prensip normal
sartlarda iki ¢ekirdekli yapiya sahip olan polen tanesini tek c¢ekirdekli evrede
yakalayip, bu gelisimi somatik yonde ilerlemesini saglayip haploid bitkiler elde
etmektir.

Gynogenesis ise dollenmemis disi gamet hiicrelerinin in vitro’da kiiltiire
alinmasi ile meydana gelen haploid bitki uyartimidir. Genelde oviil kiiltiirii olarak
yapilan gynogenesis ¢alismalarinda basar1 sansi tiirlere gore degismektedir. Bazi
tiirlerde ise ovaryum kiiltiirii daha etkili sonu¢ vermektedir. Oviil ve ovaryum
kiiltiirlinde basar1 sansini etkileyen en biiyiik faktor ise bitkisel materyalin alindig1
tomurcugun boyutudur. Boyutun dogru tespit edilmesi i¢in anter kiiltiiriinde oldugu
gibi mikrosporlarin tek ¢ekirdekli oldugu evre baz alinir (Ar1, 2006; Ellialtioglu ve
ark., 2001).

Dihaploidizasyon yoOnteminin en O6nemli asamasi olarak bilinen kisim
kromozomlarin katlanma asamasidir. Kromozomlarin katlanmasi ile %100
homozigot hatlar elde edilir. Bazi tiirlerde kromozomlar kendiliginden katlanirlar
fakat cogu tiirde kromozomlarin katlanmasinda farkli kimyasallar kullanilmaktadir.
Spontan katlanan tiirlerdeki mekanizmanin nedeni niikleer fiizyon olarak
bilinmektedir. Ploidi 1slahinda kromozom setlerinin sayilarinin katlanmasinda en
cok kullanilan kimyasallar azot peroksit, kafein, chloral hydrate, siilfanilonide,
hexachlorocyclohexan, acenaphtene, etil merkiiri klorid, hekzoklorosiklohekzan,
kolhisin ve orizalin’dir. Belirtilen bu kimyasallardan en sik kullanilani ise
kolhisindir (Bilir Ekbig, 2010).

Kolhisin etkilesime gectigi hiicrelerin mitoz boliinme agsamasinda metafaz

sathasinda meydana gelen ig ipliklerinin olugmasini engeller ve replikasyona
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ugramis kromozomlarin sayisim ikiye katlar, boylelikle dihaploid hatlar elde
edilmis olur (Ellialtioglu ve ark., 2001).

Haploid terimi ile ilgili ilk bulgular 1920 yilinda yaymlanmstir.
Angiospermler de ise haploid bitkiler ile ilgili ilk ¢alisma, pamuk bitkisinde oldugu
belirtilmistir (Dunwell, 2010). Bu ¢alismalari sirasiyla Datura stramonium (Boru
cigcegi) (Blakelsee ve ark., 1922), Nicotiana tabacum (Tiitiin) (Gaines ve Aase,
1926) ve Triticum compactum humboldtii (Bugday) (Clausen ve Mann, 1924)
izlemislerdir.

Giiniimiizde haploidizasyon teknigi kullanilarak yapilan islah g¢alismalari
oldukca fazladir. Fakat siklamen tiirlerinde yapilan haploidizasyon calismalari
oldukga siirli kalmistir. Diinyada giin gegtik¢e 6nem kazanan bir siis bitkisi olan
siklamenlerde 1slah ¢alismalar1 klasik yontemlere dayali olarak yapilmaktadir. Bir
siklamen cenneti olan iilkemiz, bu tiirlerden yeni ¢esit gelistirmek icin 1slahgilara
tir bazinda ¢ok biiyiik olanak saglamaktadir. Ulkemizin siis bitkilerindeki en
biiylik problemlerinden biri olan 1slah materyalindeki disa bagimliligin ortadan
kaldirilmasi i¢in iilkemizin bize sundugu bu essiz zenginlikten yararlanmak
gerekmektedir. Siklamen tiirlerinde kendi cesitlerimizin gelistirilmesi ve siklamen
1slahinda en biiyiik engellerden biri olan dollenme biyolojisindeki bozukluklarin
Oniine gecilmesi i¢in biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasi neredeyse zorunlu
hale gelmektedir. Siklamen tiirlerinde saf hatlarin gelistirilmesinde 1slah siirecinin
kisaltilmast  ve %100 homozigot bireylerin elde edilmesi amaciyla
dihaploidizasyon yontemi bilyiik onem tagimaktadir.

Bu calismada, Tiirkiye’de dogal yayilis gdsteren tiirler (C. pseudibericum
C. cilicium, C. coum, C. persicum, C. hederifolium) ile renk ve ¢icek 6zelliklerine
gore belirlenen Melody (9246-red) F1 hibrit ¢cesidinde dihaploidizasyon ¢aligmalari
yapilarak saf hatlar elde edilmesi ve ileride yeni siklamen gesitlerinin
gelistirilmesine olanak saglamak amaciyla haploid bireylerin gelistirilmesi
amaglanmigtir. Haploidizasyon ¢alismasinda kullanilan tiirlerden ikisinin endemik

(C. pseudibericum ve C. cilicium), diger ig¢ tliriin iilkemizde dogal yayilis
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gosteriyor olmasi ve ayrica bu dogal tiirlere ek olarak ticari bir ¢esidin de
caligmada yer almasi ¢alismaya ayr1 bir deger kazandirmaktadir.

Tez ¢aligmasinda kullanilan dogal siklamen tiirlerinde ve ticari gesitte,
anter ve oviil kiiltiirii denemeleri kurulmustur. Denemelerde farkli hormon ¢esitleri
ve kombinasyonlari, soguk wuygulamasi, aktif karbon ve glimiis nitrat
konsantrasyonlar1 denenmis ve haploid embriyolar ve diploid bitkiler elde

edilmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Cyclamen Tiirlerinde Oviil Kiiltiirii Calismalar:

Ishizaka ve Uematsu (1993) tiirler arasi hibrit (C. persicum ve C.
hederifolium, C. neapolitanum) elde etmek icin ovill kiiltiiri yontemini
kullanmuglardir. C. persicum (2n=2x=48, 4x=96)’un diploid ve tetraploid ¢esitleri
ana bitki olarak, dogal C. hederifolium veya C. hederifolium var. album (2n=34)
tiirii baba hat olarak kullanilmistir. Tozlamadan sonra melezlenen ovaryumlar,
diizenli olarak toplanmis ve oviiller histolojik olarak incelenmistir. Daha sonra
oviiller, ovaryum ile birlikte degisik kiiltiir ortamlara aktarilmistir. Histolojik
gozlemler ile diploid C. persicum (2n=2x=48)’un ve C. hederifolium var. album
melezlerinin oviillerinin tozlamadan 28 giin sonra, tetraploid C. persicum
(2n=4x=96)"un ve C. hederifolium melezlerinin oviillerinin ise tozlamadan 21 giin
sonra kiiltlir ortamina aktarilmalarimin uygun oldugunu belirtmislerdir. Diploid C.
persicum (2n=2x=48)’un ve C. hederifolium var. album melezlerinden elde edilen
oviillerin kiiltiire alinmasit sonucu en etkili besi yeri %3 sukroz igeren MS ortamu,
tetraploid C. persicum (2n=4x=96)’un ve C. hederifolium kombinasyonundaki
oviillerin kiiltiire alinmasinda ise %3 sukroz +%10 hindistan cevizi siitii iceren MS
ortaminin uygun oldugunu saptmislardir. Her iki tiirlerarasi hibrit, oviil kiiltiird ile
elde edilmistir.

Ishizaka (1996) yapmis oldugu ¢alismada hastaliga dayaniklilik i¢in tiirler
arast melezleme yapmis ve abortif embriyolar ovill kiiltirii yontemi ile
kurtarilmigtir. Diploid ve tetraploid C. persicum ana bitki olarak, C. greacum ise
baba olarak kullanilmgtir.

Tozlanmadan sonra periyodik olarak toplanmistir. Histoljik analizlere gore
tozlanmadan sonra oviiller, 35 giin sonra besi yerlerine aktarilmistir. Oviiller
karanlikta 25°C’de besi yerlerinde kiiltiire alinmiglardir. Oviiller, %3 sukroz, %10
hindistan cevizi siitii igeren MS besi yerinde kiiltiire alinmistir. Kendileme yapilan

bireylerde elde edilen hibritler canli tohum olusturamamistir. CPT ve CG den elde
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edilen kendine ddllenme ile elde edilen tohumlar cansiz ve yiiksek polen kisirlig
gostermistir. Yapilan calismalar sonucunda elde edilen tiirlerin Fusariuma ve
Pseudomonasa dayanikli bireyler oldugu belirlenmistir.

Ishizaka ve Uematsu (1995) ciceklerin kokusu iizerine yaptiklar tiirler
arast melezlemelerde, C. purpurascens ve C. persicum tirlerini kullanmiglar ve
abortif embriyolar1 kurtarma amacli oviil kiiltiirii yapmislardir. Diploid C. persicum
ve tetraploid C. persicum ana bitki olarak, C. purpurascens ise baba bitki olarak
kullanilmigtir. Tozlamadan sonra melezlenmis ovaryumlar diizenli olarak
toplanmig ve parafin bloklarda saklanmistir. Histolojik analizler sonucunda
oviillerin 35 giin sonra besi yerlerine alimmasi ongoriilmiistiir. Daha sonra oviiller,
% 3 sukroz igeren MS besi yerinde 25°C’de karanlikta kiiltire alinmigtir.
Hibridlerde tohum canliliklar1 gézlenmemistir.

Winkelmann ve Serek (2005), calismalarinda farkli 1slahgilara ait farkl
cicek rengi ve farkli biiyiime tiplerine sahip C. persicum tiirline ait cesitlerin
somatik embriyogenesis olusturabilme yeteneklerini test etmislerdir. Her ¢esitten 5
adet bitki ve her bitkiden de 100 oviil alinarak deneme kurulmustur. Kallus
olusturma  kiiltliriinde hormon olarak 9.05 uM 2,4-D (2,4-
dichlorophenoxyaceticacid) ve 3.94 uM 2iP (6-(y,y—dimethylallylaminopurine)
kullanilmigtir. Calismada kullanilan 32 ¢esitten sadece birinde somatik embriyo
olusumu go6zlenmistir. Rejenerasyon orami cesitlere gore %0 ile %65 arasinda
degisiklik gostermistir. Midi tip C. persicum c¢esitleri, mini ve giganteum tip
cesitlerine gore daha diisiik oranda rejenerasyon gosterirken, alev renkli ciceklere
sahip cesitler, yiiksek oranda rejenerasyon gostermislerdir.

Cyclamen  persicum’un  embriyojenik  siispansiyon  kiiltiirlerinden
yararlanilarak kriyoprezervasyon protokolii olusturulmustur. Kriyoprezervasyon
asamasinda hiicre gelisimi {izerine farkli kriyoprotektanlar ve uygulama zamanlar
denenmistir (Fari ve ark. 2006).

Takamura ve ark. (2006) Cyclamen persicum Mill. tiiriinde yapmis

olduklar g¢aligmada farkli azot kaynaklarinin somatik embriyogenesis iizerine
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etkisini arastirmiglar ve vitamin varliginda azotsuz ortamlarda hicbir gelismenin
gerceklesmedigini gozlemlemislerdir. Somatik embriyolarin gelisimi igin en etkili
besi yerinin 20 mM KNO; veya 2 mM NH,Cl + 18 mM KNOs; igeren besi yeri
olduklarin1 gdzlemislerdir. Ayrica bu denemede gelrite miktarinin somatik embriyo
tizerine etkilerini incelemislerdir. Gelrite miktarinin %1 oldugu besi yerinde yaprak
ve kok gelisiminin etkili oldugu gézlenmistir. Gelrite miktarinin %1 ve %2 oldugu
besi yerinde hiperhidrat bitki olusumu gézlenmemisken, gelrite miktarinin %0.25
oldugu besi yerinde hiper hidrat bitkilerin varligi dikkat ¢ekmistir.

Winkelmann ve ark. (2006), Cyclamen persicum Mill.’in embriyojenik
siispansiyon kiiltiirlerinden yararlanarak rejenerasyon protokolii gelistirmislerdir.
Protoplastlar1 embriyojenik siispansiyon kiiltiirlerinden enzimatik 6giitme ile elde
etmiglerdir. ~ Oviill  eksplantlart  kullanmilarak, 2 mg/l 24-D (2/4-
dichlorophenoxyaceticacid) ve 0.8 mg/l 2iP (6-(y,y —dimethylallylamino piirine)
iceren 1/2 MS besi ortamindan embryojenik kalluslar1 elde etmislerdir. Caligilan 11
genotipin 9 tanesinde somatik embriyogenesis basarili sonuglar vermistir.

Savona ve ark. (2007), calismada, Cyclamen persicum Mill cv. ‘Halios’a
ait olgunlagsmamus ve farkli gelisme donemlerinde almis oldugu oviilleri kullanarak
somatik embriyolar1 elde etmislerdir. Besiyeri ortami olarak Schwenkel and
Winkelmann (1998)’1n bildirdigi ortam kullanilmistir. Elde edilen kalluslarda
farklt renk, kompaklik ve farkli somatik embriyo olusturma potansiyelleri
saptanmistir. Embriyojenik genotiplerin tiimii olgunlagsma, ¢imlenme ve tamamen
bitkiye doniisme potansiyeli gostermistir. Elde edilen bitkilerin homojenitesini
tespit etmek igin, bitki agirligi, yaprak uzunlugu, ¢igcek genisligi ve petal sayisi gibi
morfolojik 6zellikleri 6l¢iilmistiir. Morfolojik incelemeler, elde edilen bitkilerde
yiiksek diizeyde homojenite oldugunu gostermistir.

Winkelmann (2010), C. persicum’da somatik embriyo aracilig ile klonal
cogaltimi hedeflemistir. Caligmada eksplant kaynagi olarak ovul kullanmis, kallus

olugturma ortamina ise 2 mg/l 2,4-D ve 0.8 mg/l 2iP eklemistir. Somatik
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emriyogenesis ile elde edilen bitkilerin diisiik bir oraninin somaklonal varyasyon
gosterdigini belirtmistir.

Prange ve ark. (2010) ii¢ farkli yabani Cyclamen tiiriinde (Cyclamen
graecum Link, Cyclamen mirabile Hildebrand, Cyclamen trochopteranthum
Schwarz) embriyojenik kallus kiiltiiri kurmuslar ve somatik embriyogenesis
araciligi ile rejenerasyon protokoliinii gelistirmislerdir. Embriyojenik kallus
olusumu ve rejenerasyon kapasitesi genotiplere bagli olarak degismistir. C.
mirabile tirinde 0.5 g embriyojenik kallustan 1461 somatik embriyo elde
edilmistir.

Kocak ve ark. (2014) 15 farkli C. persicum genotipinden alinan farkl
eksplant tiplerini (oviil, ovaryum, yaprak, yaprak sapi) 2.4-D ve 2iP bilyiime
diizenleyicilerinin farkli kombinasyonlarii igeren MS besi yerinde Kkiiltiire
almislardir. Kallus gelisiminin en iyi oldugu eksplantlarin petioller oldugunu fakat
en c¢ok embriyo olusumunun ovaryum eksplantlarinda meydana geldigini
belirtmisleridir. Oviil eksplantlarinda ise embriyo gelisim oranimm %2.83 olarak
belirtmislerdir.

Izgii ve ark. (2016) Tiirkiye’de yetisen dort farkli Cyclamen tiirlerinde(C.
mirabile, C. parviflorum, C. coum, C. pseudibericum) somatik embriyogenesis
iizerine yapmis olduklar1 ¢alismada ovaryum, yaprak ve yaprak sap1 eksplantlarini
kullanmislardir. Eksplantlar1 2,4-D ve 2iP’nin 13 farkli kombinasyonunu igeren
MS besi yerinde kiiltiire almiglardir. Kallus olusumu i¢in en etkili eksplant tipi C.
cilicium ve C. parviflorum i¢in yaprak, C. mirabile ve C.pseudibericum igin ise
yaprak sap1 oldugunu belirtmislerdir. C. pseudibericum tiiriinde embriyo benzeri
yapilarin en iyi goriildiigii eksplant tipi ovaryum olarak saptanmistir. Embriyo
benzeri yapilarin olusum yiizdeleri sirasiyla C. mirabile i¢in %38, C. cilicium igin

%31, C. pseudibericum icin %16 ve C. parviflorum igin %15 olarak belirtmislerdir.
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2.2. Cyclamen Tiirlerinde Anter Kiiltiirii Calismalar:

Pirrie, (1985) yaptig1 calismada, C. persicum, N. tabacum ve N.
glutinosa’da anter kiiltiirii ile haploid bitkiler elde etmeye c¢alismigtir. C.
persicum’da farkli siirelerde (0, 4, 8, 12 giin) 6n soguk uygulamalarmin (4-6.5 °C)
etkisini arastirmislardir. Anter kiiltirii i¢in tek c¢ekirdekli asamanin, c¢icek
tomurcuklarinin  6-12 mm boyunda olduklart zaman oldugunu belirlemistir.
Anterlerden kallus ve embriyo yapilari olusmadigini bildirmistir.

Ishizaka ve Uematsu (1993) diploid C. persicum (2n=2x=96) ve tetraploid
C. persicum (2n=4x=96) bitkilerinin anterlerini, 0.002 ve 0.2 mg/l NAA iceren ve
%6 siikroz ve % 12 siikroz iceren N6, B5, ve MS besi yerlerinde Kkiiltiire
almiglardir. Karanlik ortamda N6 ve BS ortaminda embriyo olusumu igin optimum
siikroz konsantrasyonunu %9 olarak belirtmiglerdir. Embriyo olusumunun yiiksek
sicaklikta inhibe edildigi gozlemlenmisken, + 5°C’de 2 giin bekletilen anterlerin
gelisimlerinin -~ tesvik  edildigi  saptanmustir.  Embriyoidler  bitkiciklere
dondistiiriilmek iizere %3 sukroz igeren B5 besi yerine aktarilmistir. Anter kiiltiirii
boyunca polenlerin gelisimleri sitolojik olarak incelenmis ve ¢ok hiicreli
goriiniimiin farkli asamalar1 belirlenmistir.

Ishizaka (1998) C. persicum (2n=2x=48) ile C. purpurascens
(2n=2x=34)’in melezlenmesiyle elde edilen F1 hibrit (2n=41) bitkilerin anterleri,
haploid bitki iiretimi igin kiiltiire alinmigtir. Polen gelisiminin erken tek c¢ekirdekli
asamasindaki mikrosporlar iceren anterler, 90 g/l seker ve 0.1, 1 mg/l NAA veya
0.1 mg/l 2,4-D igeren B5 ortaminda 5 °C’de 4 giin, daha sonra 25 °C’de 60 giin
karanlik kosullarda kiiltiire alinarak embriyolar iiretilmistir. Embriyolar genellikle
30 g/l seker igeren B5 ortamunda 25 °C sicaklik ve karanlik kosullarda bitkicik
olusturmuslardir. Arastirma sonucunda steril bitkilerin, F1 hibritin indirgenmemis
mikrosporlardan kaynaklanan polihaploidler ve fertil bitkilerin de indirgenmemis
mikrospor kromozomlarinin kiltiirii sirasinda kendiliginden katlanmasi ile gelisen

amfidiploidler oldugu saptanmisgtir.
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Siklamen kis mevsimi igin, ticari olarak tohumla gogaltilan 6nemli bir siis
bitkisidir. Hibrit tohumla {retim pahali ve kendine dollenme, kendileme
depresyonuna neden olmaktadir. Bu nedenle siklamen icin kitle iiretiminde doku
kiiltiirii tekniklerinden yararlanma olduk¢a ©nemlidir. C. persicum’un sahip
olmadig1 birgok 6zelliklere sahip olan yabani siklamen tiirleri giderek daha fazla
kullanilmaktadir. Siklamenlerin melezlenmesi ile daha gekici (goz alici), olumsuz
cevre kosullar1 ve hastaliklara karsi daha direngli olan yeni cesitlerin elde
edilmesine olanak saglanmaktadir. Cok miktarda triterpen saponinlerini igeren
siklamen yumrulart geleneksel tipta ¢esitli  hastaliklarin  tedavisinde
kullanilmaktadir. Ayrica parfiim endiistrisinde (Iran’da) degerlendirilen farnesol
gibi sesquiterpen alkollerini de icermektedir. Doku Kkiiltiirli, siklamene 6zgii
sekonder metabolitlerin kitle iiretimine imkan saglamaktadir.

Siklamen, kesme ¢icek, dis mekan bitkisi ve saksi bitkisi olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle farkli iklim kosullarina uyabilen, gorsel giizellige
sahip, toprak kosullarma uygun ve vazo Omrii uzun yeni cesitlerin gelistirilip
iiretilmesi 1slah programinin amagclari arasindadir. Bu konudaki ¢aligmalar heniiz
istenilen seviyede degildir. Haploidizasyon, yeni siklamen hatlarinin iiretimini
saglayan etkili ve 1slah siirecini kisaltan bir yontemdir (Jalali ve ark. 2012).

Cyclamen persicum Mill’de zigotik embriyo, ovaryum, anter, yaprak sap1
ve cigek sap1 kullanilarak somatik embriyo elde edilmeye calisilmistir (Kiviharju
ve ark. 1992). Calismada ortama eklenen 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyaceticacid)
(1.0-1.5 mg/l) ve hindistan cevizi siitiiniin embriyogenesisin baslangi¢ asamasinda
onemli oldugu saptanmistir. Calisilan eksplantlardan ovaryum ve anter
kiiltiirlerinde somatik embriyo olusumu gozlenmistir. Ayrica karanlikta yapilan
kiiltiiriin aydilikta yapilan kiiltiirden daha etkili oldugu bildirilmistir. Elde edilen
bitkilerin kiiciik bir kismi diginda ana bitki ile aym fenotipik 6zelliklere sahip
oldugu tespit edilmistir.

Takamura ve ark. (2011), C. persicum Miller ile yapmis olduklar

caligmada farkli karbon kaynaklarmin anter kiiltiirii {izerine etkilerini
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arastirmuglardir. F1 anterleri, siikkroz, glukoz, maltoz ve fruktoz igeren MS besi
yerinde kiiltiire alimmiglardir. Diger 5 dogal tiir ve F1 ¢esit de, siikkroz ve maltoz
iceren besi yerlerinde kiiltiire alinmstir. Siikroz ve diger karbon kaynaklarinda
gelisim gozlenmezken, en fazla embriyo maltoz igeren besi yerinde goézlenmistir.
En etkili maltoz konsantrasyonu 394.4 mM olarak belirlenmistir. Androgenesis igin
en etkili karbon kaynaginin maltoz oldugu saptanmustir.

Prange ve ark. (2012), C. persicum (2n = 2x = 48) ve C. coum (2n = 2x =
30) protoplastlarinda polietilen glikol yontemi ile ilk somatik hibrit olusumunu
saglamislardir. Cift florosan boya ile birlikte fluorescein diacetate ve scopoletin,
heterojen birlesmeyi ortaya ¢ikarmustir. Sitometri analizleri ile varsayilan 6 somatik
hibrit tanimlanmustir.

Giintimiizde 250’den fazla bitki tiiriinde haploidizasyon c¢aligmalari
yapildigi bilinmekteyse de yaymlanan c¢alismalar ¢ok sinirli  kalmistir

(MaluszynskKi ve ark., 2003).

2.3. Siis Bitkilerinde Yapilmus Haploidizasyon Calismalar:
2.3.1. Siis bitkilerinde Androgenesis Yontemi Kullanmilarak Yapilms
Haploidizasyon Calismalari
Guha ve Maheswari (1964) Datura innoxia tiiriiniin anterlerini kiiltiire
almislardir. Anterlerden embriyo benzeri yapilar meydana geldigini belirtmislerdir.
Aragtirmacilar bu buluslar ile anter kiiltiiriinde 6nemli bir yol agmislardir.
Kuo-Chang (1982), Lilium davidii tirtinde ge¢ tek cekirdekli evrede
bulunan anterleri filamentleri ile birlikte 2 mg/l 2,4-D + 2 mg/l Kin veya 4 mg/l
2,4-D +2 mg/l BA iceren MS besi yerinde kiiltiire almistir. Anterler 25-27°C’de
800-1200 liiks aydinlikta kiiltiire alinmistir. Anterlerden 30 giin sonunda kallus ve
embriyolar elde edilmistir. Embriyo ve kallus olusturma frekanasi %8.9 bulunmusg
ve cksplantlar farklilasma ortamima aktarildiktan 70 glin sonra bitkiye

donmiiglerdir. Haploid, diploid ve aneuploid olacak sekilde farkli ploidi
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seviyelerinde bitkiler elde edilmistir. Elde edilen bu bitkilerin %86’sinin haploid
olduklarini belirtmistir.

Arzate Fernandez ve ark. (1997), Lilium longiflorum tiiriinde besi yeri,
soguk uygulamasi, 151k ve santrifiij gibi farkli etmenlerin anter kiiltiirii {izerine
etkilerini incelemislerdir. Anter kiiltiiriine en iyi yanit veren besi yerinin N6
oldugunu, kallus olusumlarinin aydinlik ortamda meydana geldigini ve karanlikta
engellendigini, belirtmislerdir. Kiiltiire alinan anterlerin, 30 ile 46mm arasinda
tomurcuk boylarina sahip ¢i¢cek tomurcuklarindan alindigini ve toplamda 132 adet
bitki elde edildigini belirtmislerdir. Haploid ve diploid hiicrelerin aym1 kok
uclarinda bulunduklart ve bu tiirde kromozomlarin kendiliginden katlandiginm
belirtmislerdir.

Han ve ark. (1997) Asya hibrit lilyum ¢esidi olan ‘Connecticut King’
cesidinin anterlerinden haploid bitki elde etmek icin sistem gelistirmiglerdir. Tek
cekirdekli evre iceren miktospor hiicrelerine sahip anterler, farkli biiylime
diizenleyicilerini igeren MS besi yerinde kiiltiire almmustir. Ug veya dort vejetatif
cekirdek benzeri yapilar1 bulunduran mikrosporlardan 2-3 hafta sonunda sarimsi
nodiiler kalluslar elde etmislerdir. Noduler kallus olusturma agisindan pikloramin,
24-D’den daha verimli oldugunu belirtmislerdir. Serada kiiltiir sartlarinda
yetistirilen bitkilerinden alinan anterlerin arazide yetisen bitkilere gore daha fazla
miktarda pikloram ve sitokinine ihtiya¢ duyduklarimi belirtmislerdir. En yiiksek
kallus olusturma frekansinin %17.6 ile 2 mg/1 pikloram + 2 mg/l zeatin igeren MS
besi yerinde meydana geldigini yayinlamiglardir. Nodiiler kalluslarin 0.1 mg/1
pikloram+ 0.01 mg/l BA igeren MS ortamina aktarildiklarinda mikro yumrular
olusturduklarini saptamiglardir. Mikro yumrular 0.1 mg/l MS besi yerinde kiiltiire
alindiklarinda bitkilere doniismiis elde edilen bitkilerin 5 tanesi haploid, iki tanesi
diploid ve 4 adeti mixhaploid olarak belirlenmistir.

Han ve Niimi (2004) Lilium formosanum bitkisinde yapmis oldular anter
kiiltiirii caligmalarinda tek c¢ekirdekli evredeki anter eksplantlarimi pikloram ve

zaeatin iceren MS besi yerinde kiiltiire almiglardir. Anterleri picloram igeren MS
22



2. ONCEKI CALISMALAR Basar SEVINDIK

besi yerinde 2-3 ay gibi uzun siireli alt kiiltiire almiglar ve 5 adet haploid kallus
hatt1 elde etmislerdir. Elde ettikleri haploid bitkilerin zayif ve iireme yetenegi
olmayan polen iirettiklerini gézlemlemislerdir. Kolhisin uygulamalar1 sonucunda
elde ettikleri haploid bitkileri katlamiglar fakat polenlerin hala iireme yeteneginde
olmadigini belirtmiglerdir. Flow sitometri analizleri ile kalluslarin ploidi seviyeleri
belirlenmis kalluslar 4 yil boyunca siirdiiriilmiis, 2 kallus hattinin haploid, 2 kallus
hattinin diploid ve 1 kallus hattinin ise mixhaploid oldugu belirlenmistir.

Ar1 (2006) Anemone coronaria var. coccinea tiirinde yapmis oldugu anter
kiiltiiri denemeleri ile haploid bitki elde etmeye calismistir. NN ve BS5 besi
yerlerinin aktif karbon, giimiis nitrat, L-glutamin kombinasyonlarmi kullanmustir.
Bitki biiyiime diizenleyicisi olarak IAA’nin tek basina 0, 0.1, 0.5, 1 ve 2 mg/l
konsantrasyonlarin1 ve bunun 0.1 mg/l BA ile kombinasyonlarin1 denemistir. En
yiiksek embriyo olusumunun %12.7 ile 1 mg/l IAA + 0.1 mg/l BAP iceren NN besi
yerinde meydana geldigini belirtmistir. Glimiis nitrat denemelerinde en etkili
embriyo olusumlarinin 5 mg/l giimiis nitrat + 0.5 mg/l IAA + 0.1 mg/l BAP iceren
NN besi yerinde meydana geldigini saptamistir. Aktif karbon uygulamalarinin ise
androgenesis ¢alismalarinda olumsuz etkisi oldugunu belirtmistir.

Winarto ve ark. (2010), Anthurium bitkisinde yapmis olduklar1 anter
kiiltiiri caligmalarinda rejenere olan bitkilerde morfolojik ve gelisim agisindan
farkliliklar oldugunu belirtmislerdir. Morfolojik olarak farklilik gésteren rejenere
olan yapilarin ploidi seviylerinde de farkliliklar oldugunu saptamislardir. Bu
calismada anter kiiltliri sonucunda haploid, diploid, triploid olmak iizere farkli
ploidi seviyeleri oldugunu gézlemlemislerdir.

Winarto ve ark. (2011), Anthurium tiirlinde yarim anter kullanilarak
yapilan anter kiiltlirlinde 6nemli basari elde etmiglerdir. Anter eksplantlart 0.01
mg/l NAA + 0.5 mg/l TDZ + 1 mg/l BA veya 0.02 mg/l NAA + 1.5 mg/l TDZ +
0.75 mg/l BA iceren Winarto-Teixeria bazal besi yerinde kallus olusumu igin
kiiltiire almiglardir. Kalluslardan stirgiinler elde edildikten sonra aktif karbon igeren

NWT 3 besi yerinde koklendirilmis ve daha sonra seralara aktarilmistir. Elde edilen
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bitkilerin morfolojik ve sitolojik olarak cesitlilik gosterdiklerini belirtmislerdir.
Bitkilerin %23 -29’u haploid, %5-10 aneuploid, %56-69 diploid, %3-4 oraninda

triploid oldugunu saptamislardir.

2.3.2 Siis Bitkilerinde Gynogenesis Yontemi Kullanilarak Yapilmis Olan
Haploidizasyon Calismalari

Sitbon (1981) Gerbera jamesonii tiirlinde dollenmemis oviilleri in vitro’da
kiiltiire almis ve kalluslarin oviillerin i¢inde meydana geldigini ve bu kalluslardan
stirglinlerin farklilagtiklarini belirtmistir. Farkli besi yerleri denemis fakat en etkili
sonug veren besi yerinin BAP 2 mg/l, kin 2 mg/l and IAA 0,5 mg/1 iceren MS besi
yeri oldugunu saptamistir. Stirgiinleri elde ettikten sonra bitkileri ¢ogaltmis ve kok
olusumlarmi klasik yontemlerle gergeklestirmistir. Kapitulum bagina 10 adet
haploid bitki elde ettigini belirtmistir.

Kuo-Chang (1983) dollenmemis lilyum ovaryumlarini, modifiye edilmis
MS ve N6 besi yerinde 25-27°C 800-1200 liiks aydinlik ortamda kiiltiire almstir.
Eksplantlarin 10 giin sonunda sistiklerini ve 40 giin sonunda 6-12 mm capa
ulagtiklarini belirtmistir. Ovaryumlar farklilasma ortamina aktarildiktan 50 giin
sonra bitkileri olusturmuslardir. Baz1 eksplantlarda embriyojenik yapilar dogrudan
bitkileri olusturmus ve elde edilen bitkilerin %65.71’1 haploid, %34.29’unun
diploid oldugunu saptamislardir. Ovaryum kiiltiirii bulgularinin haploid bitkilerin
megaspor tetrat, diploid bitkilerin ise muhtemelen niiseller hiicrelerden meydana
geldigini belirtmislerdir.

De Verna ve Collins (1984) Petunia axillaris ve Petunia pardii tiirlerini N.
tabacum ile melezlemislerdir. Melezleme sonucu anne birey olarak kullanilan P.
axillaris tirinde digsiikte olsa haploid yapida bitkiler meydana gelmistir.
Aragtirmacilar farkli uygulamalar denemis ve anthesis Oncesi yapilan
uygulamalarin anthesis asamasinda yapilan uygulamalara oranla daha etkili
oldugunu ve oviil kiiltiiriinde % 6.5°lik bir haploidizasyon frekansi olusturdugunu

belirtmislerdir.
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Miyoshi ve Asakura (1996) Gerbera jamesonii tiriinde dollenmemis
oviilleri in vitro kiiltire alarak gynogenic bitkiler elde etmislerdir. Testlenen
hatlardaki genotipik varyasyonlar kallus olusumlarinda kendini gostermistir.
Kiiltiire alinan 17 genotip arasinda oviil kiiltiirii ile kallus olusturma frekans1 %17.5
olan bir genotip bulduklarin1 belirtmiglerdir. Dort genotipte hicbir gelisme
gozlememislerdir. Kalluslardan siirgiin olusum frekanslari %0 -19.6 arasinda
oldugunu saptamiglardir. Flow sitometri analizleri sonucunda 37 adet haploid 7
adet diploid ve 2 adet mixhaploid bitki elde etmislerdir. Haploid bitkilerin
kromozomlarin1 katlamak icin ise in vitro’da 2-6 dk. %0.05’lik kolhisin
uygulamasinin etkili oldugunu belirtmiglerdir.

Tosca ve ark. (1999) Gerbera jamesonii tiriinde oviillerin kiiltiire alinma
donemi, genotip ve bunlarin genotip ve kiiltiire alinma zamaninin interaksiyonunu
gynogenesis iizerine etkilerini incelemislerdir. Nisan aymdan Ocak ayma kadar
topladiklar1 dollenmemis oviilleri 0.88 uM 6-benzyladenine (BA) ve 0.57 uM
indol-3-acetic acid (IBA) igeren MS besi yerinde kiiltlire almiglardir. Dért genotip
arasinda baharda kiiltiire alinan iki genotipin daha fazla kallus meydana getirse de,
farkin fazla olmadigini belirtmislerdir. Siirglin olusumunda ise hem sezonun hem
de genotipin etkisi oldugunu belirtmisler fakat bunlarin etkilesimlerinin 6nemli

olmadigini ortaya koymuslardir.

2.4. Diger Bahce Bitkilerinde Yapilmis Olan Haploidizasyon Calismalari

Zamir ve ark. (1980) erkek kisir mutant domatesleri ve onlarin izogenik
verimli hatlarim in vitro’da kiiltiire almislardir. Mutant bireylerin anterlerinin
haploid veya daha yiiksek ploidi seviyeleri iceren kallus hiicreleri meydana
getirdigini belirtmislerdir.

Karakulluk¢u (1991) patlicanda anter kiiltiirii yontemi ile haploid bitkiler
elde etmeyi amaglamistir. Anter eksplantlarina kiiltiire almadan once soguk ve
kiiltlir asamalarmin ilk evresinde sicak uygulamalar yaptigim belirtmistir.

Anterlerde haploid bitki olusumu i¢in en uygun evrenin tomurcuklarin tag
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yapraklarm seviyesinin ¢anak yapraklari birlesme noktasinda bulundugu, anter
renginin ise yesilimsi sar1 renkte oldugu evre olarak belirtmistir. En etkili gelisimin
Chambonnet (1985)’in gelistirdigi besi yerinde, %12 siikroz, Smg/l Kinetin, Smg/l
2,4-D igeren besi yerinde meydana geldigini saptamustir. Haploid bitkilerin
ilkbahar veya yaz baslangicinda c¢iceklenmenin ilk donemlerinde alinan
tomurcuklardan elde edildigini belirtmistir.

San ve ark. (1992), ii¢ farkli kavun ¢esidinde (C. melo var. inodorus, C.
melo var. Reticulatus, C. melo var. cantalupensis) yaptiklari 1ismlanmig polen
calismalarinda, {i¢ kavun ¢esidi iginde 300 gray ile 1sinlamis polenlerin haploid
embriyo uyartiminda etkili oldugunu belirtmislerdir.

San1 (1994) karpuzda (Crimson Sweet, Halep Karasi, Sugar Baby ve
Pannonia F1) 1sinlanmig polen yontemini kullanarak yapmis olduklari ¢aligmada,
200 ve 300 gray dozlarinda Co® uygulamuslardir. Isinlanmis polenler ile yapilan
tozlamalardan 4-5 hafta sonra elde ettikleri meyvelerin igerisinde meydana gelen
globular ve kalp seklindeki embriyolari, 0.1mg/l TAA iceren E20 A ortaminda
cimlendirmisler ve elde ettikleri bitkilerin flow sitometrik analizlerleri sonucunda
haploid, diploid ve tetraploid bitkiler elde etmislerdir. Elde ettikleri 17 adet haploid
bitkiyi katlayarak dihaploid bitkiler elde etmislerdir.

Zhang ve ark.(1994) Asparagus officinalis tirtinde haploid bitki elde
etmek amaciyla mikrospor kiiltiirii yapmislardir. Tek ¢ekirdekli evresi belirlenen
mikrospor hiicresi eksplantlarmi, 1 mg/l 2,4-D +0.5 mg/l BA iceren MS besi
yerinde kiiltiire almiglar ve kompakt ve gevsek olmak iizere iki farkl: tipte kallus
elde etmislerdir. Bitkilerin organogenesis ile elde edildigini belirten arastiricilar
kalluslarm 1 mg/l BA + 2 mg/l IBA iceren MS besi yerinde embriyo
olusturduklarin1  belirtmiglerdir. Embriyolarin sivi ortamlarda kiiltiire alinan
mikrosporlardan veya kati ortamdaki mikro kalluslardan meydana geldigini
belirtmisler. Organogenesis ve embriyogenesisten elde edilen haploid bitki iiretim
frekanslarini karsilagtirmiglardir. En etkili haploid bitki gelisiminin gézlendigi besi

yerinin 1 mg/l BA + 2 mg/1 IBA igeren MS besi yeri oldugunu saptamiglardir.
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Alpsoy (1999) patlicanda androgenesis ve haploid bitki elde edilmesi
lizerine yaptigi arastirmada, 15 farkli genotip kullanmistir. Farkli donemlerde
yapmis oldugu denemeler sonucunda en iyi haploid bitki elde ettigi ortam1 Smg/l
2,4-D + 5 mg/1 Kin igeren C ortami ile 4 mg/l NAA ve 1 mg/l Kin iceren MS besi
yeri olarak belirlemistir.

Achar (2002), lahanada yapmis olduklari ¢alismada anter kiiltliriinde
eksplantlara farkli sicaklik uygulamalar1 yapnuslardir. 24 saat boyunca 35 “C sicak
uygulamasi yapilan eksplantlarin, 48 saatlik uygulamaya gore anter basina daha
yiiksek miktarda embriyo meydana getirdigini saptamislardir. Ancak yapilan tim
denemelerde, sicak uygulamasinin embriyo veriminin, soguk uygulamasina gore
istatistiksel olarak onemli diizeyde daha yiiksek oldugunu saptamislardir. Ote
yandan 6 giin boyunca uygulanan soguk ve sicak uygulamalarinda her iki
uygulamada da embriyo olusumu gozlemlenmemistir. Tiim denemelerden elde
edilen sonuclara gore uygulamalara en ¢ok cevap veren kiiltiir F1 hibrit Hercules
cesidi oldugu bildirilmistir. Diger genotiplerde de anter kiiltiirlerinin basarili
sonuglar vermesine ragmen, 100 anter basma en yiiksek embriyo verimi hibrit
tiirden elde edilmistir. Kiiltiir dncesi yiiksek sicaklik uygulamasi embriyo verimine
olumlu yonde etki etmistir. Anterlerin artan giimiis nitrat (AgNOs, etilen
inhibitorii) konsantrasyonlarina cevap verme oranlari, tim genotiplerde ayni
oranda artig gostermistir. Embriyolarin glimiis nitratin yoklugunda da olusmasinin
muhtemel sebebi, daha yiiksek seviyede genotip x ortam etkilesiminden
kaynaklanmakta oldugu bildirilmigtir. Bunun yani sira giimiis nitratin lahanada
anter kiiltiirleri agisindan hayati derecede dnem arz etmedigi yapilan diger dnceki
caligmalarda da bildirilmistir. Bu ¢alismada denenmis olan uygulamalarin yiiksek
miktarlarda {iretim yapilacak ¢alismalara daha uygun olabilecegi bildirilmistir.

Cetin (2002) asmada anter kiiltiiri {izerine yapmis oldugu calismada
Hafizali, Ata saris1 ve 99R cesitlerinin anterlerini kullanmistir. Kiiltiire alinan
anterlerden kallus olusumlar1 gozlemlenmis, fakat embriyojenik yapilar elde

edilememistir.
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Kurtar ve ark. (2002), dort farkli sakiz kabagi genotipinde 1sinlanmis
polen teknigini kullaranak haploid bitki elde etmeye calismislardir. Farkli dozda
(25, 50, 75, 100, 200, 300 and 400 Gray) 1sinlanmis polenler ile tozlanan
bitkilerden 4-5 hafta sonunda meyveler hasat edilmistir. Meyvelerden farkli
asamalardaki embriyolar elde edildigini belirtmislerdir. Partenogenetik uyartim igin
en etkili 1510 dozunun 25 ile 50 Gray oldugunu saptamiglardir. Nokta, globular ve
mizrak seklinde elde edilen embriyolardan haploid bitkilerin gelistigini
saptamiglardir. Elde ettikleri haploid bitkilerin %53.8’1 torpedo, %23.1°i globular
asamadaki embriyolardan meydana geldigini gbzlemlemislerdir. Toplamda 93 adet
haploid bitki elde etmislerve 1ginlanmis polene en yatkin ¢esidin Eskenderany F1
oldugunu belirtmiglerdir.

Ergin Yilmaz (2005) yazlik kabakta ovaryum kiiltiirii ile haploid bitkilerin
elde edilmesi lizerine yapmis oldugu calismada, Sakiz ve Zeybek cesitlerinin
dollenmemis ovaryumlarini 4, 6, 8 pargaya ayirarak 0.01 mg/l TDZ, 0.1 mg/l TDZ
ve 1 mg/l TDZ igceren embriyo tesvik ortamlarinda karanlikta kiiltiire almislardr.
Geligsme gozlenen eksplantlar, NAA ve BA’nin farkli konsantrasyonlarini igeren
rejenerasyon ortamlarina alinmistir. Eksplantlarda kallus olustugu fakat bitkiye
doniisiimiin gerceklesmedigi belirtilmistir.

Taskin (2005) biberde anter kiiltiiri {izerine yapmis oldugu tez
calismasinda ii¢ defa kendilenmis diisiik sicakliga toleransli A71, A296, A313
cesitleri ile soguga orta toleransli A109 ile duyarli A74 genotiplerini kullanmistir.
En yiiksek embriyo olusturan genotipin A269 oldugu ve Nisan Mayis aylarinda
alinan anterlerin en iyi sonucu verdigini belirtmistir. Embriyo uyartimi i¢in ise en
etkili besi yerinin 30 g/ sitkroz + % 0.25 aktif komiir + 15 mg/l giimiis nitrat + 4
mg/l NAA + 1 mg/l BA igeren MS besi yeri oldugunu saptamistir. Olgunlagsmamis
embriyolara % 0.5’lik ABA uygulamasindan ise bir sonu¢ alinamamistir.
Denemeler sonucunda bitkiye doniigiimiin hormonsuz MS ortaminda meydana

geldigini gézlemlemislerdir.
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Koleva-Gudeva ve ark. (2007) yaptiklar ¢calismada, androjenik bitkilerin
frekansinin bitki genotipine bagli olarak degistigini bildirmislerdir. Haploid
donisiimiiniin diisiik oranda gergeklesmesinden dolayi, anter kiiltlir kullaniminin
biber 1slahi i¢in verimli olmadigini belirtmislerdir. Biber anter kiiltiiriinden somatik
embriyo elde edilmesinde, 6zellikle oksin gibi biiyiime diizenleyicilere, yeterli
miktarda besi yerine ve inkiibasyon uygulamasina duyulan ihtiyag, bu c¢alismada
onemli birer faktor olarak bildirilmistir. Biberlerin anter kiiltiirlerindeki androjenik
potensiyellerinin belirlenmesi i¢in 3 farkli sicaklik uygulamasi yapilan anter
eksplantlar1 MS, N, LS ve CP ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. Bu uygulamalardan
ilkinde, soguk sartlarda ve karanlikta (7 °C’de) anterler inkiibe edilip, eksplantlarin
dort hafta boyunca aydinlik ortama alinmasi sonucunda, kallus olusumu
gdzlenmistir. ikinci uygulamada, anterler 25°C sicaklikta ve karanlikta yedi giin
boyunca bekletilmis, daha sonra 151kl ortamda dort hafta siire ile bekletilmistir. Bu
uygulama sonucunda ise MS ve N ortamlarinda kallus iiretimi gdzlenmistir.
Calismada yapilan i¢lincli uygulamada ise 35 °C sicaklik altinda 8 giin boyunca
karanlikta anterler bekletilmis, daha sonra dort giin boyunca 1s1kli ortama alinmus,
ardindan eksplantlar dort hafta boyunca R; ortamina almmistir. Bu uygulama
sonucunda ise anterlerden embriyolar elde edilmistir.

Kurtar ve Balkaya (2010) kislik kabaklarda yapmis olduklari iginlanmig
polen ile haploid bitki elde etme caligsmalarinda farkli giinlerde (9,11,15,21,28
Temmuz) farkli dozlar (50, 100, 200 and 300 Gray) denemislerdir. Haploid bitki
olusumlarmin 151 dozundan, 1sinlanma siiresinden, embriyo asamasindan ve
embriyo yapisindan etkilendigini belirtmiglerdir. Embriyolarin yalnizca 50 ve 100
Gray gibi diisiik dozlarda elde edildigini ve erken 1sinlamanin (9,11,15 Temmuz)
olumlu sonuglar verdigini saptamislardir. Embriyo kurtarma igin en uygun zamanin
4. hafta oldugunu ve elde edilen amorf embriyo ve kotiledonlarin diploid, geg
torpedo asamasi, mizrak seklindeki ve pro kotiledon seklindeki embriyolarin ise
haploid oldugunu belirtmislerdir. Kiglik kabakta 1sinlanmis polen ¢aligmalarinda en

etkili dozun 50 Gray oldugunu tespit etmislerdir.
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Ata (2011) biberde anter kiiltiiriinde mevsim etkisi ve mikrospor
kiiltiirinde yaptig1 ¢alismada diisiik ve yiiksek sicakliklara tolerant ve duyarh
cesitleri kullanmigtir. Anter alma donemi olarak Nisan ve Agustos aylarinda alinan
anterlerdeki gelisimlerin diger donemlere oranla daha olumlu sonuglar verdigini
belirtmistir. Besi yeri olarak Kasim, Aralik, Ocak ve Nisan, Eyliil aylarinda kiitliire
alian anterler i¢in 30 g/l sakkaroz + % 0.25 aktif komiir+ 15 mg/l AgNO; + 4 mg/1
NAA + 0.1 mg/l BAP iceren MS besi yeri, Ekim, Mart, Mayis, Temmuz ve
Agustos aylarinda kiiltiire alinan anter eksplantlart igin ise 30 g/l sakkaroz + %
0.25 aktif komiir+ 15 mg/l AgNO; + 4 mg/l NAA + 0.5 mg/l BAP iceren MS besi
yeri oldugunu belirtmistir. Bitkiye doniisiimiin ise en iyi oldugu dénem Nisan ay1
olarak saptanmustir.

Berber ve Abak (2012) yapmis oldugu c¢alismada Cucurbita pepo var.
styriaca tlriinde 1sinlanmis polen uyartimi ile haploid bitki elde etmeyi
amaglamistir. On bes genotipin kullanildigi ¢aligmada, 50, 100, 150 gray 1sin
dozlar1 denenmis toplamda 2073 embriyo elde edilmis ve bunlarin 979 adedinin
bitkiye dondiigii belirtilmistir. Genotipler arasinda fark olmadigi ve biitiin
genotiplerde haploid embriyolarin elde edildigini saptamislardir. Isinlanmis polen
yonteminde en fazla bitki elde edilen 15in dozu 150 olarak belirlenmis ve
aklimatizasyonu yapilan bitkilerin %46.2’sinin haploid oldugu ortaya konulmustur.

Ozdemir (2012), patlican cesitlerinden Faselis F1, Amadeo F1 ve Aydin
Siyah1 ¢esitlerinde mikrospor kiiltiirli yonteminde ovaryum ko-kiiltiir yonteminin
haploid embriyo uyartimi {izerine etkilerini arastirmistir. Uygun gelisme dénemi
belirlenen mikrosporlara 35°C’de 8 giin boyunca 0.3 M mannitol soliisyonu
icerisinde O6n uygulama yapilmistir. NLN ortamindan izole edilen miktosporlar 5
mg/l 2,4-D + 5 mg/l Kin ve 5 mg/l NAA+ 5 mg/l BAP iceren besi yerinde kiiltiire
alinmistir. Faselis ve Amadeo ¢esitlerinde simetrik ¢ekirdek bdliinmeleri
gozlemisler fakat higbir gesitte embriyo olusumu gézlemlenmemistir.

Al Remi (2013) biberde anter kiiltiiriinde genotip ve besi yerinin etkisi

lizerine yapmis oldugu arastirmada 4 farkli genotip 16 farkli besi yerinde (8 adet
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Dumas de Vaulx ve ark., 8 adet MS besi yerinde (B1-BS)) kiiltiire alinmustir.
Alfajer ve B hatt1 biberlerde Kin ve 2,4-D igeren C ortami, diger genotiplerde ise
NAA+BA iceren MS besi yerinin etkili sonug verdigi gézlenmistir. %0.25 lik aktif
karbonun genotipe bagli olarak embriyo olusumunu artirdigi belirtilmistir.
Embriyoya doniisiim agisindan en etkili besi yeri ise glimils nitrat icermeyen BS
besi yeri olarak rapor edilmistir. Embriyolarm tamaminin bitkiye dondiigii
saptanmistir. Elde edilen bitkilerin %94 {iniin haploid oldugu belirlenmistir.

Basay ve Ellialtioglu (2013), bazi patlican gesitlerinde androgenesis
tizerine yapmis olduklari ¢alismada, anter rengi yesilimsi sari olan tomurcuklari
topladiktan sonra anterlere 8 gin boyunca 35°C’de sicaklik uygulamasi
yapmislardir. Daha sonra anter eksplantlarini dort giin boyunca 25°C’de 12 saat
fotoperiyot gosteren kiiltiir sartlarinda C besi yerinde kiiltiire almiglardir.
Eksplantlar1 daha sonra 30 g/l siikroz ve % 0.1 mg/l kinetin iceren R ortamina
transfer etmislerdir. Calismanin birinci asamasinda Verticilliuma toleransli Topan,
Halep karasi, Teorem F1 ve iki farkli islah hatti (Vd-1ve Vd-2) kullanilmstir.
Topan (%4.16) ve Halep karasinda (%2.63) haploid embriyolar elde edilmistir.
Topan ve Halep karasinda haploid embriyo olusumlar1 Vd-1,Vd-2 ve Teoreme gore
daha {istiin oldugunu saptamislar. Halep karas1 ve Topan’in anter kiiltliriinde basar1
elde edilmesinden dolay1 donor bitki olarak kullanip diger cesitler ile resiprokal
olarak melezlenmislerdir. Melezler arasinda gametik embriyo olusum yetenegi en
yilksek olan genotip Topan Flx Teorem F1, Teorem FlxTopan F1 olarak
belirtilmistir. Bu teknik ile haploid embriyo olusumu yoniinden verimsiz olan
cesitler ile haploid embriyo uyartimina cevap veren cesitlerin melezlenmesi
sonrasinda olusan genotiplerin haploid embryo olusturma yeteneklerinin arttigini
belirtmislerdir.

Taskin ve ark., (2013) iki farkli karpuz genotipinde (Ustiin F1) 5 farkli
Co® dozu kullanarak 1smlanmis polen yontemi ile haploid bitkiler elde etmislerdir.
En etkili 151n dozu 275 gray olarak belirlenmistir. Embriyo kurtarma yontemini

kullanilarak embriyolari, 30 g L' sucrose, 8 g L' agar, 0.08 mg L' B12, and 0.02
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mg L-1 TAA igeren CP besi yerinde kiiltiire almiglardir. Toplamda 43 karpuz
bitkisinden 60 adet haploid embriyo elde etmislerdir. En etkili haploid embriyo
olusumunun, 1. genotipte 275 gray 1sin uygulanmis polenler ile tozlanan
bitkilerden elde edildigini belirtmislerdir (6.25/100).

Baktemur ve ark., (2014), 14 farkli kabak genotipinde, 3 farkli gama
dozunu kullanarak haploidizasyon protokolii gelistirmislerdir. Anterlere 150, 200,
300 grey gama dozu uygulamiglar ve 1smlanmis polenleri tozlamada
kullanmuslardir. Ik deneme yilinda 219 meyveden 1858 embriyo elde etmislerdir.
Bu embriyolardan 1358 adetinin 150 gray ile isinlanmis polenler ile tozlanan
meyvelerden geldigini saptamuslardir. Ikinci dénemde ise 150, 200, 300 gray ile
tozlanan polenlerle melezlenen bitkilerde sirasiyla 2010, 539, 76 adet haploid
embriyo elde etmiglerdir. En iyi sonug veren genotipin %13.35 embriyo orani ile 6
numarali genotip oldugunu belirtmislerdir.

Tulukoglu (2014) karpuzda oviil ve anter kiiltiiriinde soguk uygulamalari,
TDZ ve 2,4-D’nin etkisini arastirmustir. iki farkli deneme i¢in ¢icek tomurcuklaria
0, 4, 6, giin stire ile +4°C soguk soku uygulamalari yapilmistir. Daha sonra anter ve
oviiller 0, 1, 3 ve 5 mg/l 2,4-D ile 0, 0.01, 0.02 ve 0.04 mg/l TDZ iceren MS besi
yerinde kiiltiire alinmistir. Ikinci denemede ise 3 ve 5 mg/l 2,4-D sabit tutularak
TDZnin 0, 0.01, 0.02 ve 0.04 mg/l konsantrasyonlari denenmistir. Anterlerde
yalnizca kallus olusumlarnt gdzlenirken, oviillerde bitki benzeri yapilar elde
edilmistir. Hormonsuz MS ortamima transfer edilen bitki benzeri yapilarin
canliligin yitirdigi belirtilmistir.

Ozsan (2014), farkli genetik ilerleme seviyesinde bitki kullaniminin
Capsicum annum’da anter ve mikrospor kiiltiiriinde haploid bitki elde edilmesi
lizerine yaptig1 calismada tek cekirdekli evre belirlendikten sonra anterleri 4 mg/1
NAA + 1 mg/l BA igeren MS besi yerinde, mikrosporlari ise 0.1 mg/l 2,4-D + 0.2
mg/l kinetin iceren B5 besi yerinde kiiltiire almiglardir. Anterlere 8 giin siire ile
35°C sicak uygulamasi yapilmistir. Mikrosporlar ise anterler kiiltiire alinmadan bir

hafta dnce 32°C’de ve 0.3M mannitol iceren ortamda kiiltiire alinmistir. Anter
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kiiltiirii i¢in aydinlik ortam, mikrospor kiiltliri i¢in ise karanlik ortam
kullanilmigtir. Calisma sonucunda ©6n uygulamalarin etkisi olmadigi, anter
kiiltiiriinde %15.07 oraninda torpedo asamasinda embriyo, mikrospor kiiltiiriinde
ise %13.09 oraninda embriyo elde ettiklerini belirtmislerdir.

Doksoz (2015) patlicanda stres, inkiibasyon kosullar1 ve besi yerinin anter
kiiltiirii yontemi ile haploid bitki uyartimina etkilerini incelemistir. Calismada
farkli patlican gesitlerinin anterleri 0.01 mg/l1 Kin + 0.01 mg/l 2,4D + 0.03 mg/l
Vitamin B12 igeren MS be DDVX besi yerinde kiiltiire alinmiglardir. Anterlerin
almdig1 tomurcuklara 24 saat siire ile +4°C soguk uygulamasi yapilmistir.
Anterlere besi yerinde karanlikta diisiik ve yiiksek sicaklik soklari uygulandiktan
sonra rejenerasyon ortamlarina transfer edilmistir. En yiiksek haploid bitki oranlari
DDVX besi yerinde %0-92.30, MS besi yerinde ise %0-93.33 olarak tespit
edilmistir.

Keles ve ark. (2015), baz1 biber cesitlerinde haploid bitki elde etmek
amaciyla yapmis olduklar1 anter kiiltiirii ¢alismalarinda, elde ettikleri bitkilerin
cesitlere ve genotiplere gore degismekle birlikte farkli oranlarda spontan haploid
bitkiler olduklarini belirtmislerdir. Ozellikle dolma biberlerden alinan anterlerden
gelisen bitkilerin kromozomlarinda %353.4 oraninda spontan katlama oldugunu
saptamislardir. Ayrica SSR marker yontemi kullanarak elde edilen dihaploid
bitkilerin spontan katlanma sonucu olustuklarini kanitlamiglardir.

Celik (2016) ii¢ burun meyve yapist Ozelligine sahip biberlerde farkli
genotip, besi ortami, stres ve inkiibasyon sartlarinin anter kiiltiirii izerine etkisini
arastirmusgtir. Dort farkli genotipten alinan 6rneklere 24 saat siire ile +4°C soguk
uygulanmig ve eksplantlar 0.01 mg/l Kin+ 0.01 mg/l 2,4D + 0.03 mg/l Vitamin
B12 iceren MS ve DDV besi yerinde kiiltiire alinmiglardir. Farkli sicak ve soguk
soklar1 uygulanmig anterler dort giin sonra rejenerasyon ortamlaria alinmiglardir.
En yiiksek embriyo olusumu Tokat yerli genotipinde % 25-31 oraninda meydana
gelmistir.  Soguk uygulamasmin embriyo uyarttimina olumlu etki yaptig

belirtilmistir.
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Durna (2016) Capsicum annum tiriinde anter kiiltiirii uygulamalarinda
genotip, 6n uygulama, besi yeri ve inkiibasyon kosullarinin embriyo olusumu ,
embriyolardan bitki gelisimi ve dihaploid bitki olusumu {izerine arastirma
gergeklestirmistir. Calismada 10 farkli genotip, +4°C soguk uygulamalari igin 3
farkli siire (0, 24, 48 saat), iki farkli besi yeri ( DDV, Dolcet San Juan ve ark.1997)
kullanilmigtir. Calismada toplamda 1109 embriyoid, 210 bitki ve 27 dihaploid bitki
elde edilmistir. Anter kiiltiiriine en olumlu yanit1 veren ¢esidi ise Belissa oldugu
saptanmistir. F1’lerden elde edilen basari yilizdesinin F2’ lere gore daha diigiik

oldugu belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitkisel Materyal

Tez calismasi kapsaminda bitkisel materyal olarak; Melody F1 ticari ¢esidi
ve tilkemizde dogal olarak yetisen Cyclamen persicum Mill., Cyclamen coum var.
coum, Cyclamen hederifolium AITON ile endemik Cyclamen pseudibericum,
Cyclamen cilicium BOISS. ET HELDR. tirleri kullanilmigtir Bu tiirlerden
Cyclamen hederifolium, Cyclamen cilicium BOISS. ET HELDR tiirleri sonbaharda,
Cyclamen persicum Mill., Cyclamen coum var. coum, Cyclamen pseudibericum
tiirleri ve ticari Melody F1 ¢esidi ise ilkbaharda ¢igeklenmektedir.

Bu dogal tiirler, TUBITAK 1100102 no’lu proje kapsaminda dogadan
toplanarak kiiltiire alinmig olmasina ragmen, tez siiresi igerisinde materyal sikintisi
yasanmamasli amaciyla daha once belirlenmis lokasyonlardan tekrar toplanmistir ve
Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Boliimii Siis Bitkileri
serasinda kiiltiire alinmistir. Bu dogal tiirler; C. persicum- (Adana-Merkez, C.U.
kampiisii, Sarigam, Yiiregir, Yumurtalik), C. coum (Osmaniye-Uriin koyii,
Ciftmaz1 koyii, Zorkun yaylas1), C. pseudibericum (Adana-Aladag ve Feke), C.
hederefolium (Izmir, Aydin, Canakkale-Kaz Daglart) ve C. cilicium (Adana-
Aladag ve Pozanti)’dan her bir lokasyondan 50 adet olacak sekilde toplanmustir.

Toplanan bitki materyalleri (yumrulu, yapraklar ve/veya ¢icekleri iizerinde
olan bitkiler) Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii’ne
ait seraya getirilerek, kok bolgeleri topraktan arindirilip, kokler budanarak, 13 cm
derinligi olan torf:perlit:kum karigimi (1:1:1) iceren 3 litrelik plastik saksilara
dikilmigtir. Saksilar serada tezgahlarin {izerine yerlestirilerek, giines 1g1¢indan zarar
gormemeleri i¢in bitkilere koyu yesil netler ile golgeleme yapilmistir, musluk suyu
ile haftada bir 300 ml/saks1 olacak sekilde sulanmis ve iki ayda bir N: P: K (18-6-

26) giibrelemesi % 0.2’lik soliisyonu hazirlanarak yapilmistir.
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3.1.1. Cyclamen persicum Mill.

Ulkemizde ozellikle Akdeniz bolgesinin dogusunda yayilis gosteren bu tiir,
siis bitkileri sektorlinde ticareti yapilan kiiltiir formlarinin ebeveyni olarak
bilinmektedir. Bu tiirde, beyaz c¢icekli ta¢ yapraklarin alt kisimlar koyu kirmizi,
mor, koyu pembedir. Dogal yayilis gosteren yabani tiirlerdeki ¢iceklerin beyaz
veya acik pembe olacak sekilde iki renkli formu bulunmaktadir. Dogada yayilig
gosteren bu tiirlerin ¢igeklerinin merkezi genelde koyu pembe veya kirmizidir.
Yumrular1 basik kiire seklinde olan bu tiirlin yumru ¢aplarinin 15 cm’ye kadar
ulastig1 belirlenmistir. Ulkemizde dogal yayilis gdsteren bu tiiriin kromozom sayisi
ve ploidi seviyesi 2n=2x=48 olarak bilinmektedir. C.persicum tiiriinde ¢i¢ceklenme
Aralik ayinda baslar ve Mayis aymin baslarina kadar devam eder. Ulkemizde
ozellikle Cukurova bolgesinde ve Hatay’da yogun olarak yayilis gostermekle
birlikte diinya iizerinde ise Akdeniz havzasinda yetismektedir (Sekil 3.1) (Ciiriik
2013).

Sekil 3.1. Dogal yayls alaninda C. persicum tiirii
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3.1.2. Cyclamen coum var. coum

Tez caligmasinda kullanilan bu tiir, Kafkasya, Kirnm ve Tiirkiye’deki
Karadeniz'i g¢evreleyen daglardan, Bulgaristan’da Tuna nehrinin giineyine ve
Akdeniz'in kuzeydogusundaki daglardan, Israil'e kadar uzanan iki temel yayilis
alanina sahiptir (Anonymous 2017). Bu tiir deniz seviyesinden 2100 m’ye varan
yiiksekliklerde, humusga zengin topraklarda, igne yaprakli agaclarin bulundugu
ormanliklarda, ¢alilik ya da bodur agaclarla kapli nemli bolgelerde veya nemli
kayaliklarda yayilis gostermektedir. Bu tiiriin en 6nemli 6zelligi soguga dayanikli
olmasidir. Bu ozelliginden dolayr dis mekan siis bitkisi olarak siis bitkileri
sektoriinde kullanilmaya baglanmistir. Kromozom sayisi  2n=30 olarak
bilinmektedir. Kasim ayimin sonunda ¢icekler goriilmeye baslar ve c¢igeklenme
Nisan ayinin ortalarina kadar devam eder. Yapraklar1 2-8 cm uzunlugunda ve 2-3

cm capinda olan bu tiiriin yumru ¢aplart 5 cm kadar ulasabilmektedir. Tag

yapraklari, agik veya koyu kirmizi, pembedir. Bu tiirde beyaz cicekler yok denecek
kadar az goriilmektedir (Ciiriik, 2013) (Sekil 3.2).

¥ g ~ *- ) j .
Sekil 3.2. Dogal yayilis gosteren C. coum tiirii (Mendi ve Ciiriik 2016)
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3.1.3. Cyclamen pseudibericum HILDEBRAND

Ulkemizde endemik olarak yayilis gdsteren bu tiiriin ¢igekleri Mart ile
Mayis aylar1 arasinda goriilmektedir. Tag yapraklar pembemsi mor, koyu kirmizi,
koyu pembe veya soluk pembe olup ¢ok az sayida da olsa beyaz formlari
mevcuttur. Bu tiiriin 6nemli o6zelliklerinden bir tanesi de c¢iceklerin kokulu
olmasidir. Bu tiiriin korolla loblar1 2-2.5 cm araliginda uglart sivri ve yaklasik 90°
yukar1 asagi egilmistir. Korollalarin tabaninda koyu pembe veya mora yakin
(Magenta rengi) lekeler bulunmaktadir. Oval, genis genellikle uglari tarakli
yapraklar1 sonbaharin sonlarina dogru goriilmeye baslar. C. pseudibericum tiiriinde
yapraklarin iist kisimlari koyu yesil, gri yesil veya glimiis desenlerle ¢evrili ve
genelde yaprak boyutlar1 2-8 cm uzunlugunda, 2-9 cm genisligindendir. Ulkemizde
dogu Akdeniz bolgesinde 6zellikle Adana, Kahramanmaras civarinda ve Amanos
daglarinda yayilis gosteren bu tiirlin kromozom sayis1 da 2n= 30 olarak
bilinmektedir. Bu tiir 500- 1500 m aras1 rakimlarda, igne yaprakli agaclarin
bulundugu ormanlik alanlarda, c¢aliliklarda, kayaliklarda, dokiilen yapraklarin
olusturdugu yaprak ciiriiklerinin bulundugu yerlerde yetismektedir. Yumru caplar
7 cm kadar ulasan bu tiirde gen¢ yumrular piiriizsiizken yaslandikea piiriizlii hale

gelir (Ciiriik, 2013) (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Dogal yayilis gosteren C. pseudibericum tiirii (Ciiriik ve Mendi 2016)
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3.1.4. Cyclamen hederifolium AITON

Ulkemizde dogal olarak yayilis gdsteren bu tiir, son zamanlarda bahgelerde
kullaniminin yayginlasmasi ile birlikte ticari anlamda oldukca deger kazanmustir.
Bu tirde g¢igekler giiz yagmurlarinin baslamasi ile baglantili olarak Agustos
sonunda ortaya ¢ikar ve Ekimin ortalarina kadar gigeklenme devam eder. Tag
yapraklarinin rengi genelde beyaz ve agik pembe olan bu tiiriin baz1 genotiplerinin
az miktarda kokulu oldugu belirtilmistir. Korolla loblar1 1.5-2.5 ¢cm uzunlukta, 0.7-
1 cm genislikte asagi dogru egilmis, sivri veya yuvarlak uglara sahiptir. Tag
yapraklarin taban kisimlarinda kiipe olarak adlandirilan yapilar mevcuttur ve tag
yapraklarin taban kisimlari daha koyu kirmizimsi mordur. Bu tiirde yapraklar
ciceklenmeden sonra ortaya ¢ikmaktadir. Yapraklar kalp veya mizrak basi seklinde
bazen disli olmakla birlikte, yapraklarin iist kisimlarinda koyu yesil zemin iizerine
soluk veya acik yesil, glimiis veya gri renkte desenler bulunmaktadir. Yumrulari ise
iistten basik sekilde sikistirilmis bir kiire seklinde olgunlasmis yumrularin ¢ap1 25
cm’ye kadar ulagabilmektedir. Yumrularin {izeri odunsu bir tabaka gibi piiriizlii
veya piiriizsiiz de olabilir. Kokler yanlardan disa dogru uzanir ve genelde kokler
ortalama 0.2 cm capindadir. Bu takson diinya {izerinde en genis yayilis alanina
sahip siklamen tiirtiidiir. Fransa’nin giineyinden Balkan’lar1 da kapsayacak sekilde
Tiirkiye’nin gliney batisina kadar uzanan genis bir dagilima sahiptir. C.
hederifolium tiiri 1300 m yiikseklikte, golgelik yerlerde yaprak doken agaglarin
bulundugu ormanliklarda, cakilli kayaglar arasinda varligini siirdiirebilir. Bu tiiriin

kromozom sayis1 2n=34 olarak saptanmustir (Sekil 3.4) (Ciiriik, 2013).
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B

.

- b b5
iytikliikleri ayni

Sekil 3.4. Dégal yayilig éster C. hederolium tiirii resim
(Mendi ve Cliiriik, 2016)

3.1.5. Cyclamen cilicium BOISS. ET HELDR.

Tiirkiye’ye endemik olan bu tiir Akdeniz bolgesinde Adana, Mersin,
Antalya, Isparta, Karaman, Konya illerinde yayilis gostermektedir. Cigeklenme,
eyliill ayinda baslar enleme bagl olarak kasim aymin sonuna kadar devam eder.
Tag yapraklari beyaz ve acik pembe renkte bazilarinin iizeri benekli ve hafif kokulu
genotipleri bulunmaktadir. Tag yaprak halkalart asagi dogru egilmistir ve 1.5-2 cm
uzunlugunda, 0.4-0.6cm genigligindedir. Yapraklar ¢iceklerden sonra goriinmeye
baglarlar, oval ve kalp seklinde olan yapraklarin bazilar1 tarakli olabilmektedir.
Yapraklarin yiizeyleri koyu yesil ve ilizerlerinde acik yesil veya glimiis renkte
desenler bulundurmaktadir. Yapraklarin alt kisimlar1 koyu kirmizi veya mordur ve
uzunlugu 1.5-6 cm, genigligi 1.5-5 cm’dir. Yetigkin yumrular 5 cm capa
erisebilmektedir. Yumusak ince kadifemsi tiiyleri olan yumrular kiire seklindedir.
Kokler alttan dallanir ve 0.1 cm c¢apina ulasabilirler. Bu tiir, deniz seviyesinden

20-200 m yiikseklikte kumlu, killi ve kirecli topraklarda yasarlar ve igne yaprakli

40



3. MATERYAL VE METOT Basar SEVINDIK

agaclarin bulundugu ormanlik alanlarda, kayalar arasinda veya caliliklarda yayilis

gosterirler. Kromozom sayilar1 2n=30 dur(Ciiriik, 2013) (Sekil 3.5)

y -.J'-
.,..,.4‘-*"‘ o,

Sekil 3.5. Doll y 111$ géteren cilicium tiiri (Meni ve ﬁrﬁk 2016)

3.1.6. Ticari Melody F1 Cesidi

Sadece dis mekan igin gelistirilen tiirler ile melezleme sayesinde meydana
gelen bu cesit icerisinde yer alan bitkiler olduk¢a gii¢lii ve kalin ¢igek saplarinin
yaninda mermerimsi yaprak sekline sahiptirler. Bu serideki siklamenler soguk
hava sartlarina kars1 oldukca toleranslidir. Bu gesitlerde tek ¢igek rengi olmasinin
yant sira iki renkli ¢esitlerde mevcuttur. Melody F1 gesitleri kendine 6zgii bigcimin
yan1 sira zengin bir ¢igeklenmeye sahiptir. Ayrica farkli hava sartlarina dayanikli
olan bu tir kisin -3 °C’ye kadar dayanabilmektedir. Koyu yesil yapraklarin
iizerinde giimiis renkli desenler mevcuttur ve kompakt bir biiylime gosterirler.
Modern seralarda zaman kaybi olmaksizin kolayca yetistirilebilirler (Sekil 3.6)
(Anonymous 2018).
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Sekil 3.6. Melody F1 ticari siklamen ¢esidi (Anonymous, 2018)

3.2. Metot

Tez calismasinda, in vitro denemelerinin tamami, dis ortama aktarma
calismalar1 ve bitkilerin kiiltiirel bakim islemleri, C.U. Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarinda ve C.U. Ziraat Fakiiltesi

Bahge Bitkileri Boliimii siis bitkileri serasinda gergeklestirilmistir.

3.2.1. Anter Kiiltiirii Denemeleri
3.2.1.1. Cicek Tomurcuklarimn Toplanmasi ve Mikrospor Hiicrelerinin Tek
Cekirdekli Evrelerinin Belirlenmesi

Haploidizasyon ¢alismalarinda basariyr etkileyen en oOnemli faktor,
anterlerde bulunan mikrospor hiicrelerinin geg tek cekirdekli evrede veya erken cift
¢ekirdekli evrede bulundugu donemi saptamaktir. Tek c¢ekirdekli evredeki
mikrospor hiicrelerini barindiran anterlerin kiiltiire alinmasi en 6nemli asamalardan

bir tanesidir.
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In vitro anter kiiltiiri denemelerinde, Melody F1 ticari gesidi ile ilkbaharda
(C. coum, C. persicum ve C. pseudibericum) ve sonbaharda (C. hederefolium ve C.
cilicium) cigeklenen dogal tlirlerden farkli biiyiikliiklerde ve farkli zamanlarda
tomurcuklar alimmustir. Laboratuvara getirilen ¢igek tomurcuklarinin, binokiiler
sterio (x5) mikroskop altinda sirasiyla ¢anak yapraklari ve tag yapraklar
c¢ikarilarak anterleri elde edilmistir. Anterler tomurcuktan ¢ikarilarak lam {izerinde
ezilmis ve mikrosporlarin lam iizerinde yayillmasi saglanmistir. Onceden
hazirlanmis DAPI soliisyonu, eksplantlar iizerine damlatildiktan sonra lam
tizerinde ezilmis ve ezilen anterlerin anter duvarlar1 pens yardimi ile lam {izerinden
uzaklastirilmis ve daha sonra iizerine lamel kapatilmis preparatlar hazir hale
getirilmistir. Hazirlanan preparatlar 1sik mikroskobunda UV (mavi filtre) filtre
altinda incelenmis, mikrosporlarin tek ¢ekirdekli oldugu evre belirlenmistir (Sekil
3.7). Bu yontem, ovill kiiltiirii i¢in de uygun tomurcuk boyutlarinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir.

DAPI boyasinin hazirlanisi: 61.5 ml 0.1 M Sitrik asit ile 38.5 ml 0.2 M
Disodium Hydrogen OrthoPhosphate (Na,HPO,) karistirilarak hazirlanmistir. Son
olarak %! oraninda Triton 100, tampona ilave edilerek 1 ml’lik hacimler halinde

+4'C’de saklanmustir.

43



3. MATERYAL VE METOT Basar SEVINDIK

Sekil 3.7. Anter kiiltiirii denemeleri i¢in tek ¢ekirdekli evrenin belirlenmesi hazirlik
asamalari, A) Farkli boyutlardaki tomurcuklari bulunduran bitki, B)
Cigek tomurcuklarinin igerisinden ¢ikarilmis anter eksplantlari, C) DAPI
boyasi ile boyanan anterlerden izole edilmis tek cekirdekli mikrospor
hiicresi, D) Farkli boylardaki ¢igek tomurcuklarinin dl¢iilmesi

3.2.1.2. Cicek Tomurcuklarin Yiizey Sterilizasyonu

Cigek tomurcuklari, ilk olarak 30 dk. musluk suyu altinda bekletilmistir.
Toprak artiklar1 ve toz benzeri yapilardan arindirilan tomurcuklar antibakteriyel
sabun ile yikanmigtir. Ceker ocak igerisine alinan tomurcuklar, %0.1’lik HgCl,
soliisyonunda 10 dakika bekletilmis ve daha sonra 3-4 kere saf su ile durulanmustir.
Agz1 kapal1 bir sekilde steril kabinlere alinan eksplantlar, %70’lik etil alkolde 1-2
dk. bekletilmistir. Steril saf su ile bir kez durulanan ¢i¢ek tomurcuklarina %20’lik
NaOCIl (ticari domestos) soliisyonu uygulanmis ve daha sonra eksplantlarin
tizerindeki kopiik gidene kadar steril saf su ile durulanarak yiizey sterilizasyonu
gerceklestirilmistir. Yiizey sterilizasyonu yapilan ¢icek tomurcuklarmin anter ve

oviil kisimlar1 izole edilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Cyclamen tirlerinde uygulanan yiizey sterilizasyonu, A) Cesme suyu
altinda bekletilen ¢igek tomurcugu eksplantlari, B) Eksplantlarin
%70’lik alkol ile muamele edilmesi, C) Eksplantlarin %20’lik
NaOCI’de bekletilmesi

3.2.1.3. In vitro Anter Kiiltiirii Uzerine Soguk, Aktif Karbon, Giimiis Nitrat
(AgNO;) Uygulamalari

Tek ¢ekirdekli evredeki mikrospor hiicrelerini barindiran anterlere sahip
tomurcuklarin boylar1 belirlenmistir. Belirlenen boydaki tomurcuklardan alinan
anter eksplantlarina iki farkli sekilde soguk uygulamasi yapilmustir. ilk olarak
tomurcuklar serada saksilarda kiiltiire alinmis bitkilerden toplandiktan sonra petri
kaplar1 igerisinde 2 giin boyunca +4°C buzdolabi igerisinde bekletilmislerdir. Diger
uygulama ise yiizey sterilizasyonu yapilmis tomurcuk eksplantlarindan kiiltiire
alman anterlerin besi yeri ile birlikte 2 giin boyunca +4 °C buzdolabinda
bekletilmesi seklinde uygulanmaistir.

Yiizey sterilizasyonu gergeklestirilmis olan tomurcuklar, steril kabin
icerisinde mikroskop altinda steril pens ve bistiiri kullanilarak kiiltiire alimusgtir.
Steril tomurcuklarin ilk olarak canak ve tag yapraklari cikarilarak anterlerine
ulasilmistir. Anterler duvarlarina zarar verilmeden ¢icek tablasindan filamentleri ile
birlikte ayrilmiglardir. Anterler besi yerine konulmadan filamentleri dikkatli bir
sekilde anterlerden ayrilmistir.

Tez calismas1 kapsaminda anter kiiltiiri denemelerinde Takamura ve ark.

(2011)’nmin gelistirdigi B5 besin ortam1 (Gamborg ve ark., 1968) modifiye edilerek
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denemeler kurulmustur (Cizelge 3.1). Takamura ve ark. (2011)’nin gelistirdigi B5
besin ortam igeriginde en iyi karbon kaynagi (262.9 mM maltoz) ve NAA’nin
farkli konsantrasyonlar1 (0, 1.0, 3.0 ve 5.0 uM) denenmistir. Deneme kapsaminda
ticari ¢esit ve dogal tiirlerde ilk defa aktif karbon ve giimiis nitratin etkisi de
aragtirtlmistir. Bu kapsamda kullanilan B5 ortaminda aktif karbonun (0, 0.5, 1 g/L)
ve glmiig nitratin (AgNQO;3) (%0, 0.1 ve 0.3) farkli doz ve kombinasyonlar
uygulanmistir (Cizelge 3.2). Anterler 8 hafta siiresince karanlikta 20 °C’de
petrilerde kiiltiire almmustir. ilk alt kiiltiir, anterlerden embriyolar ¢iktiktan sonra

yapilmigtir. Sekiz hafta sonra anterler, NAA icermeyen B5 besin ortaminda

farklilagtirilmak iizere biiyiitme odasi kosullarinda (16 saat fotoperiyodisite, 25+1

°C’de) kiltiire alinmugtir.

e

Sekil 3.9. Anter kiiltiirii denemelerinde anterlerin kiiltiire alinmas1 A) Aktif karbon
uygulamalar1 B) Glimiis nitrat uygulamalari
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Cizelge 3.1. Anter kiiltiirii denemelerinde kullanilacak B5 besin ortam1 ve igerigi

Makro elementler (BS Ortami) (mg/1)

CaCl,.2H,0 150
NaH,PO, 130
(NH,),SO, 134
MgS0,.7H,0 250
KNO; 2500
Mikro elementler (BS Ortam)
CoCl,.6H,O 0.025
CuSO,4.5H,0 0.025
Na,Mo0O,4.2H,0 0.25
KI 0.75
ZnS0O,.7H,0 2
H;BO; 3
MnSO,. H,O 10
FeSO,.7H,0 27.8
Na,EDTA.2H,0 37.3
myo-Inositol 100
Nikotinik asit 0.1
Thiamine HCl 0.5
Pyridoxine HC1 0.5
Karbohidratlar (mM)
(g/D
Gelrite 2
NAA 0,1,3ve5uM

Anter Kkiiltiiri ¢alismalar1 i¢in uygulanan deneme plami Cizelge 3.2°de
belirtilmistir. Deneme kapsaminda anterlerin en iyi gelisme gosterdigi besi yeri

belirlenmis, bir sonraki yilin denemelerinde etkili olan besi yeri kullanilmstir.
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Cizelge 3.2. Anter kiiltiirii denemeleri kapsaminda kullanilacak tiirler ve deneme
planm

AKktif Karbon
ve Giimiis
Nitrat

Siklamen Ticari Cesit ve Dogal Tiirler

(GNCTNN(ODE  9246-Red C. C. C. C. C.
(€7 AN (Ticari Cesit) | persicum | pseudibericum | hederefolium coum cilicium
NAA Kons.
(uM)
12 petri (Her | 12 petri 12 petri (Her | 12 petri (Her |12 petri (Her| 12 petri
1 Kontrol (0+0) petride 3 anter|(Her petride| petride 3 anter |petride 3 anter| petride 3 |(Her petride|
NAA yok eksplanti) 3 anter eksplanti) eksplanti) anter 3 anter
eksplanti) eksplant1) | eksplanti)
12 petri (Her | 12 petri 12 petri (Her | 12 petri (Her |12 petri (Her| 12 petri
(0+0) petride 3 anter|(Her petride| petride 3 anter |petride 3 anter| petride 3 |(Her petride|
21 (0,1,3ve5 eksplanti) 3 anter eksplanti) eksplanti) anter 3 anter
uM NAA) eksplanti) eksplant1) | eksplanti)
12 petri (Her | 12 petri 12 petri (Her | 12 petri (Her |12 petri (Her| 12 petri
(0+0.1) petride 3 anter|(Her petride| petride 3 anter |petride 3 anter| petride 3 |(Her petride|
3| ,1,3ves eksplant) 3 anter eksplant) eksplant) anter 3 anter
uM NAA) eksplanti) eksplant1) | eksplanti)
12 petri (Her | 12 petri 12 petri (Her | 12 petri (Her |12 petri (Her| 12 petri
(0+0.3) petride 3 anter|(Her petride| petride 3 anter |petride 3 anter| petride 3 |(Her petride|
4] (0,1,3ve5 eksplanti) 3 anter eksplanti) eksplanti) anter 3 anter
MM NAA) eksplanti) eksplant1) | eksplantr)
12 petri (Her | 12 petri 12 petri (Her | 12 petri (Her |12 petri (Her| 12 petri
(0.5+0) petride 3 anter|(Her petride| petride 3 anter |petride 3 anter| petride 3 |(Her petride|
5| 0,1,3ves eksplant) 3 anter eksplant) eksplant) anter 3 anter
MM NAA) eksplanti) eksplant1) | eksplantr)
12 petri (Her | 12 petri 12 petri (Her | 12 petri (Her |12 petri (Her| 12 petri
(0.5+0.1) petride 3 anter|(Her petride| petride 3 anter |petride 3 anter| petride 3 |(Her petride|
6(0,1,03ves eksplanti) 3 anter eksplanti) eksplanti) anter 3 anter
uM NAA) eksplanti) eksplant1) | eksplanti)
12 petri (Her | 12 petri 12 petri (Her | 12 petri (Her |12 petri (Her| 12 petri
(0.5+0.3) petride 3 anter|(Her petride| petride 3 anter |petride 3 anter| petride 3 |(Her petride|
71 (0,1,3ve5 eksplanti) 3 anter eksplanti) eksplanti) anter 3 anter
MM NAA) eksplanti) eksplant1) | eksplantr)
12 petri (Her | 12 petri 12 petri (Her | 12 petri (Her |12 petri (Her| 12 petri
(1+0) petride 3 anter|(Her petride| petride 3 anter |petride 3 anter| petride 3 |(Her petride|
81 (0,1,3ves5 eksplanti) 3 anter eksplanti) eksplanti) anter 3 anter
MM NAA) eksplanti) eksplant1) | eksplantr)
12 petri (Her | 12 petri 12 petri (Her | 12 petri (Her |12 petri (Her| 12 petri
(1+0.1) petride 3 anter|(Her petride| petride 3 anter |petride 3 anter| petride 3 |(Her petride|
91 (0,1,3ve5 eksplanti) 3 anter eksplanti) eksplanti) anter 3 anter
MM NAA) eksplanti) eksplant1) | eksplantr)
12 petri (Her | 12 petri 12 petri (Her | 12 petri (Her |12 petri (Her| 12 petri
(1+0.3) petride 3 anter|(Her petride| petride 3 anter |petride 3 anter| petride 3 |(Her petride|
10 (0,1,3ve5 eksplanti) 3 anter eksplanti) eksplanti) anter 3 anter
MM NAA) eksplanti) eksplant1) | eksplantr)
360 petri | 360 petri 360 petri 360 petri 360 petri | 360 petri
Toplam
2160 petri (6480 anter eksplanti)
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3.2.2. Oviil Kiiltiirii Denemeleri

Oviil kiiltiirii denemelerinde, ticari ¢esit (9244) ve dogal tiirlerin (C. coum,
C. persicum, C. pseudibericum, C. hederefolium ve C. cilicium) uygun tomurcuk
boylar1 belirlenmistir. Uygun tomurcuk boylar1 anterlerin tek g¢ekirdekli evrede
oldugu asamadir ve uygun tomurcuk boylar1 anter kiltiiri denemelerinde
belirtilmis olan DAPI boyama metodu ile belirlenmistir. Yiizey sterilizasyonu
gerceklestirilen ¢igeklerin sirasiyla ¢anak yapraklari, tag yapraklari ve erkek
organlarin bulundugu yapilari, steril bistiiri yardimi ile ¢ikarildiktan sonra
ovaryuma ulasilmigtir. Ovaryum zari ¢ikarildiktan sonra oviillere ulagilmusgtir.
Opviiller, sterio binokiiler 151k mikroskobu altinda steril siringa ucu ile ¢ikarilmisgtir.

Oviiller mikroskop altinda ¢ikarildiktan sonra modifiye edilmis '2MS
(Mursahige ve Skoog, 1962; Winkelmann, 2010) besi yerinde kiiltiire alinmugtir.
Tez ¢alismasi kapsaminda 2,4-D (0, 0.5, 1, 1.5 ve 2 mg/l) ve 2iP (0, 0.1, 0.3, 0.5 ve
0.8 mg/l)’nin farkli konsantrasyonlar1 denenerek en iyi embriyojenik kallus
gelistirme protokolii gelistirilmistir. Besin ortamu igerigi ve deneme planm1 Cizelge
3.3 ve 3.4’de verilmistir. Eksplantlar, bu asamada tamamen karanlik ortamda ve
25+1°C’de kiiltiire alinmis ve her 4 haftada bir alt kiiltiirleri yapilmistir. Embriyolar
meydana geldikten sonra (8.hafta) eksplantlar farklilasma besi yerine

aktarilmislardir(Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Oviil Kiiltirii Denemeleri, A) Ovaryum zarlar1 ¢ikarilmig oviil
eksplantlari, B) Steril siringa ile oviillerin ¢ikarilmasi, C) Oviillerin
besi yerinde kiiltiire alinmasi, D) Oviillerden embriyolarin olugsmasi
E) Embriyolarin bitkiye doniisiimii, F) Bitkiciklerin elde edilmesi
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3.2.2.1. Oviil Kiiltiiriinde Farklilasma ve Embriyojenik Kalluslarin
Cimlenmesi

Embriyo ve embriyo benzeri yapilarin olusturulmasi i¢in kullanilan besi
yerinde yaklagik 8 haftalik kiiltlir sonrasinda olusan kalluslar, hormon igermeyen %2
MS besi yerine aktarilmistir. Aktarilma esnasinda eksplantlar, besi yeri farkindan
dolay1 eski besi yerlerinden arindirilmak amaci ile steril kurutma kagitlarinda
kurutularak yeni besi yerlerine alinmistir. Bu besiyerinde 8 haftalik kiltiiriin
ardindan ayni igerige sahip besi yerlerine alt kiiltlir islemi yapilmis ve alt kiiltiir
islemi her 4 haftada bir tekrar edilmistir. Eksplantlar, bu asamada da tamamen
aydinlik ortamda ve 25+1°C’de kiiltlire alinmistir. Gézlemler sonrasi kalluslardan
olusan embriyojenik kalluslar da, her 4 haftada bir hormon igermeyen besi
yerlerinde alt kiiltiire alinmigtir. Embriyojenik kalluslar olgunlasip ilk kotiledonlar
goriilene kadar petrilerde inkiibe edilmistir. Bu asamadan sonra ise magentalara
aktarilmistir. Embriyojenik kalluslar gelismeye basladiginda kiiltiir ortamlari,
biiylitme odast kosullarinda (16 saat fotoperyodisite, 25+1°C) kiiltlire alinarak
gelisimleri gbzlenmistir. Tez ¢aligmas1 kapsaminda, in vitro’da elde edilen aday

haploid bitkiciklerin aklimatizasyonu gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.3. Oviil kiiltiirii denemelerinde kullanilacak MS besin ortami ve bitki
bliylime diizenleyicileri konsantrasyonlari

Makro elementler (MS) (mg/l)
NH4NO; 825
KNO; 950
CaCl, x 2H,0 220
MgSO, x TH,O 185
KH,PO, 85
H;BO; 3.1
MnSO, x1H,0O 8.45
ZnSO, x7H,0 5.3
KI 0.415
Na,MoO, x 2H,0 0.125
CuS0O, x 5H,0 0.0125
CoCl, x 6H,O 0.0125
Diger Bilesikler (mg/l)
Fe EDTA 34.51
Peptone 250
myo-Inositol 100
Glisin 2
Nikotinik asit 0.1
Thiamine HCI 0.5
Pyridoxine HCI 0.5
Sakkaroz 30
D(+)-glucose monohydrate 2
Gelrite 3.7
2,4-D 0,0.5,1,1.5
ve 2 mg/l)
2ip (0,0.1,0.3,0.5
ve 0.8 mg/l)
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Cizelge 3.4. Oviil kiiltiirii denemeleri kapsaminda kullanilan tiirler ve deneme plani
Bitki Biiyiime Siklamen Ticari Cesit ve Dogal Tiirler
Diizenleyicile

ri
(WX BV 9246-Red C. C. C. C. C.

(mg/l) (Ticari Cesit)| persicum |pseudibericum |hederefolium coum cilicium
4 petri (Her | 4 petri 4 petri (Her | 4 petri (Her |4 petri (Her | 4 petri

petride 10 (Her |petride 10 oviil| petride 10 | petride 10 (Her

C.

Kontrol (0+0) oviil petride 10| eksplantr) oviil oviil petride 10
eksplantr) oviil eksplant1) | eksplanti) oviil
eksplanti) eksplanti)

4 petri (Her | 4 petri 4 petri (Her | 4 petri (Her |4 petri (Her | 4 petri
petride 10 (Her |petride 10 oviil| petride 10 | petride 10 (Her

1 (0.5+0.1) oviil petride 10|  eksplanti) oviil oviil petride 10
eksplantr) oviil eksplant1) | eksplanti) oviil
eksplanti) eksplanti)

4 petri (Her | 4 petri 4 petri (Her | 4 petri (Her |4 petri (Her | 4 petri
petride 10 (Her |petride 10 oviil| petride 10 | petride 10 (Her

2 (0.5+0.3) oviil petride 10|  eksplanti) oviil oviil petride 10
eksplantr) oviil eksplant1) | eksplanti) oviil
eksplantr) eksplantr)

4 petri (Her | 4 petri 4 petri (Her | 4 petri (Her |4 petri (Her | 4 petri
petride 10 (Her |petride 10 oviil| petride 10 | petride 10 (Her

3 (0.5+0.5) oviil petride 10| eksplantr) oviil oviil petride 10
eksplantr) oviil eksplant1) | eksplanti) oviil
eksplanti) eksplanti)

4 petri (Her | 4 petri 4 petri (Her | 4 petri (Her |4 petri (Her | 4 petri
petride 10 (Her |petride 10 oviil| petride 10 | petride 10 (Her

4 (0.5+0.8) oviil petride 10|  eksplanti) oviil oviil petride 10
eksplantr) oviil eksplant1) | eksplanti) oviil
eksplanti) eksplanti)

4 petri (Her | 4 petri 4 petri (Her | 4 petri (Her |4 petri (Her | 4 petri
petride 10 (Her |petride 10 oviil| petride 10 | petride 10 (Her

5(140.1) oviil petride 10| eksplanti) oviil oviil petride 10
eksplantr) oviil eksplant1) | eksplanti) oviil
eksplantr) eksplantr)

4 petri (Her | 4 petri 4 petri (Her | 4 petri (Her |4 petri (Her | 4 petri
petride 10 (Her |petride 10 oviil| petride 10 | petride 10 (Her

6 (1+0.3) oviil petride 10|  eksplantr) oviil oviil petride 10
eksplantr) oviil eksplant1) | eksplanti) oviil
eksplantr) eksplantr)

4 petri (Her | 4 petri 4 petri (Her | 4 petri (Her |4 petri (Her | 4 petri
petride 10 (Her |petride 10 oviil| petride 10 | petride 10 (Her

7 (140.5) oviil petride 10|  eksplantr) oviil oviil petride 10
eksplantr) oviil eksplant1) | eksplanti) oviil
eksplanti) eksplanti)

4 petri (Her | 4 petri 4 petri (Her | 4 petri (Her |4 petri (Her | 4 petri
petride 10 (Her |petride 10 oviil| petride 10 | petride 10 (Her

8 (1+0.8) oviil petride 10|  eksplanti) oviil oviil petride 10
eksplantr) oviil eksplant1) | eksplanti) oviil
eksplantr) eksplantr)
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Cizelge 3.4. Devam
4 petri (Her | 4 petri 4 petri (Her | 4 petri (Her |4 petri (Her | 4 petri
petride 10 (Her |petride 10 oviil| petride 10 | petride 10 (Her

9 (1.540.1) oviil petride 10| eksplantr) oviil oviil petride 10
eksplantr) oviil eksplant) | eksplanti) oviil
eksplantr) eksplantr)

4 petri (Her | 4 petri 4 petri (Her | 4 petri (Her |4 petri (Her | 4 petri
petride 10 (Her |petride 10 oviil| petride 10 | petride 10 (Her

10 (1.5+0.3) oviil petride 10| eksplantr) oviil oviil petride 10
eksplantr) oviil eksplant1) | eksplanti) oviil
eksplanti) eksplanti)

4 petri (Her | 4 petri 4 petri (Her | 4 petri (Her |4 petri (Her | 4 petri
petride 10 (Her |petride 10 oviil| petride 10 | petride 10 (Her

11 (1.5+0.5) oviil petride 10|  eksplanti) oviil oviil petride 10
eksplantr) oviil eksplant1) | eksplanti) oviil
eksplanti) eksplanti)

4 petri (Her | 4 petri 4 petri (Her | 4 petri (Her |4 petri (Her | 4 petri
petride 10 (Her |petride 10 oviil| petride 10 | petride 10 (Her

12 (1.5+0.8) oviil petride 10| eksplantr) oviil oviil petride 10
eksplantr) oviil eksplant1) | eksplanti) oviil
eksplantr) eksplantr)

4 petri (Her | 4 petri 4 petri (Her | 4 petri (Her |4 petri (Her | 4 petri
petride 10 (Her |petride 10 oviil| petride 10 | petride 10 (Her

13 (2+0.1) oviil petride 10| eksplantr) oviil oviil petride 10
eksplantr) oviil eksplant1) | eksplanti) oviil
eksplanti) eksplanti)

4 petri (Her | 4 petri 4 petri (Her | 4 petri (Her |4 petri (Her | 4 petri
petride 10 (Her |petride 10 oviil| petride 10 | petride 10 (Her

14 (2+0.3) oviil petride 10|  eksplanti) oviil oviil petride 10
eksplantr) oviil eksplant1) | eksplanti) oviil
eksplanti) eksplanti)

4 petri (Her | 4 petri 4 petri (Her | 4 petri (Her |4 petri (Her | 4 petri
petride 10 (Her |petride 10 oviil| petride 10 | petride 10 (Her

15 (2+0.5) oviil petride 10|  eksplanti) oviil oviil petride 10
eksplantr) oviil eksplant) | eksplanti) oviil
eksplantr) eksplantr)

4 petri (Her | 4 petri 4 petri (Her | 4 petri (Her |4 petri (Her | 4 petri
petride 10 (Her |petride 10 oviil| petride 10 | petride 10 (Her

16 (2+0.8) oviil petride 10|  eksplantr) oviil oviil petride 10
eksplantr) oviil eksplant1) | eksplanti) oviil
eksplanti) eksplanti)
680 petri | 680 petri | 680 petri 680 petri | 680 petri | 680 petri
Toplam 4080 petri (40800 oviil eksplanti)
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3.2.3. Aday Haploid Bitkiciklerin Aklimatizasyonu

Oviil ve anterden elde edilen embriyolar olgunlasarak kiigiik bir yumru,
kok ve ilk gergek yapraklarini olusturduktan sonra, dis ortama aligtirma islemi
gerceklestirilmistir. Bu amagla yeterli miktarda olgunluga erisen aday haploid
bitkicikler, ilk olarak filtreli biiyiitme kaplarina aktarilmiglardir. Bu siire sonunda
hava filtreli kapaklar tamamen acilarak direk dis ortama aktarma islemi
gerceklestirilmistir (Sekil 3. 11). Bitkicikler yetistirme ortamlarindan g¢ikarilarak
kok ve yumru kisimlari musluk suyu ile yikanmis ve besiyerinden tamamen
arindirilmigtir. K6k ve yumrulant %0.2°1ik sivi fungusit (Captan) igerisine
daldirilmustir. Bitkicikler, otoklavda steril edilmis perlit-torf (1:1) karisimi igeren
viollere dikilerek kiiltiirel bakim iglemleri gergeklestirilmistir (Sekil 3.12).

Sekil 3.11. Aday haploid bitkilerin aklimatizasyon asamalari, A) Besi yerinden
cikarilmig bitkilerin ¢esme suyu altinda yikanmasi, B) Bitkilerin
%0.2’lik fungusite daldirilma asamasi, C) Bitkilerin saksilara
alistirllmadan 6nceki kokli yapisi, D) Bitkilerin torf ve perlit igeren
saksilarda kiiltlire alinmast
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Tek Cekirdekli Evrenin Belirlenmesi i

1.
El

- -

Elde Edilen Bitkiler

Sekil 3. 12. Haploidizasyon asamalari

3.2.4. Flow Sitometri Analizleri

Elde edilen aday haploid bitkilerden in vitro asamada alinan yaprak
ornekleri, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Bitki
Biyoteknolojisi laboratuvarinda hazirlanip soguk zincir ile 12 saat igerisinde
Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii
Sitoloji laboratuvarina getirilmistir ve flow sitometri analizleri burada

gergeklestirilmistir.

3.2.4.1. Yaprak Orneklerinin Hazirlamsi
In vitro sartlarda kiiltiire alinmig olan magenta kaplar1 igerisindeki
bitkiciklerden 6rnek alma islemi steril kabinler igerisinde gergeklestirilmistir.
Kapaklari, steril kabin igerisinde agilan magenta kaplarindaki bitkilerden steril pens
ve bistiiri yardim ile kesilen yaprak ornekleri, nemli filtre kagitlar1 arasinda petri

kaplarma konulmus ve fazla suyu alinan petri kaplarinin agizlan sikica streg ile
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sarilmigtir. Petri kaplar1 buz kaliplari igeren straforlarin igerisine yerlestirilmigtir

(Sekil 3.13).

3.2.4.2. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Yaprak eksplantlarindan DNA izolasyonu i¢in Arumuganathan ve Earle'nin
1991 yilinda gelistirmis olduklar1 yontem kullanilmustir. Buffer olarak MgSO,’in
kullanildig1 ¢ozeltiler su sekilde hazirlanmistir:

MgSO, buffer' inin Hazirlanmasi: MgS0O,.7H,0 (0.246g) KCl (0.37 g)
ve hepes (0.12 g) iki kere distile edilmis su igerisinde ¢oziildiikten sonra pH: 8.0'e
ayarlanmis ve toplam hacim 100 ml olacak sekilde iki kere distile edilmis su ile
tamamlanmustir.

Triton X-100 (%10 w/v) Hazirlanmasi: 1 g triton x-100, 10 ml ddH,O
icerisinde ¢ozlilmiis ve +4 °C'de muhafaza edilmistir.

Propidium iodide: 5 mg propidium iodide, 1 ml iki kere saflagtirilmis su

icerisinde ¢ozlilmiis ve +4 °C'de muhafaza edilmistir.

Soliisyonun Hazirlamsi

Soliisyon A: 75 ml Solusyon A hazirlamak i¢in 72 ml MgSO, buffer,
75mg Dithiothreitol, 1500 ul PI (stok) ve 1875 ul Triton X-100 (stok) karistirilmas,
soliisyon A giinliik olarak (her bir 6rnek i¢in 1.5ml) hazirlanmis ve buz igerisinde
muhafaza edilmistir.

Soliisyon B: 22.5 ml A soliisyonuna, 52.5 pul RNAase, DNAse free
eklenerek hazirlanmistir. Soliisyon B’den her 6rnek igin 0.5 ml hazirlanmustir.

40 g agirhgindaki saglikli (geng ve taze) yaprak ornekleri ile 20 g standart
olarak kullanilan bitki dokusu petri kabina konulduktan sonra Iml A soliisyonu
eklenmistir. Petri kabindaki bitki dokulari, keskin bir jilet yardim ile kiigiik
pargalara ayrilmistir. Elde edilen soliisyon 30-33 uM porlara sahip olan filtrelerden
gecirilerek mikro santrifiij tiipiine aktarilmigtir. Tiiplere alinin soliisyon 14.000

rpm’de 30 sn. santrifiij edildikten sonra ist kisimda kalan sivi alindiktan sonra
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¢oken kistm 400 pM B soliisyonu igerisinde ¢oziinmiistiir. Ornekler 20 dakika 37
°C’de bekletilip, daha sonra cihazda okutulmustur. Elde edilen pikler ve grafikler
degerlendirilmistir (Tuna, 2016) (Sekil 3.14).

Sekil 3.13. Flow sitometri analizleri i¢in Orneklerin hazirlanisi, A) Doku
kiiltiiriinde bulnana bitkilerden yaprak o6rneklerinin alinmasi, B)
Filtre kagitlarimin petrilere konulmasi, C-D) Yapraklarin 1slatilmis
filtre kagitlariin {izerine konulmasi, E) Yapraklarin {izerine
kapatilan filtre kagitlarmin 1slatilmast
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. Flow sitometri analizleri ve eskplantlarin hazirlanigi, A) Yaprak
orneklerinin ve standartlarin 1:1 oraninda petrilere konulmasi, B)
Soliisyonlarin yaprak ve standart iizerine eklenerek jilet yardimi ile
kiiclik parcalara ayrilmasi, C) Eksplantlarin filtrelerden gecirilerek
biiyiik pargalardan ayrilmasi, D) DAPI boyasinin eksplantlan
barindiran tiiplere eklenmesi

Sekil 3.14

3.2.5. Histolojik Analiz
Oviil ve anter eksplantlarindan elde edilen embriyojenik yapilar histolojik
analizler ile incelenmistir. Gelisim gosteren anter ve oviil eksplantlarindaki farkli

asamalardaki embriyojenik yapilar tespit edilmistir.

3.2.5.1. Eksplantlarin Fiksasyon Soliisyonu Icerisine Ahnmas:

Ovill ve anter eskplantlarinda 4, 8, 12. haftalarda gelisen Ornekler,
histolojik gelisimlerinin incelenmesi amaciyla fiksasyon (FPA:formaldehit:
propiyonik asit: alkol) (900 ml %70’lik alkol + 50 ml propiyonik asit +50 ml

formaldehit ) soliisyonu igerisine alinmisgtir.
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3.2.5.2. Orneklerin Parafin Bloklar icine Alinmasi

Ornekler parafin bloklar igerisine yerlestirilmeden once sirasiyla %70,
%85, %95, %100’lik Johansen ¢ozeltisi icerisinde bekletilmistir. In vitro’dan
almarak FPA soliisyonu igerisinde bekletilen ornekler her bir alkol serisinde
yaklasik 2 saat bekletilmis ve vakum altinda 30-35 dakika siireyle havalari
almmustir. Daha sonra Tersiyer butil alkol (TBA-1) sivist igerisinde 1 gece, TBA-2
ve TBA-3 sivilan igerisinde 3’er saat bekletilmistir. Daha sonra petri kaplar
icerisinde 60-65 °C’de eritilen sivi parafin igerisine konulmustur. Etiivde 60-65
°C’de 2-3 giin bekletildikten sonra etliv digina alinmustir ve buz ilizerinde hizla

sogumaya birakilarak sertlesmesi saglanmustir.

3.2.5.3. Parafin Bloklar icerisindeki Orneklerin Kesitlerinin Almmasi
Orneklerin iizerindeki fazla parafin kesilip ayrildiktan sonra tahta bloklar
lizerine yine parafin yardimi ile yapistinlmistir. Tahta bloklar iizerine alinan
orneklerden rotasyon mikrotom kullanilarak 8 pm kalinliginda kesit almmuistir.
Kesitlerin etiketleme islemi lamlarin kenarlarina yapilmistir. Kesitlerin lamlarin
lizerine yapismasini saglamak amaciyla daha onceden hazirlanan 1:1 oranindaki
yumurta aki: gliserin karisimindan olusan sivi, lamlarin iizerine siiriilmiistiir.
Orneklerden alman kesitler lamlara yerlestirildikten sonra 35-40 °C sicakligindaki
sicak yiizey (hot plate) tlizerine konulmustur. Sicak yiizey iizerindeki her bir lama
bir damlalik yardimiyla saf su ilave edilmistir. Bu yolla kesitlerin su yiizeyinde
yiizmesi ve sicakligin yardimiyla suyun parafini gergin duruma getirmesi ve suyun
buharlagsmasiyla birlikte kesitlerin lam fizerine gergin bir vaziyette yapismasi
saglanmistir. Bu islemlerden sonra lam {izerindeki kesitler bir gece boyunca 30-35

°C’deki etiiv icerisinde bekletilmistir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Histolojik analizlerin farkli agsamalari, A) Mikrotomda kesit alinan
parafin icerisinde bloklanmig 6rnekler, B) Kesit alinan 6rneklerin lam
iizerine konulmasi, C) Lam iizerine yerlestirilmis ve kesit alinmig
orneklerin 1sitic tizerinde bekletilme agsamasi

3.2.5.4. Kesitlerden Aliman Orneklerin Boyanmasi

Lamlar, lam tastyicilar lizerine yerlestirilen ve 10’ar dk. ksilol-1, ksilol-2’
de bekletilen, parafinin erimesi ve 6rneklerden ayrilmasi saglanmistir. Bu asamada
ornekler ilk olarak izopropil alkol-1 ve izopropil alkol-2’de 5’er dk., daha sonra %
96’dan baglayarak sirasiyla % 70, % 40 ve % 20 olacak sekilde dereceleri azalan
alkol kiivetlerinde ve son olarak ta saf su icerisinde 3’er dk. bekletilmistir. Bu
islemlerin sonunda 6rneklerin boyanmasi iglemine ge¢ilmistir. Boyama islemi igin
hematoksilin boya ¢ozeltisi kullanilmigtir. Hematoksilin boya ¢dzeltisini
hazirlamak i¢in; 1 g hematoksilin, 6 ml etil alkol igerisinde eritilmistir. Ayrica,
12.5 g KAI;SO, (potasyum aliiminyum siilfat) 100 ml suda eritilmis ve bu suya
0.18 g KMnOy, 25 ml gliserin ve 25 ml metanol eklenen ve bundan sonra 6nceden
eritilen hematoksilin ile karistirilarak stok ¢o6zeltisi hazirlanmistir. Boyama islemi
icin 1 birim stok ¢ozelti, 10 birim saf suyla seyreltilerek kullanilmigtir. Ornekler
boyama sivisi igerisinde 30 dk., daha sonra su dolu bir kap igerisinde hafif akan
cesme suyu altinda 15 dk. bekletilmistir. Daha sonra boyanan 6rnekler baslangicta

izlenerek alkol serilerinden ters yonde yeniden geg¢irilmistir. Bu amagla boyanan
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ornekler % 20, % 40, % 70, % 96’lik alkolde yine 3’er dk. bekletilerek ve izopropil
alkolde 5’er dk. bekletilerek ayr1 bir ksilol kabi igerisine alinmistir. Ksilol kabi
icerisinden alinan lamlarin {izerindeki ksilol iyice sliziilmiistiir ve {izerlerine
entellan yapigtirict damlatilarak birer lamel ile kapatilmistir. Bu sekilde devamli
preperat haline getirilmis olan 6rneklerin 30°C’deki etiivde bekletilerek incelemeye
hazir hale getirilmistir (Eti ve Stosser, 1987) (Sekil 3.16).

Incelenmeye hazir olan preparatlar, Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Boliimii Sitoloji laboratuvarinda mikroskop altinda incelenmis ve
goriintiller alinmistir. Elde edilen goriintiilerde eksplantlar {izerindeki biiylime

noktalari, vakuol biiyiikliikleri, kallus dokular1 arasindaki farkliliklar ve epidermis

dokular1 ve farkli embriyo agamalar tespit edilmistir.

Sekil 3.16. Histolojik analizlerin agamalar1: A) Mikrotom yardimu ile kesit alinmasi
islemi, B) 1:1 Oraninda yumurta aki ve glisin karigiminin lam {izerine
siiriilmesi, C) Ceker ocak igerisinde boyama asamalari

62



4. BULGULAR VE TARTISMA Basar SEVINDIK

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Anter Kiiltiirii Bulgular:
4.1.1. Cicek Tomurcuklarinda Tek Cekirdekli Evrenin Belirlenmesi
4.1.1.1. Sonbaharda Ciceklenen Tiirlerde Tek Cekirdekli Evrenin
Belirlenmesi

Haploidizasyon calismalarindaki en 6nemli asamalardan biri anterlerdeki
mikrospor hiicrelerinin tek ¢ekirdekli evrelerinin belirlenmesidir. Tez g¢alismasi
kapsaminda, tek c¢ekirdekli evredeki mikrospor hiicrelerini igeren anterlerin
bulundugu tomurcuklarin morfolojik yapisi incelenmistir. Bu evrenin belirlenmesi
icin farkli boylardaki tomurcuklar alinmis ve uzunluklarina goére siralanmistir.
Farkli boydaki tomurcuklardan alman anterlerden hazirlanan preperatlar,
mikroskop altinda incelenmistir. Sonbaharda ¢icek acan C. hederifolium tiiriinde
DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) ile boyanan mikrospor
hiicre preperatlari, florasan mikroskopta mavi renkli filtre altinda incelenmistir.
8.05-9.05 mm boya sahip olan tomurcuklardan alinan anterlerin mikrospor
hiicrelerinin tek c¢ekirdekli veya erken cift ¢ekirdekli evrede oldugu belirlenmistir.
Haploidizasyon ¢aligmalarinda kullanilacak olan anter eksplantlarinin mikrospor
hiicrelerinin tek cekirdekli evrede olmasi ve c¢ekirdeklerinin hiicrenin kutuplarina
dogru cekilmis olmasi gerekmektedir (Geg tek cekirdekli evre). Yine anter kiiltiirii
icin kullanilabilecek tomurcuklardaki mikrospor hiicrelerinin erken cift cekirdekli
evreye sahip olmasi da haploidizasyon c¢alismalar1 i¢in uygun evredir. C.
hederifolium tiirlinde cicek tomurcuk boyu 8.05 mm’den az olan tomurcuklardan
almmig anterlerdeki mikrospor hiicrelerinin erken tek cekirdekli evrede oldugu
gozlenmistir. Erken tek ¢ekirdekli evrede mikrospor hiicrelerinin ¢ekirdekleri hiicre
merkezinde yer almaktadir. 9.05 mm’nin iizerindeki tomurcuklarda ise geg cift
cekirdekli evreler gozlenmistir (Sekil 4.1). Sonbaharda c¢icek acan C. cilicium
tiirlinde ise, C. hederifolium tiiriine gore daha kiiclik boyuttaki tomurcuklardan

alman anterlerin ezilmesi ile elde edilmis mikrospor preperatlarinda tek gekirdekli
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evre saptanmustir. C. cilicium tiiriinde haploidizasyon g¢alismalari i¢in uygun olan
gec tek cekirdekli evrenin 4.74 mm ve 5.93 mm boyundaki tomurcuklarda bulunan
anterlerden hazirlanan mikrospor preperatlarinda oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2).
C. cilicium tiriinde farkli boylardaki tomurcuklardan alinan &rnekler
incelendiginde, 4.74 mm uzunlugundan az olan tomurcuklarda erken tek ¢ekirdekli
evre (hiicre c¢ekirdeginin tam ortada olmasindan dolayr haploidizasyon
caligmalarina uygun degil) goriilmiistiir. Preperatlarin mikroskop altinda
incelenmesi sonucunda, C. cilicium tiiriinden elde edilen goriintiilerde tomurcuk
boyu 593 mm ve iizerinde olan tomurcuklarda ge¢ cift c¢ekirdekli evre
saptanmistir.  Geg ¢ift c¢ekirdekli evrede bulunan mikrospor hiicreleri

haploidizasyon ¢alismalarinda kullanilmak {izere uygun bulunmamuistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. Cyclamen hederifolium tiiriinde tek ¢ekirdekli evrenin belirlenmesi, A)
Farkli tomurcuk boylari, 2. ve 3. tomurcuk boylarinda tek g¢ekirdekli
evre (8.05 mm), B) Tek cekirdekli evredeki mikrospor hiicrelerinin
genel goriiniimii C) Kutuplara ¢ekilmis uygun gec tek cekirdekli, D)
Cift ¢ekirdekli evre
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Sekil 4.2. Cyclamen cilicum tiiriinde tek ¢ekirdekli evrenin belirlenmesi, A) Farkli
tomurcuk boylari, ikinci siradaki tomurcukta tek cekirdekli evrenin
gozlenmesi (4.74 mm), B) Tek cekirdekli evredeki mikrospor
hiicrelerinin genel goriiniimii, C) Tek c¢ekirdekli evrede hiicre
cekirdeginin kutuplara ¢ekilmesi, D) Cift ¢ekirdekli evre

Tez galismasina benzer olarak, Prem ve ark. (2005) mikrospor kiiltiirti igin
alman farkli boylardaki tomurcuklarda tek ¢ekirdekli evreyi yakalamak i¢in DAPI
boyama yontemini kullanmislardir. Prem ve ark. (2005)’nin yapmis oldugu ¢aligma
sonucunda tomurcuk boylar1 ile mikrosporlarin gelisim evresi arasinda
korelasyonun oldugu belirtilmistir. Bu calismada bdyle bir korelasyon
gozlenmemistir. Bu calismaya paralel olarak, Doi ve ark. (2010) Gentiana sp. anter
kiiltiirti calismalarinda, tek ¢ekirdekli evreyi tespit etmek i¢in 7-15 mm
uzunlugundaki tomurcuklardan alinan mikrospor hiicrelerinde, DAPI boyama

yontemini kullanmiglardir.
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Anter kiiltiirli yontemi ile haploid bitkilerin elde edilmesi i¢in uygun tek
cekirdekli evrenin 9-12 mm boyundaki tomurcuklarlardan alinan anter

eksplantlarinda bulundugunu belirtmislerdir.

4.1.1.2. flkbaharda Ciceklenen Tiirlerde Tek Cekirdekli Evrenin Belirlenmesi

Ilkbaharda ciceklenen tiirlerde de DAPI ile boyama yapilmis C. persicum
tirlinin  tomurcuklarina florasan mikroskopta mavi renkli filtre altinda
bakildiginda, 6.98-7.66 mm boya sahip olan tomurcuklardan alinan anterlerin
mikrospor hiicrelerinin tek ¢ekirdekli veya erken ¢ift ¢ekirdekli evrede oldugu
belirlenmistir. C. persicum tiirinde 6.98 mm’nin altindaki ¢i¢ek tomurcuklarindan
alman orneklerde mikrospor hiicrelerinin erken tek cekirdekli evrede oldugu ve
¢ekirdegin merkezde bulundugu goézlenmistir. Haploidizasyon caligsmalari igin
uygun olmayan geg ¢ift ¢cekirdekli evre ise tomurcuk boyu 7.66 mm’den uzun olan

cicek tomurcuklarinda gozlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. C. persicum tirinde tek cekirdekli evrenin belirlenmesi, A) Tek
cekirdekli evrenin, {iglincii siradaki tomurcuk boyunda gbzlenmesi, B)
Tek ¢ekirdekli evrenin 6.98 mm boyundaki tomurcuklarda gézlenmesi,
C) Birinci siradaki tomurcuktan alinmis anterlerden elde edilen
mikrosporlarda erken tek ¢ekirdekli evrenin goriintiisii

C. coum tiirlinde anterlerin ezilmesi ile hazirlanan mikrospor preperatlarina
florasan mikroskopta mavi renkli filtre altinda bakildiginda, 5.0-5.42 mm boya
sahip olan tomurcuklardan alinan anterlerin mikrospor hiicrelerinin tek ¢ekirdekli
veya erken c¢ift c¢ekirdekli evrede oldugu belirlenmistir. C. coum tiiriinde 4.90
mm’nin altindaki ¢i¢cek tomurcuklarindan alinan 6rneklerde mikrospor hiicrelerinin
erken tek c¢ekirdekli evrede oldugu ve ¢ekirdegin merkezde bulundugu
mikroskobik incelemelerle gozlenmistir. Geg ¢ift ¢ekirdekli evre olarak bilinen ve
haploidizasyon ¢aligmalarinda kullanilmasi uygun olmayan tomurcuk boylar1 ise

6.42 mm boyutundan uzun olan tomurcuklardan hazirlanan anter preperatlarinda
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gozlenmistir (Sekil 4.4). Ishizaka ve Uematsu, (1993) yapmis olduklari ¢aligsmada,
bu calismaya benzer olarak C. persicum tiiriiniin ticari ¢esitlerinde kiigiik ¢icekli
cesitlerde tek ¢ekirdekli evredeki mikrospor hiicrelerinin 4-6 mm boyundaki
tomurcuklarda, biiylk c¢igekli cesitlerde ise tek ¢ekirdekli evredeki mikrospor
hiicrelerinin 5-7 mm boyundaki tomurcuklarda bulundugunu belirtmiglerdir. Ayrica
tez ¢aligmasindaki bulgulara paralel olarak, C. persicum tiiriinde tek cekirdekli
evredeki mikrosporlari bulunduran anterlerin agik sar1 ve beyaza yakin renkte

oldugunu belirtmiglerdir.

Sekil 4.4. C. coum tiiriinde tek g¢ekirdekli evrenin belirlenmesi, A)Anter kiiltiirii
icin belirlenen 5-5.42 mm boyundaki tomurcuklar, B) Haploidzasyon
i¢cin uygun olan tek cekirdekli evre, C) Geg ¢ift ¢ekirdekli evre

C. pseudibericum tiiriinde anterlerin ezilmesi ile hazirlanan mikrospor

preperatlari, florasan mikroskopta mavi renkli filtre altinda incelenmistir. Tek
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cekirdekli evrenin 7.55-9.06 mm boya sahip olan tomurcuklarindan alinan
anterlerin mikrospor hiicrelerinin tek ¢ekirdekli veya erken cift ¢ekirdekli evrede
oldugu belirlenmistir. C. pseudibericum tiirinde 7.55 mm’nin altindaki ¢igek
tomurcuklarindan alinan orneklerde mikrospor hiicrelerinin erken tek cekirdekli
evrede oldugu ve ¢ekirdegin merkezde bulundugu mikroskobik incelemelerle
gozlenmistir. Geg ¢ift ¢ekirdekli evre olarak bilinen ve haploidizasyon
calismalarinda kullanilmasi uygun olmayan tomurcuk boylari ise 9.06 mm

boyundan uzun olan tomurcuklar olarak saptanmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. C. pseudibericum tiriinde tek cekirdekli evrenin belirlenmesi, A)
Mikrospor hiicrelerinin mikroskop altinda goriiniimii (10x), B) Erken
tek cekirdekli evre, C) Haploidizasyon i¢in uygun olan tek cekirdekli
evre
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Melody F1 ticari ¢esidinde ise androgenesis c¢aligmalart igin uygun olan
tomurcuk boyunun 7.05-7.68 mm arasinda oldugu mikroskobik caligmalar
sonucunda saptanmistir. 7.05 mm’nin altindaki ¢igek tomurcugu boyunda erken tek
¢ekirdekli evre gozlenmistir. 7.68 mm’nin iizerinde tomurcuk boyuna sahip olan
orneklerde ise mikrospor hiicrelerinin geg ¢ift ¢cekirdekli evrede oldugu ve haploid
bitki elde etmek i¢in kullanima uygun olmadig: tespit edilmistir (Sekil 4.6). An
(2006), Anemone coronaria’da yapmis oldugu anter kiiltiirii calismasinda
mikrosporlarin tek ¢ekirdekli evrelerini gozlemlemek igin lakto propionik orsein,
hematoksilin, etidium bromid, feulgen boyalari gibi farkli boyama teknikleri
uygulamistir. Tek g¢ekirdekli evreyi biitiin tekniklerde gézlemlemis olsa da, bazi
boyama tiplerinde goriintii almak igin preperatin isitilmasi, damlatilan boya
igerisine metal daldirilmasi gibi ek uygulamalar yapmustir. DAPI ile yapilan
boyama tekniginde bu islemlere ihtiyag duyulmadan kolay bir sekilde tek
cekirdekli agamalar saptanmistir. Art1 (2006)’nin yaptig1 boyama yontemine benzer
olarak, Amini (2014), Cyclamen tiirlerinde tek cekirdekli evreyi saptamak icin
asetokarmin ile boyama yontemini kullanmis fakat tek c¢ekirdekli evreyi
belirlemekte zorluk c¢ekmislerdir. Tez calismasinda kullanilan Melody F1 ticari
cesitleri biiyiik ¢icekli genotiplerdir. Tek cekirdekli evreye sahip mikrosporlari,
koyu sar1 renkte olan anter eksplantlarinda bulunmaktadir. Ishizaka ve Uematsu
(1993) tez galigmasindaki bulgulardan farkli olarak kullandiklar ticari gesitlerde
tek cekirdekli evredeki mikrosporlarin beyaz ve agik sari renkteki anterlerde
bulundugunu belirtmislerdir. Ayrica ticari c¢esitlerde tek cekirdekli evredeki
mikrosporlarin, bu ¢aligmadaki tomurcuk boylarina benzer olarak 5-7 mm’deki

tomurcuklardan elde edildigini belirtmislerdir.
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Sekil 4.6. Melody F1 ticari ¢esidinde tek cekirdekli evre, A) Erken tek ¢ekirdekli
evre, B) 7.05 mm boyundaki tomurcuklardan alinmis anterlerin
mikrospor hiicrelerinde tek cekirdekli evre

Haploidizasyon protokolleri gelistirilmis patlican, biber, kavun gibi
tirlerde  tomurcuk  boyunun  belirlenmesinde  morfolojik  kriterlerden
yararlanilmaktadir. Basay ve Ellialtioglu (2013), patlicanda yapmis olduklar1 anter
kiiltiiri  ¢aligmasinda tek ¢ekirdekli evredeki mikrosporlari bulunduran
tomurcuklarin anterlerinin yesilimsi sar1 renkte ve tomurcuklarda petallerin
olugsmamis oldugunu belirtmislerdir. Cyclamen tiirlerinde ise bu yonde bir bulguya
rastlanmamistir. Haploidizasyon ¢alismalarinda basariy1 etkileyen en 6nemli faktor
tek ¢ekirdekli evrenin dogru belirlenmesidir. Ayrica anterlerin igerisindeki tek
cekirdekli evrede bulunan mikrospor hiicrelerinin sayisinin haploidizasyonda
basariyr arttirdigi bilinmektedir. Supena ve ark. (2006), anter kiiltiiriinde basari
oraninin yiiksek olmasinda anterlerin %50 oraninda ge¢ tek c¢ekirdekli evrede

bulunan mikrosporlari igermesi gerektigini belirtmistir.
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4.1.2. ilkbaharda Ciceklenen Cyclamen Tiirlerinde Birinci Doénem Anter
Kiiltiirii Bulgular:

Kiiltirel bakim islemleri yapilan tiirlerde meydana gelen ¢icek
tomurcuklar1 toplanmustir. Tlkbaharda ¢icek acan C. persicum, C. pseudibericum,
C. coum tirlerinde ve Melody F1 ticari ¢esidinde tek c¢ekirdekli evredeki
tomurcuklar belirlendikten sonra tomurcuklara 2 giin boyunca +4°C’de soguk
uygulamasi yapilmistir. Anter kiiltliriinde basariy1 artiran en 6nemli etkenlerden bir
tanesi de 6n uygulamalardir. Soguk uygulamasi anter kiiltiirii ile haploid bitki elde
etme agisindan en etkili yontem olarak bilinmektedir. Soguk uygulamasi yapilan
tomurcuklara yiizey sterilizasyonu uygulanmig ve steril kabin igerisinde
tomurcuklarin c¢anak yapraklari ve tag¢ yapraklari g¢ikarildiktan sonra anterlere
ulagilmistir. Anter eksplantlari, materyal metotta belirtilen deneme desenine gore
Gambourg BS5 besi yerinde, 25°C’de karanlik ortamda kiiltiire alinmistir. Anter
kiiltiiriinde eksplantlar iizerinde gelisim gozlenmeden alt kiiltir islemleri
gerceklestirilmemistir. Androgenesis c¢alismalarinda basariy1 etkileyen diger
faktorler ise besi yerinin bilesimi ve yapisidir. Anter kiiltiiriinde uygulanan AgNO;
ve aktif karbon uygulamalarimin tiirlere gére degismekle birlikte, haploid bitki elde
etme lizerine olumlu etkileri bulunmaktadir. Cyclamen tiirlerinde anter kiiltiirii
denemelerinde soguk uygulamasi, aktif karbon ve AgNO; uygulamalan

denenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Anter kiiltiirii denemeleri A) Cicek tomurcuklarinin meydana gelmesi ve
farkli boylardaki ¢icek tomurcuklari, B) Tek c¢ekirdekli evresi
belirlenmis olan mikrospor hiicrelerini bulunduran ve baslangic
materyali olarak kullanilan anter eksplantlari, C) Anter kiiltiiriinde
giimiis nitrat (AgNQO3), D) Anter kiiltiiriinde aktif karbon uygulamalari

4.1.2.1. ilkbaharda Ciceklenen C. persicum Tiiriinde Birinci Dénem Anter
Kiiltiirii Bulgular:

Cukurova Universitesi kampiis alanindan toplanarak, Cukurova
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri boliimii siis bitkileri serasinda 1:1
oraninda torf: perlit karisimi igeren seralarda Kkiiltiire aliman C. persicum
bitkilerinde kiiltiirel bakim islemleri uygulandiktan sonra farkli boylardaki
tomurcuklar alinmigtir. Tek ¢ekirdekli mikrospor hiicreleri 6.98 mm uzunlugundaki
tomurcuklardan alinan anter eksplantlarinda gézlenmistir. Farkli saksilarda bulunan
C. persicum tiirlerinde, belirlenen boydaki tomurcuklar alinmistir. Her saks1 farkli
numaralandirilmis ve her bitkiden toplanan tomurcuklar saksi numaralarina gore

gruplandirilmistir.  Tomurcuklara buzdolabinda 2 giin siire ile +4°C soguk
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uygulamasi yapilmistir. Anterlerin dorsal kismi besi yerine temas ettirilerek
deneme deseninde belirtilen sekilde NAA, aktif karbon ve glimiis nitrat iceren B5
besi yerinde kiiltiire alinmiglardir (Sekil 4.8). C. persicum’un birinci donem anter
kiiltiiri denemeleri sonucunda eksplantlarda bir gelisme goézlenmemistir. Aktif
karbon ve giimils nitrat igeren B5 besi yerinde eksplantlarin karardiklan
goriilmiigtiir. Kararan anter eksplantlari, 24 hafta boyunca kiiltiir ortaminda

tutulmus ve gelisim gézlenmemistir.

Sekil 4.8. C. persicum tirinde birinci donem anter kiiltirii, A) Yizey
sterilizasyonu tamamlanmis ¢icek tomurcugu, B) AgNO; iceren besi
yerinde kiiltiire alinan anter eksplantlari, C) Birinci alt kiiltlir sonrast
anterlerin goriintiisii

Cyclamen persicum tirinde ilk donem sonunda kiiltiire alman
eksplantlarda farkli uygulamalar yapilsa da, gelisme gozlenmemesinin nedeninin
dondr bitkilerin kiiltiirel sartlar1 ve genotip etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Anter
kiiltiiriinde basariy1 etkileyen en 6nemli etmenlerden birisi de eksplantlarin alindig

dondr bitkilerdir (Ellialtioglu ve ark., 2001). Kogak ve ark. (2014)’nin C. persicum
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genotiplerinde yapmis olduklari somatik embriyogenesis arastirmasinda, farkl
genotiplerin ayni besi yerinde ve ayni inkiibasyon sartlarinda farkli rejenerasyon
yetenegi gosterdigi belirtilmistir. Kallus ve embriyo olusumlarimin genotiplere ve
eksplant tiplerine gore farklilik gosterdikleri saptanmistir. Bu c¢alismada da
anterlerin alindig bitkilerin genotipik 6zelliklerinden dolay1 basar1 saglanamadigi

diistintilmektedir.

4.1.2.2. C. persicum tiiriinde Ikinci Dénem Anter Kiiltiirii Deneme Bulgular

C. persicum tiriinde ikinci donem anter Kkiiltiirii denemelerinin
kurulmasinda, birinci dénem anter kiiltiir{i i¢in belirlenen tomurcuk boylari ile ayni
boydaki ¢i¢ek tomurcuklar1 kullanilmistir. C. persicum tiiriinde birinci donem anter
kiiltiiri bulgularindan farkli olarak, ikinci donem anter kiiltiirii denemelerinde
anterlerde ilk 4 haftalik kiiltiir siiresinde sisme gozlenmistir. Anterlerin 6. haftada
uclarindan ve ortalarindan anter duvarinin yarildigi ve mikrospor hiicrelerinden
direkt embriyojenik yapilarin meydana geldigi gozlenmistir (Sekil 4.9).
Embriyojenik yapilarin en iyi 5 uM NAA igeren B5 besi yerinde (%100) gelistigi
saptanmistir. Bu besi yerini 3 uM NAA (%48) ve 1 uM NAA (%38) iceren B5 besi
yerlerinin takip ettigi gézlenmistir (Cizelge 4.1). Aktif karbon ve AgNO; iceren
besi yerlerinde gelisme gozlenmemistir. Aktif karbon, NAA ve giimiis nitrat
kombinasyonlarini igeren B5 besi yerinde kiiltlire aliman anterler kararmis ve
canliliklarim1 kaybetmislerdir. Deneme deseninde belirtilen 36 farkli besi yeri
kombinasyonlarinin yalnizca 3 tanesinde gelisim gozlenmistir (Cizelge 4.1).
Kiiltiire alinan embriyolarda en fazla bitkiye doniisiim, 5 uM NAA iceren B5 besi
yerinde kiiltiire alinan anter eksplantlarindan elde edilen embriyolarda meydana
gelmistir (Cizelge 4.1). Yapilan calismaya benzer olarak, Ishizaka ve Uematsu
(1993) C. persicum tiiriinde anter kiiltiirii denemeleri sonucu embriyo geligsiminin
en etkili oldugu besi yerinin %9 ile BS ve N6 besi yerlerinde oldugunu
belirtmislerdir. Arastirmacilar, C. persicum tiiriinde 2 giin siire ile +5 °C soguk

uygulamasinin embriyo uyartimina olumlu etkileri oldugunu belirtmislerdir. Tez
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calismasinda, C. persicum tiiriinde anter kiiltiirii denemeleri icin tomurcuklara her
iki donemde de +4 °C soguk uygulamasi yapilmistir. Birinci dénemde hicbir
gelisme gozlenmemisken, ikinci donem embriyo olusumlarinin meydana geldigi
gozlenmistir. Anter kiiltiirii denemelerinde etilen sentezini engelleyici olarak %0.1
ve %0.3’lik AgNO; kullanmilmigtir.  Siklamen tiirlerinin  anter  kiiltiirii
denemelerinde, glimiis nitratin etkisinin olmadig: istatistiksel analizler sonucu
belirlenmigtir. Farkli tiirlerde giimiis nitratin anter kiiltiiriinde etilen sentezini
engelleyerek anterlerden haploid embriyo olusumu iizerine dnemli etkileri oldugu
rapor edilmistir. Tez c¢aligmasindan farkli olarak Tiainen (1991) Solanum

tuberosum L. tiirtinde %0.015 mM ve %0.059 mM AgNO; kullaniminin anterlerde

embriyo gelisimini olumlu etkiledigini belirtmislerdir.
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Sekil 4.9. C. persicum tiiriinde ikinci donem anter kiiltiirii denemelerinde elde
edilen yapilar, A) 5SpM NAA igeren B5 besi yerinde anter duvarini
yirtan embriyolarin ¢ikisi, B-C) SuM NAA iceren B5 besi yerinde
meydana gelen embriyolar, D) Anter duvarmin kenarindan ¢ikan
torpedo seklinde embriyo, E) Farkli asamalardaki haploid embriyolar F)
Torpedo asamasinda tutuklu kalan embriyolar
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Meydana gelen embriyolar, olgunlagsmalari ve cimlenmeleri igin bitki
biiyiime diizenleyicisi icermeyen B5 besi yerinde, aydinlik ortamda biiyiitme
odasinda kiiltiire alinmistir. Embriyolar hormonsuz B5 ortaminda kiiltiire alinirken,
anter duvarlar ortamdan uzaklastirilmistir. Mikroskop altinda yapilan incelemeler
sonucunda, anterlerden elde edilen embriyolarin somatik embriyolara gore
morfolojik olarak farkli olduklari saptanmistir. Anterlerden elde edilen haploid
embriyolarin gelisim evrelerinin somatik embriyolara gore morfolojik olarak
farkliliklar gosterdigi  gozlenmistir (Sekil 4.9). Embriyolar bitki biiytime
diizenleyicisi igermeyen B5 besi yerinde olgunlasmamistir. Globular ve torpedo
evresinde tutuklu kalan embriyolara olgunlagmasi ve c¢imlenmesi igin farkli
uygulamalar yapilmistir (Sekil 4.9).

Embriyolarin olgunlastirilmasi i¢in farkli denemeler kurulmustur. Birinci
denemede, embriyolar, 1 mg/l ABA iceren MS besi yerinde kiiltiire alinmustir.
Embriyolar, 4 hafta sonra da alt kiiltiire alinmiglardir, fakat 8 haftalik kiiltiir
sonucunda gelisme gozlenmemistir. ABA’nin embriyogenesis ¢aligmalarinda
embriyolarin olgunlagsmasi i¢in kullanildig1 bilinmektedir. Tez c¢aligmasinda ise
ABA’nin embriyolarin olgunlagsmasi i¢in olumlu etki yapmadigi gozlenmistir.
Daha sonra embriyolarin ¢imlendirilmesi i¢in GAjz;, BA, prolin ve spermin iceren
MS besi yerinde diger denemeler kurulmustur. Cimlendirme denemeleri, Cizelge
4.2°de belirtilmistir. Kurulan ¢imlendirme denemeleri sonucunda, embriyolar
yalmzca 0.2 mg/l GA; +0.1 mg/l BA+1 g/l prolin + 0.05 mg/l iceren MS besi
yerinde ¢imlenme ve gelisme gostermistir. Winkelmann ve ark. (2015) C. persicum
tiirlinde yapmis olduklar1 ¢alismada somatik ve zigotik embriyolarda gelisimi
etkileyen metabolitlerin oranlarini ortaya ¢ikarmiglardir. Normal gelisim gosteren
zigotik embriyolardaki prolin miktarinin, torpedo asamasindaki somatik
embriyolardaki prolin miktarindan 80 kat daha fazla oldugunu belirlemislerdir.

Winkelman ve ark. (2015) torpedo asamasinda tutuklu kalan embriyolarin
prolin, GABA gibi kimyasallarin etkisi ile normal gelisimlerine devam

edebileceklerini belirtmiglerdir. Tez c¢alismasinda da benzer olarak, prolin
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uygulamasi ile embriyolarin ¢imlendigi ve tutuklu kalan embriyolarin bitkiye
donistiigii gozlenmistir. Embriyolar, 4 haftada bir olacak sekilde alt kiiltiire
alimmustir. Embriyolarm bu besi yerinde kiiltlire alindiktan 10 hafta sonra, bitkilerin
olustugu gozlenmistir. Embriyolardan elde edilen bitkilerin ciliz ve kok
olusumlarimin tity seklinde veya kok olusumunun meydana gelmedigi saptanmistir
(Sekil 4.10). Bitkilerin yapraklarinda morfolojik olarak farkliliklar tespit edilmistir.
Bazi embriyolarin bitki biiylime diizenleyicilerinin etkisi ile kallusa doniistiigi
saptanmistir. Kalluslarin da sonraki alt kiiltiirlerde bitkiye doniistiigii gozlenmistir.
Bitkiler daha sonra igerisinde 50 ml ¢imlendirme ortami bulunduran magenta
kaplarina aktarilmiglardir. Elde edilen bitkilere flow sitometri analizleri yapilarak
ploidi seviyeleri belirlenmistir. C. persicum tiiriinde ikinci donem anter kiiltiirii
denemeleri sonucunda, 70 adet aday di-haploid bitki elde edilmistir. Bitkilerin
zay1f olmasi ve saglikli kok yapilarinin meydana gelmemesinden dolayi elde edilen
bitkiler dis ortama aktarilamamistir. C. persicum tiirtinde elde edilen biitiin
embriyolar ve bu embriyolardan meydana gelen bitkilerin, PMKS5 kodlu saksida
kiiltiire alinan C. persicum genotipinden meydana geldigi gozlenmistir. Cyclamen
tiirlerinde yapilan caligmalara benzer olarak bu tez calismasinda da genotip
etkisinin anter kiiltiiriinde de 6nemli rol oynadig: belirlenmistir. Takamura ve ark.
(2011) 5 farkli Cyclamen persicum genotipinde anter kiiltiiriinde en iyi sonu¢ veren
karbon kaynagini belirlemek i¢in yapmis olduklari ¢alismada, siikroz, maltoz,
friktoz ve glukozu karbon kaynagi olarak kullanmislar ve en etkili karbon
kaynagin1 394.4 mM maltoz olarak belirlemiglerdir. Bu galigma kapsaminda anter
kiiltiirii denemelerinde benzer olarak maltozun, Cyclamen persicum tiiriinde karbon
kaynag1 olarak basarili sonu¢ verdigi belirlenmistir. Bu ¢alismadan farkli olarak
Ishizaka ve Umatsu (1993) ise Cyclamen persicum tiiriinde anter kiltiirii
yonteminde en olumlu sonu¢ veren karbon kaynagini, 90 g/l siikroz olarak
belirtmislerdir. Farkli tiirlerde yapilan ¢alismalara bakildiginda karbon kaynagi ve
miktarlann biiylik farkliliklar gostermektedir. Anter kiiltlirii ¢alismalarinda besi

yerine ilave edilen yiiksek oranda karbon kaynaginin, diploid yapilarin gelismesini
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engelledigi ve haploid yapilarin gelismesini tesvik ettigi belirtilmistir (Ellialtioglu
ve ark., 2001). Yapilan ¢aligmalarda kullanilan yiiksek karbon kaynaginin aksine,
An (2006) A. coronaria bitkisinde anter kiiltiirii denemelerinde karbon kaynag:

olarak 20 g/l siikroz kullanmis ve haploid bitki elde edememistir.

Cizelge 4.1. C. persicum ikinci donem anter kiiltiirii denemelerinde elde edilen
embriyo ve bitki geligsim oranlari

Uygulama Embriyo olusumu Bitkiye doniisiim
(%) (%)
5 UM NAA 100a 58.33a
(90.00) (50.01)
3 uM NAA 44b 20.83b
(38.89) (23.44)
1 UM NAA 38.58b 5.83¢
(35.68) (7.07)

LSDembriyo: 16.05 LSDBlth:1239(p<001)
Parantez icerisinde belirtilen degerler ylizde degerlerin ag¢1 transformasyonu uygulanmis
halidir. Tablodaki farkli harfler farkli degerleri gostermektedir.

Cizelge 4.2. C. persicum tiiriinde ikinci donem anter kiiltiirii denemeleri sonucunda

elde edilen embriyolarin ¢imlendirme denemeleri

GA BA Prolin Spermin MS Stikroz Gelrite
(mg/l) | (mg/l) (g (mg/l) (g (g (g/)
0.1 - - - 4.4 30 3.5
0.1 0.1 - - 4.4 30 35
0.1 0.2 - - 4.4 30 35
0.2 - - - 4.4 30 35
0.2 0.1 1 0.05 4.4 30 35
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Sekil 4.10. C. persicum tiriinde anter kiiltiirii sonucu elde edilen yapilar, A)
Anterlerin duvarlarini yirtarak ¢ikan haploid embriyolar, B) Torpedo
asamasinda tutuklu kalan embriyolarin kotiledon olusturmaya
baslamasi, C) Cimlendirme ortaminda embriyolarin yesil renk almasi
ve bazi embriyolarin kallusa doniistimii, D-E) Haploid embriyolardan
elde edilen bitkiler

4.1.2.3. C. persicum Tiiriinde Anter Kiiltiirii Denemeleri Sonucunda Elde
Edilen Bitkilerin Flow Sitometri Bulgular:

C. persicum tiiriinde ikinci donem anter kiiltiirii denemeleri sonucu elde
edilen embriyolar ve bu embriyolardan gelisen bitkiler secilmis, bir magenta
igerisinde numaralandirilarak doku kiiltiiriinde kiiltiire alindiklar1 besi yerlerinden
cikarilmadan Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii
sitogenetik laboratuvarina gotiiriilmiistiir. Embriyolar, embriyolardan meydana

gelmis kalluslar ve ayni embriyolardan meydana gelmis olan bitkilerden alinan
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orneklerin flow sitometri ile ploidi seviyelerine bakilmistir. Kontrol bitkisi olarak
da anterlerin alindigt PMK-5 kodlu saksida yetistirilen ve C. persicum tiirtinden
aliman yaprak ornegi kullanmilmustir (Sekil 4.11). Standart olarak genom agirlig
10.65 olan arpa bitkisi kullanilmigtir. Yapilan flow sitometri analizlerinden sonra
C. persicum tiiriinde anter kiiltlirii denemeleri sonucunda elde edilen embriyolarin
ve bu embriyolarin bitki biiyiime diizenleyicilerin etkisi ile olusturdugu kallus
benzeri yapilarin haploid yapida oldugu saptanmistir. Bu embriyo ve kallus
yapilarindan elde edilen bitkilerin ise flow sitometri analizleri sonucunda diploid
oldugu saptanmustir (Sekil 4.12).

Yapilan analizler sonucunda elde edilen embriyolarin ve bitkilerin flow
sitometri analizleri degerlendirildiginde, embriyolarin haploid, bu embriyolardan
elde edilen bitkilerin diploid olmasi Cyclamen persicum tiiriinde spontan di-haploid
olusumunun olabilecegini gostermektedir. C. persicum tiiriinde oviil ve anter
kiiltiirii denemeleri ayn1 zamanda baslamistir. Oviil killtiiriinde elde edilen bitkiler
saglikli yapida olup seralara aktarilmistir. Anter kiiltiiriinden elde edilen bitkiler ise
zayif ve kok yapilart saglhkli gelisme gostermedigi icin in vitro sartlarda
magentalarin icerisinde kiiltiire alinmaktadir. Bu durum C. persicum tiiriinde elde
edilen bitkilerde spontan katlama olabilecegi ©Onemli bir bulgudur. Tez
calismasindaki bulgulara benzer olarak, Ishizaka (1998) yapmis oldugu calismada
C. persicum ve C. pupurascens melezlerinden elde ettigi F1’lerin
mikrosporlarindan bitki elde etmek icin tek ¢ekirdekli asamadaki mikrosporlar1 B5
besi yerinde kiiltiire almiglardir. Kiiltlire alinan embriyolarda spontan katlama

meydana geldigini belirtmislerdir.
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—

4

Sekil 4.11. Flow sitometri analizleri i(;érneklerin hazirlanmasi A) Standart bitki
(Arpa) ile C. persicum yaprak ornekleri 1’e 2 oraninda alinmasi B)
Ekstrakte edilmis ve DAPI soliisyonu ilave edilmis 6rnekler

Sebzelerde yapilmis olan diger caligmalara bakildiginda, anter kiiltiirii
teknigi ile haploid bitki elde etmeye yonelik yapilan caligmalar patlican, biber,
lahana ve kabakgiller iizerinde yogunlagmaktadir. Keles ve ark. (2015), baz1 biber
cesitlerinde haploid bitki elde etmek amaciyla yapmis olduklar1 anter kiiltlri
calismalarinda, elde ettikleri bitkilerin g¢esitlere ve genotiplere gore degismekle
birlikte farkli oranlarda spontan haploid bitkiler olduklarini belirtmiglerdir.
Ozellikle dolma biberlerden alinan anterlerden gelisen bitkilerin kromozomlarinda
%53.4 oraninda spontan katlama oldugunu saptamuslardir. Ayrica SSR marker
yontemi kullanarak elde edilen dihaploid bitkilerin spontan katlanma sonucu
olustuklarimi kanitlamiglardir. Tez ¢alismasi kapsaminda flow sitometri analizleri
sonucu haploid oldugu belirlenen embriyolardan elde edilen bitkilerin dihaploid
oldugu belirlenmistir, fakat bu bulgunun uygun molekiiler marker yontemleri ile
dogrulanmas1  gerekmektedir.  Cyclamen tiirlerinde kodominant marker
sistemlerinin gelistirilememis olmasi elde edilen dihaploid oldugu flow sitometri
analizleri sonucu ortaya konulmus olan bitkilerin dogrulanmasini zorlastirmaktadir.

Biber c¢esitlerinde kromozomlarin spontan katlanmasi ile ilgili bir¢ok yaymn
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bulunmaktadir. Biber ¢esitlerinde yapilan calismalarda; Gemesne Juhasz ve ark.
(2003) %29.8 oraninda, Gu ve ark. (1983), Niklas Nowak (2012) %46, Al Remi
(2013) %6, Olszewska ve ark. (2014) genotiplere gore degigmekle birlikte
kromozomlarin spontan olarak katlandigini saptamuslardir. Cylclamen tiirlerinde ise
calismalar yalnizca C. persicum tiiriinlin ticari gesitleri ile simirli kalmistir. Tez
calismasi1 kapsaminda ise Cyclamen tiirlerinde yapilan ¢aligmalardan farkli olarak
dogal olarak yetisen ve su anda siis bitkisi sektoriinde kullanilan ticari gesitlerin
atast olarak bilinen C. persicum tiriinde elde edilen embriyolarin, spontan
katlanma sonucu dihaploid bitkiler olusturdugu gozlenmistir. Fakat yapilan bu
calismada elde edilen bitkilerin dihaploid oldugunun molekiiler ¢aligmalar ile de
dogrulanmasi gerekmektedir. Keles ve ark. (2016) 1spanakta haploid bitkiler elde
etmek i¢in yapmis olduklar1 anter kiiltiiri ¢aligmalarinda sonug¢ elde
edememislerdir. Fakat ispanakta 1sinlanmig polen teknigi ile spontan dihaploid
bitkiler elde etmislerdir. Elde ettikleri bitkilerin SSR markir yontemi ile
dogrulamasini yapmiglardir. Ispanak tiiriinde 1sinlanmis polen teknigi kullanilarak
yaptiklar1 ¢aligmada, elde ettikleri bitkilerde kromozomlarin spontan olarak
katlandiklarin1 belirtmislerdir. Biberde anter kiiltiirii {izerine yapilan ¢aligmalarda
mevsim etkisinin, mikrospor ve anter kiiltiiriine etkileri aragtirilmistir (Ata, 2011).
Bu tez ¢alismasinda dogal Cyclamen tiirleri ile ¢alisildigindan dolay: bitkiler ya
ilkbahar ya da sonbaharda olacak sekilde ¢igcek agma donemlerine gore alinmistir.
Fakat Kkiiltiir bitkisi olan ticari F1 Melody ¢esitlerinde ¢iceklenme dénemi uzun
siirmektedir. Dolayisiyla Melody F1 ticari ¢esidinde farkli donemlerde alinan
anterlerde mevsim etkisinin incelenmesi, anter kiiltiirti denemeleri icin Onemli
sonuglar ortaya cikartabilir.

Anter kiiltiiri, haploidizasyon ¢aligmalarinda kullanilan 6nemli bir
tekniktir. Ozellikle tek yillik bahge bitkilerinin 1slahinda saf hatlarin elde edilmesi

ve 1slah siiresinin kisaltilmasinda biiyiik avanyajlar saglamaktadir.
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Haploidizasyon yonteminin en c¢ok kullanildigi familyalarin basinda
Cucurbitacea familyas1 gelmektedir. Cucubitaceac familyasinda anter kiiltiird,
hiyar, kabak ve karpuz tiirlerinde denenmis fakat etkili bir sonu¢ alinamamustir.
Kabakgiller familyasinda yapilan anter kiiltiiriinde, tiirlere gore degismekle birlikte
2-4 giin siire ile uygulanan +4°C soguk uygulamalar1 ve 22-32°C sicak soklarinin
etkili oldugu belirtilmistir. Hiyar’da yapilan c¢alismalarda, bitki biiylime
diizenleyicileri olarak 2,4-D, BAP ve Kinetin kullanilmistir (Kumar ve ark., 2003,
2004; Kumar ve Murthy, 2004; Song ve ark., 2007; Xie ve ark., 2005, Suprunova
ve Shymkova, 2008; Zhan ve ark., 2009; Hamidvand, 2013). Hiyar’da anter
kiiltiiriinde BS besi yeri (Kumar ve ark., 2003, 2004; Xie ve ark., 2005), MS besi
yeri (Hamidvand, 2013; Suprunova ve Shymkova, 2008), NLN besi yeri (Zhan ve
ark., 2009; Suprunova ve Shymkova, 2008) kullanmiglardir. Kabakta yapilan anter
kiiltiirii calismalarinda ise +4 °C soguk uygulamalar1 ve 32-35 °C sicak soklar
uygulanarak anterler kiiltiire alinmistir. Shalaby (2006) 5 mg/l 2,4-D iceren MS
besi yerinde kiiltiire aldiklar1 anterlerden meydana gelen embriyolardan haploid
bitkiler elde etmislerdir. Metwally ve ark. (1998) benzer olarak 5 mg/l 2,4-D iceren
MS besi yerinde haploid bitkileri elde etmislerdir. Muhammed ve Rafei (2004) 5
mg/l 2,4-D igeren MS besi yerinde kabaklarda haploid bitkiler elde etmislerdir.
Karpuzda ise Xue ve ark. (1983, 1988) yapmis olduklari calisma ile haploid
bitkilerin, BA+K, ppm iceren MS besi yerinde meydana geldiklerini
belirlemiglerdir. Abdullahi ve ark. (2015) karpuzda haploid bitki olusumunda etkili
besi yerinin, 3 mg/l BAP ve 0.1 mg/l NAA igeren MS besi yeri oldugunu
saptamislardir. Tulukoglu (2014) ise karpuzda anter kiiltiiriinde 2,4-D igeren MS
besi yerinde farkli TDZ uygulamalarinin anter kiiltiiriine etkilerini incelemis, fakat
yalnizca kallus olusumlarinin meydana geldigini saptamistir. Kabakgillerde yapilan
anter kiiltiiri c¢aligmalarinda karbon kaynagi olarak diisiik oranda siikroz
kullanilmigtir. Bu ¢aligmada ise karbon kaynagi olarak yiiksek oranda maltozun

anter kiiltiiriinde 1yi sonug verdigi saptanmustir.
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Bu ¢alismada yapilan flow sitometri analizleri sonucunda elde edilen embriyolarin
haploid, bitkilerin diploid olmas1 spontan katlanma oldugunun bir gostergesi olsa
da, siklamen tiirlerinde spontan katlanma mekanizmasi halen netlige
kavusmamustir( Sekil 4.12). Haploid bitkilerin katlanmasinda ve yeniden verimli
(fertil) hale geg¢mesinde hiicre igerisindeki mikrotubiilajanlarin rol aldigi
bilinmektedir. Spontan katlanmanin meydana gelmesinde rol oynayan olaylar
endomitoz, endoreduplikasyon, C-mitoz ve niikleer flizyon olarak belirtilmistir.
Haploidizasyonda spontan katlanma olayinda en 6nemli etken niikleer flizyon
olayidir. Niikleer flizyon olayinin haploid hiicrelerin hiicre duvarlarinin meydana
gelmesi asamasinda, hiicre duvarlarinin olusumundaki gecikmeden kaynaklanan
hiicre ¢ekirdeklerinin birlesmesi sonucunda meydana geldigi belirtilmistir. (Badu
ve ark., 2017). Siklamen tiirlerinde ise spontan katlanma olayinin nedeninin
arastirilmast ve net bir bilgiye ulasilmasi, yapilacak olan islah ¢aligmalarinda

onemli yol gosterici olacaktir.
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Sekil 4.12. Flow sitometri analizleri sonucunda elde edilen grafikler, birinci grafik
diploid konrtol grubu olarak kullanilan C. persicum tiiriinden elde

edilen grafik, altta belirtilen haploid embriyolardan elde edilmis grafik

4.1.2.4. Qlkbaharda Ciceklenen C. pseudibericum Tiiriinde Birinci Dénem
Anter Kiiltiirii Bulgular:

C. pseudibericum tiiriinde bitkilere kiiltiirel bakim islemleri uygulandiktan
sonra farkli boylardaki tomurcuklar almmistir. Tomurcuklarda tek gekirdekli
mikrosporlara sahip olan anterlerin 7.55 mm uzunlugundaki tomurcuklarda oldugu
saptanmustir. C. pseudibericum tiiriinde birinci donem anter kiiltiirii denemeleri

sonucunda, hicbir eksplantta gelisme gozlemlenmemistir. Bu tiirde de anter
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eksplantlar1 kararmis ve canliliklarini yitirmiglerdir. C. pseudibericum tiirii
endemik tiir olup, doku kiiltiirii ¢alismalar1 kapsaminda rejenerasyon yetenekleri
oldukga diisiiktiir. Izgii ve ark. (2016), C. pseudibericum tiiriinde yapmus olduklar
calismada farkli eksplant tiplerini, farkli konsantrasyonlarda 2,4-D ve 2iP igeren
MS besi yerinde kiiltiire almiglar ve en etkili eksplant kaynag ile bitki bityiime
diizenleyici konsantrasyonunu belirlemislerdir. Yapmis olduklari c¢alismada en
etkili eksplant tipinin petiol, en etkili besi yerinin ise 2.5 mg/l 2,4-D + 1 mg/I 2iP
oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica bu tiirde besi yeri ve eksplant interaksiyonunun
olduk¢a Onemli oldugunu ortaya koymuslardir. Bu tez c¢alismasinda ise C.

pseudibericum tliriinde hicbir gelisme gozlenmemistir.

4.1.2.5. ilkbaharda Ciceklenen C. pseudibericum Tiiriinde Ikinci Dénem Anter
Kiiltiirii Bulgulari

C. pseudibericum tiiriinde birinci donem anter kiiltlirii sonras1 vejetasyon
donemi sona eren bitkiler gelecek vejetasyon donemine kadar saklandiktan sonra
ikinci donem anter kiiltiiri denemeleri ic¢in saksilara alinmistir. Tomurcuklarin
olugmaya baslamasi ile bir onceki donemde tek cekirdekli evresi belirlenen
tomurcuklar toplanmustir. Yiizey sterilizasyonu gerceklestirilen anterler belirtilen
deneme desenine gore BS5 besi yerinde kiiltiire almmustir. Ikinci dénem anter
kiiltiirii denemeleri sonucunda birinci donemdeki gibi anter eksplantlarinda gelisme
gozlemlenmemistir. Anterler 8 hafta sonra alt kiiltiire alinmiglardir. Yapilan
gozlemlerde anterlerin karardignt ve canliligim vyitirdigi gozlenmistir. C.
pseudiberium tiriinde anter kiiltliirli denemelerinde kallus, embriyo ve bitkiye

doniisiim saptanmamugtir.

4.1.2.6. ilkbaharda Ciceklenen C. coum Tiiriinde Birinci Dénem Anter
Kiiltiirii Bulgular:
Tomurcuklarda tek cekirdekli mikrosporlara sahip olan anterlerin 5-5.42

mm uzunlugundaki tomurcuklarda oldugu saptanmistir. C. coum tiiriinde diger
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tirlerden farkli olarak anter eksplantlarindan bir tanesinde kallus olusumu
gozlenmistir (Sekil 4.13). Kallus olusumu yalnizca 0.5 g/l aktif karbon igeren B5
besi yerinde meydana gelmistir. Anter eksplantlarinin 1. alt kdiltiirii 8 hafta sonra
gergeklestirilmistir. C. coum tiirtinden elde edilen kallus yapilari, birinci alt kiiltiir
sonucunda kararmis ve embriyoya doniisim saglanmamustir. Elde edilen
kalluslarin anter duvarinda olusan yara dokusundaki diploid yapilardan meydana
geldigi diisliniilmektedir. C. coum tiiriinde kallus olusumu gézlenmeyen eksplantlar
da, 32 hafta boyunca B5 besi yerinde kiiltlire alinmig olsa da embriyo gelisimi ve

bitkiye doniisiim gézlemlenmemistir.

Sekil 4.13. C. coum tiirinde birinci donem anter kiiltiiri denemelerinde anter
eksplantindan meydana gelen kallus yapisi

4.1.2.7. Iikbaharda Ciceklenen C. coum Tiiriinde ikinci Déonem Anter Kiiltiirii
Bulgular:

C. coum tiiriinde birinci donem anter bulgularindan farkli olarak ikinci
donem anter kiiltiirli denemelerinde eksplantlarin higbirinde kallus olusumu,
embriyo gelisimi ve bitkiye donilisiim gozlenmemistir. Anterler 24 haftalik kiiltiir
stiresi sonundan siyahlagarak canliliklarini yitirmislerdir. C. coum tiiriinde iki
kiiltiir doneminde meydana gelen bu farkliliklarin diger siklamen tiirlerinde oldugu

gibi genotip etkisinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.
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4.1.2.8. ilkbaharda Ciceklenen Melody F1 Ticari Cesidinde Birinci Donem
Anter Kiiltiirii Bulgular

Melody F1 ticari ¢esidinde tek c¢ekirdekli evre 7.05 boyundaki
tomurcuklarda gozlenmistir. Anter eksplantlarinda ilk alt kiiltiir, 8 hafta sonra
yapilmustir. ilk alt kiiltiirde baz1 anter eksplantlarinda sismeler gozlenmistir. Sisme
gozlenen anter eksplantlarin hepsinde gelisim gbzlenmese de; NAA ve glimiis
nitrat igermeyen, yalnizca 1 g/I aktif karbon igeren B5 besi yerinde kallus gelisimi
ve daha sonra embriyo olusumu goézlenmistir (Sekil 4.14). Elde edilen embriyolar
ve kalluslar bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen BS besi yerine aktarilmistir.
Ayrica 0 uM NAA, 0.5 g/l aktif karbon ve %0.1 AgNO;,1 uM NAA, 0.5 g/l aktif
karbon; %0.1 AgNO;, 0.3 uM NAA ve 0.5 g/l aktif karbon ve %0.1 AgNO;, 5 uM
NAA igeren BS besi yerlerinde kallus olusumlar1 gdzlenmistir. Bu besi yerlerinde
gelisme gostermeyen kallus yapilari, 8 hafta sonrasinda alt kiiltiire alindiktan sonra
kararmigtir. Kararan kallus yapilan bitki biiylime diizenleyicisi igermeyen B5 besin
ortaminda kiiltlire alinmus, fakat hicbir gelisme gézlenmemistir. Deneme deseninde
belirtilen diger konsantrasyonlarda ise anterler siyahlagmis ve ayni sekilde hicbir

gelisim saptanmamustir.
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d
Sekil 4.14. Melody F1 ticari ¢gesidinde birinci donem anter kiiltiirii sonrasi meydana
gelen yapilar, A-B) Anter duvarlarinda meydana gelen kalluslardan
olugmaya baslayan globular embriyolar, C-D) Globular embriyolarin
olgunlagsmaya baglamasi ve meydana gelen kalp seklinde embriyolar

4.1.2.9. ilkbaharda Ciceklenen Melody F1 Ticari Cesidinde Tiiriinde Ikinci
Donem Anter Kiiltiirii Bulgular:

Ikinci donem anter kiiltiirii denemeleri sonucunda Melody F1 ticari
cesidinde, 1, 3, 5 uM NAA igeren B5 besi yerinde kallus olusumlar gézlenmistir
(Cizelge 4.3). Ayrica %0.1 AgNO; + 1 uM igeren B5 besi yerinde de, kallus ve
siirgiin veya kok benzeri yapilar gozlenmistir (Sekil 4.15). Kalluslarm,
filamentlerin anterlerden ayrildigi noktalardan meydana geldigi belirlenmistir.
Olusgan kallus ve embriyo benzeri yapilarin, filamentler ayrilirken anter duvarinin
zarar gormesi ile olusan diploid dokulardan meydana geldigi disiiniilmektedir.

Melody F1 ticari ¢esidinde anter kiiltiirii denemeleri sonucunda elde edilen yapilar
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daha sonra bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen MS besi yerinde kiiltiire
almmistir. Meydana gelen kalluslardan siirgiin benzeri yapilar elde edilmesine
ragmen, bu yapilar alt kiiltiir sonucunda canliligin yitirerek kararmistir. Melody F1
ticari ¢esidinde meydana gelen kallus yapilar istatistiksel agidan 6nem seviyesine
gore farkliliklar gostersede siirgiin benzeri yapilarin gelisimleri istatistiksel olarak

6nemli bulunmamustir.

Sekil 4.15. Melody F1 ticari ¢esidinde ikinci donem anter kiiltiirii sonucu meydana
gelen yapilar, A-B) Anter duvarlarinin zarar gérmesi sonucunda
filamentlerin anter duvarlarina baglandig1 yerde meydana gelen siirgiin
benzeri yapilar
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Cizelge 4.3. Melody F1 ticari ¢esidinde ikinci donem anter kiiltiirii denemelerinde
elde edilen kallus yapilarin gelisim oranlari

Bitki biiytime diizenleyicileri | Kallus olusum %
5 uM NAA 100a
(90)
1 uM NAA 63.58b
(58.19)
3 uM NAA 58.00b
(53.61)
1 uM NAA+AgNO; 38.50c
(38.27)

LSDkallus: 1437(p<00 1 )
Parantez igerisinde belirtilen degerler yiizde degerlerin ac1 transformasyonu uygulanmis
halidir. Tablodaki farkli harfler farkli degerleri gostermektedir.

Melody F1 ticari ¢esidinde her iki donemde kurulan anter kiiltiiri

denemelerinden haploid bitkiler elde edilememistir.

4.1.3. Sonbaharda Ciceklenen Cyclamen Tiirlerinde Anter Kiiltiirii Bulgular:
4.1.3.1. C. hederifolium Tiiriinde Birinci Donem Anter Kiiltiirii Bulgular

C. hederifolium tiiriinde birinci donem anter kiiltiirii denemeleri sonucunda
eksplantlarda gelisme gozlemlenmemistir. Anterler 8 hafta sonra alt kiiltiire
almmuslardir. Bu tiirde anterlerde kararma gozlenmemis, fakat 32 hafta kiiltiirde
kalan anter eksplantlarinda kallus, embriyo ve bitkiye doniisiimiin olmadig1 tespit

edilmisgtir.

4.1.3.2. C. hederifolium Tiiriinde ikinci Dénem Anter Kiiltiirii Bulgulari
C. hederifolium tiirlinde birinci donem anter kiiltiirii denemelerinden farkli
olarak bu donemde yalmizca 5 uM NAA iceren B5 besi yerinde kiiltiire alinan

anterde, embriyo ve silirgin olusumu gozlenmistir (Sekil 4.16). Elde edilen
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embriyolar anterden ayrilarak, bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen B5 besi
yerinde kiiltiire alinmistir. Embriyolar bitkiye donlismeye baslamis gibi goriinse de
yaprak olusumu gozlenmemistir. Yaprak gelisimi gozlenmeyen sadece siirgiin
benzeri yapt gozlenen eksplantta, ¢ok fazla kdk olusumu elde edilmistir (Sekil
4.17). Elde edilen bitki benzeri yapi, hormonsuz B5 besi yerine alindiktan 4 hafta
sonra bitki bilylime diizenleyicisi icermeyen MS besi yerine aktarilmistir. MS besi
yerine alinan siirgiin benzeri yapida, kok miktar1 agir1 oranda artig géstermis, ancak
kotiledon veya yaprak olugsmamustir. Alt kiiltiirler sonucunda kokler canli kalsa da
ist kisim kararip kurumustur. C. hederifolium tiriinde yalnizca bir eksplantta
gelisim saptanmug, fakat diger eksplantlar birinci donemdeki bulgulardan farkli

olarak kararmis ve kallus, embriyo ve bitkiye doniisiim goézlenmemistir.

Sekil 4.16. C. hederifloium tiiriinde ikinci donem anter kiiltiirii denemeleri sonucu
0,1 uM NAA iceren B5 besi yerinde elde edilen yapilar A) Kiiltiire
alinan anter eksplantt B-C)Anter eksplantinda meydana gelen kok ve
stirgiin benzeri yapilar
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Sekil 4.17. C. hederifloium tiiriinde ikinci donem anter kiiltiirii denemeleri sonucu
0,1 uM NAA igeren B5 besi yerinde elde edilen yapilarin siirgiin ve
kok benzeri yapilarin ¢ogalmast

4.1.3.3. C. cilicium Tiiriinde Birinci Donem Anter Kiiltiirii Bulgular:

C. cilicium tiiriinde birinci donem anter kiiltiirii sonucunda higbir gelisme
gozlenmemistir. Anterler 8 hafta sonra ilk kez alt kiiltiire alinmistir. Alt kiiltiirden
sonra siyahlagan anterler, 28 hafta boyunca kiiltiire alinmaya devam edilmis; fakat

kallus, embriyojenik yapilar ve bitkiye doniisiim gézlenmemistir.
4.1.3.4. C. cilicium Tiiriinde Ikinci Dénem Anter Kiiltiirii Bulgular

C. cilicium tiiriinde ikinci donem anter kultiirii denemeleri sonucunda da

birinci doneme benzer olarak hicbir gelisme saptanmamustir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. C. cilicium tiiriinde ikinci donem anter kiiltiirii denemelerinde kiiltiire
alinan anter eksplantlari, A) Anter eksplantlarinin kiiltiire alindiktan bir
hafta sonraki goriintiisii, B) Kiiltiire alinan anterlerde 8 hafta sonra
meydana gelen kararma

4.2. Oviil Kiiltiirii Bulgular:
4.2.1. ilkbaharda Ciceklenen Cyclamen Tiirlerinde Oviil Kiiltiirii Bulgular:
[lkbaharda cicek acan tiirlerde oviil kiiltiirii denemelerinde, anter kiiltiirii
denemeleri icin belirlenen tek ¢ekirdekli evredeki tomurcuk boylarindan yaklasik
+1mm daha uzun ve anthesis asamasina gelmemis tomurcuklar kullanilmistir.
Tomurcuklara 2 giin boyunca +4 °C soguk uygulamasi yapilmigtir. Oviil
eksplantlari, materyal metod kisminda belirtilen MS besi yerinde 25°C’de
karanlikta kiiltiire alinmistir. Eksplantlar, her 4 haftada bir alt kiiltire alinmustir.
Deneme boyunca kallus yapilar1 ve embriyo olusumu gozlenen eksplantlarin, bitki
biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS besi ortaminda 25 °C’de 16/8 saat fotoperiyot
gosteren biiyiitme odalarinda gelisimleri gozlenmistir. (Sekil 4.19). Cyclamen
tirlerinde yapilan in vitro caligmalarda farkli eksplant tipleri kullanilmustir.
Kullanilan eksplant tipleri arasinda somatik embriyogenesis ¢alismasinda en etkili
sonucu veren eksplant tipinin oviil eksplanti oldugunu belirtilmis olsalar da elde
edilen bitkilerin diploid yapida olduklarim belirtmislerdir (Winkelman, 2010). Tez
kapsaminda haploid bitki elde etmek icin kullanilan oviil eksplantlarinda gelisim
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oranlar1 anterlere gore daha yiiksek olsa da elde edilen yapilarin diploid oldugu
saptanmustir. C. persicum, C. cilicium ve Melody F1 ticari ¢esidinden elde edilen

embriyojenik yapilarmn diploid yapida olduklar1 belirlenmistir. Dolayisiyla elde

edilen bu bulgular, Winkelman (2010)’nin bulgulari ile 6rtiigmektedir.

Sekil 4.19. Cyclamen tiirlerinde oviil kiiltiiri agamalari, A) Ovaryumdan ¢ikarilmig
oviill eksplantlari, B) Oviil eksplantlarindan kallus olusum baglangici,
C) Embriyojenik kalluslardan embriyo benzeri yapilarin olugmasi, D)
Farkli embriyo asamalari, E) Torpedo asamasindaki embriyolar, F)
Embriyolardan elde edilen bitkiler

4.2.1.1. Cyclamen persicumn L. Tiiriinde Birinci Donem Oviil Kiiltiirii
Bulgular:

C. persicum tiirtinde oviil kiiltiirii denemeleri sonucunda kontrol grubunda
higbir gelisme gozlemlenmemistir. C. persicum tiiriinde karanlikta dort haftalik
kiiltiir sonucunda oviil eksplantlarinda deneme deseninde belirtilen biitiin
konsantrasyonlarda kallus gelisimi gozlenmistir. En etkili kallus olusumu, 2 mg/l
2,4-D + 0.8 mg/l 2iP (%62) ve 2 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l 2iP (%62) hormon
konsantrasyonlarini igeren MS besi yerlerinde meydana gelmistir. Kallus olusumu
i¢in bu besi yerini sirasiyla, 0.5 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/1 2iP (%42) ve 1.5 mg/l 2,4-D

+ 0.5 mg/l 2iP (%42) bitki biiyiime diizenleyicilerini iceren MS besi yeri takip
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etmigstir (Cizelge 4.4). Elde edilen kalluslarin koyu sari, kahverengi, yumusak ve
kirilgan yapiya sahip olduklar1 gozlenmistir. Kalluslar baglangic asamasinda agik
sar1 ve sert bir yap1 gosterirken, embriyolarin olusmaya basladig1 evrede kalluslarin
koyu kahverengi oldugu saptanmustir.

C. persicum tiiriinde elde edilen kalluslarda 6. hafta (ilk alt kiiltiirden iki
hafta sonra) sonunda embriyojenik yapilarin olusmaya basladigi saptanmustir.
Embriyo gelisiminin en fazla oldugu besi yeri 2 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/1 2iP (%92)
iceren MS besi yeri olarak saptanmistir. Kalluslarin embriyoya doniisiimii
acisindan bu besi yerini, 2 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/l 2iP (%74) iceren MS besi yeri
takip etmistir (Cizelge 4.4). Embriyo olusumu goézlenen eksplantlar, bitki biiylime
diizenleyicisi igcermeyen MS ortaminda aydinlik ortamda 16/8 saat fotoperiyot
gosteren biiyiitme odalarinda 25 °C’de kiiltiire alimmuistir. Meydana gelen
embriyojenik yapilar iizerinde globular, kalp, torpedo ve kotiledon asamalari
gozlenmistir. Torpedo asamasindan 2 hafta sonra kotiledonlar ve mikro yumru
olusumlart es zamanl olarak gerceklesmistir. Mikro yumrularin olusmasindan 2

hafta sonra kok olusumlar1 meydana gelmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. C. persicum tiirtinde birinci donem oviil kiiltiirii denemeleri sonucu elde
edilen yapilar, A) Oviil eksplantlarindan 4. hafta sonunda embriyojenik
kalluslarin meydana gelmesi, B) Kalluslardan elde edilen globular ve
torpedo asamasindaki embriyolar, C) Kalluslardan siirgiin benzeri
yapilarin  olugsmasi, D) Torpedo asamasindaki embriyolar E)
Hormonsuz MS besi yerinde embriyolarin ¢imlenmesi, F) Cimlenen
embriyolardan siirgiin ve kok benzeri yapilarin meydana gelmesi

C. persicum tiriinde koklerin hormonsuz MS besi yeri igerisinde
kendiliginden olustugu gozlenmistir. Bir hafta sonra kotiledon, kok ve mikro
yumru igeren bitkicikler, 50 ml hormonsuz MS iceren magenta kaplarina
aktarilmistir. Bitkiye doniigiimiin en fazla oldugu eksplantlarin %62’lik oran ile 2
mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l 2iP igeren MS besi yerinde kiiltiire alinan embriyolardan
meydana geldigi saptanmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.21). Yumrular gelisip kokler
uzamaya basladiktan sonra bitkicikler, aklimatizasyon asamasinda basariy1
arttirmak icin tasarlanmig olan ve gaz aligverisine yardimci olan filtreli kaplarda
0.5 g/l aktif karbon iceren 100 ml hormonsuz MS besi yerinde kiiltiire

alinmislardir.
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Sekil 4.21. C. persicum tiirtinde birinci donem oviil kiiltiirii denemeleri sonucu elde
edilen bitkiler, A) Oviil eksplantlarindan meydana gelen bitkilerin
magenta kaplarinda meydana getirdigi yumru ve bitkiler, B) Bitkilerin
ayrilmis hali ve kok yapilar

Bu kaplarda hizli ve saglikli gelisim gosteren, bitkiler dis ortama
aktarilmistir. Dig ortama aktarildiktan 1 ay sonra aktarilan bitkilerin yasama
oranlar1 belirlenmistir. Yasama oranlari, bir konsantrasyonda disar1 aktarilan
bitkilerden 1 ay sonunda canli kalan bitkilerin, aym1 konsantrasyonda disar
aktarilan toplam bitkilere oraninin yilizde degeri olarak belirlenmistir. Bu tiirde
birinci donem oviil kiiltiirii sonucunda toplamda 130 adet bitki disar1 aktarilmistir.
Aklimatizasyondan sonra en yiiksek yasama orani, 2 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l 2iP
iceren MS besi yerinde kiiltire almman oviil eksplantlarinda olusan kallus ve
embriyolardan elde edilen bitkilerde gozlenmistir (Cizelge 4.4). Elde edilen
bitkiler, 18 °C sicaklik ve 2-11 MJ m™ giin” 151k miktarina sahip seralarda 1:1
oraninda torf perlit karisimi iceren saksilarda kiltire alimmistir (Sekil 4.22).
Aklimatizasyonu gerceklestirilen bitkilere kiiltiirel bakim islemleri uygulanmstir.
Ayrica giibre uygulamalar1 sonucunda yumrularin ¢aplart gozle goriiliir sekilde
artmigtir. Uygulama sonrasinda yumrularin tabanlarindan ¢ikan kdk miktarlarinda

artis gozlenmistir. Bitkiler dis ortama aktarildiktan 3 ay sonra sicakligi 25°C olan
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seraya aktarilmistir. Bitkiler 25°C sicakliktaki seraya aktarildiktan 4 ay sonra ¢igek
tomurcuklarinin olustugu gozlemlenmis, fakat olusan ¢igek tomurcuklarinin
saplarinin kuruyarak dokiildiigii goriilmistiir. Kocak ve ark. (2014), Cyclamen
persicum tlrinde yapmis olduklar1 ¢alismada, farkli C. persicum genotiplerinden
aldiklar1 oviil, boliinmiis ovaryum, yaprak ve yaprak saplarini, 2 mg/l 2,4-D+ 0.8
mg/l 2iP igeren yarim MS besi yerinde kiiltiire almiglar ve somatik embriyo
olusturma kapasitelerini incelemiglerdir. Oviil eksplantlarinin kallus ve embriyo
olusum vyiizdelerini sirasiyla %26.6, %2.83 olarak hesaplamiglardir. Bu tez
kapsaminda, C. persicum tiiriinde kallus olusumlari, biitiin eksplantlarda gézlenmis
ve aymi besi yerinde %62 basari oranit saptanmustir. Ayrica, Kocak ve ark.
(2014)’nin yapmis oldugu ¢alismada belirtilen embriyo olusum orani tez ¢aligmasi
kapsaminda elde edilen embriyo olusum oranina gore oldukca diigiiktiir. Bu
farkliligin en 6nemli sebebinin genotip etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica in
vitro kiiltliir Oncesi bitkilere uygulanan kiiltiirel bakim iglemlerinin de in vitro
rejenerasyonda onemli etkileri oldugu bilinmektedir. Furukawa ve ark. (2002) C.
persicum tiirlinde tohumlardan elde ettikleri bitkiciklerin yaprak ve yaprak
saplarmi kullanarak somatik embriyogenesis calismalart yapmislardir. Meydana
gelen kalluslarin kompakt ve bu tez calismasindaki kallus yapilarina benzer olarak
sar1 renkte olduklarini belirtmislerdir. Arastirmacilar, tez ¢alismasina benzer olarak
kalluslar1 embriyo olusturmak i¢in hormonsuz besi yerinde kiiltiire almislardir.
Furukawa ve ark. (2002) C. persicum tiirtinde yaprak sapinda modifiye edilmis MS
besi yerinde %68 ve yapraklarda ise modifiye edilmis MS besi yerinde %20
oraninda kallus olusumu saptamiglardir. Tez ¢aligmasi kapsaminda oviil
eksplantlarindan elde edilen kalluslarin  oranlarinin  petiol ve yaprak
eksplantlarindan daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Ayrica tez c¢aligmasi
kapsaminda somatik embriyolarin olusum yiizdeleri, Fukurawa ve ark. (2002)’na
gore oldukca yliksektir.

Aragtirmacilar petiollerde somatik embriyo olusumunu %12, yapraklarda

ise %35 olarak rapor etmiglerdir. Oviil eksplantlarinin 6zellikle somatik
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embriyogenesis ¢aligmalarinda olduk¢a 6nemli bir eksplant kaynagi oldugu, bu

bulgularla da desteklenmektedir.

Sekil 4.22. C. persicum tiiriinde aklimatizasyon asamalar1 A) Bitkilerin hormonsuz
MS besi yerinden ¢ikarilmasi, B) Bitkilerin koklerindeki agar
artiklarin1 ayikladiktan sonra saksilara alinmasi, C) Bitkilere can suyu
verildikten sonraki durumu, D) Bitkilerin ¢icek tomurcuklari
olusturmasi
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Cizelge 4.4. C. persicum tiiriinde birinci donem oviil kiiltiirii denemelerinden elde
edilen kallus, embriyo olusumu, bitkiye doniisiim ve aklimatizasyon
sonrasi bitkilerin yasam oranlari

Bitki Biyime | Kallus olusumu Embriyo Bitkiye Yagama
Diizenleyicileri (%) olusumu donisiim oo
(2,4-D+2iP) (%) (%) (%)
Y.B/AB.
Kontrol (0+0) 0 0 0 0
1(0.5+0.1) (EE%) (§) (§) ((((j))
2 (0.5+0.3) (2225? (g) (8) (8)
3 (0.5+0.5) o 6}) © © ©
4(0.5+0.8) ( 4%35) © © ©
5 (1+0.1) (7.84) (0) (0) 0)
6 (1+0.3) (22211.);3) (37325) (1?1‘.:(()12) (8)
7 (140.5) (1122 %%) (74?7) (84.15(515) (()(/S
8 (1+0.8) (111(.)23) (3,258) (84.15(515) (()(/g
9 (1.540.1) é‘;’g ff) (8) (8) (g)
10 (1.5+0.3) (11‘;%;1) (22; 66%) (1192 Z‘é) (‘%ES)
11 (1.540.5) (‘?t%?g:) (3?;‘.‘:4) (161?(()16) (‘7%7/540)
12 (1.5+0.8) (i{;% ((8)) (§) (§)
13 (2+0.1) (15.64) ) ) (0)
14 (2+0.3) (111(,)85) (2%5;2) (21;3?%) (‘7%:/278)
15 (2+0.5) (562?22) (795?28) (562.2;0) (7%21/2)%))
16 (2+0.8) (52.23&3) (5794.1?3) (3:;)(.)(1))8) (2‘7%7/6316)

LSDK311US:25.56 LSDEmbriyo:9~68 LSDBitkal 104 (p<001)
Parantez icerisindeki degerler yiizde degerlere ac1 transformasyonu uygulanmig degerlerdir.
Farkl1 harfler farkli degerleri ifade etmektedir.

103




4. BULGULAR VE TARTISMA Basar SEVINDIK

4.2.1.2 C. persicum Tiiriinde Birinci Donem Oviil Kiiltiirii Denemeleri
Sonucunda Elde Edilen Bitkilerin Flow Sitometri Analizleri

C. persicum tiiriinde birinci donem oviil kiiltiirli denemeleri sonucunda elde
edilen bitkilerin kiiltirel bakim islemleri yapilmis, yapraklar belirli sayiya
ulastiktan (en az 3 yaprak bulunduracak sekilde) sonra ploidi analizlerini
gergeklestirmek icin Ornekler alinmustir. Ploidi analizleri i¢in alinan yaprak
orneklerinin her birinin agirligi ortalama 20-30 gr olacak sekilde ayarlanmistir
Saksida kiiltiire alinmisg olan bitkilerden alinan saglikli ve geng¢ yapraklar,
icerisinde 1slak filtre kagidi bulunan petri kaplarina konulmus ve buz akiileri
bulunduran igerisi soguk kopiik kaplarda tasmarak Namik Kemal Universitesi
Tarla Bitkileri sitogenetik laboratuvarina getirilmistir. Tasima sirasinda
yapraklarda soguktan zarar géorme veya donma olay1 saptanmamis ve yapraklarin
analiz Oncesi canliligm yitirmedigi tespit edilmistir. Ploidi seviyelerinin
belirlenmesi i¢in standart olarak genom agirhigi 10.65 olan arpa bitkisi
kullanilmustir. Ploidi analizleri i¢in 15 adet bitki secilmistir. Flow sitometri
analizleri sonucunda kontrol olarak, oviil eksplantlarinin alindig1 materyal olan ana
bireyin yapraklart kullanilmistir. Kontrol bitkisinden alinan oviil eksplantlarindan
elde edilen bitkilerin diploid oldugu saptanmistir (Sekil 4.23). Flow sitometri
analizleri sonucunda Orneklerin genom agirliklar1 belirlenmistir. Elde edilen
diploid bitkilerin genom agirliklar1 4.42 ile 5.33 arasinda degiskenlik gostermistir
(Cizelge 4.5). Flow sitometri analizleri sonucunda oviil kiiltiiriinden elde edilen
bitkilerin genom agirhiklar1 Cizelge 4.5’de belirtilmistir. Winkelmann ve ark.
(1998) ticari C. persicum genotipinde oviil eksplantlarinin 2 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/1
2iP igeren MS besi yerinde kiiltiire alinmasi ile meydana gelen kalluslarda ploidi
seviyelerini incelemisler ve flow sitometri analizleri sonucunda elde edilen
grafiklerde farklilik gozlememislerdir. Kalluslarin da DNA igeriklerinin ayni
olduklarimi  belirlemislerdir. Benzer olarak, bu tez c¢alismasinda oviil

eksplantlarindan elde edilen bitkilerin genom agirliklar1 6nemli olmayan
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degisiklikler ~gozlemlense de bu farkliliklarin genotipik farkliliklardan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Cizelge 4.5. C. persicum tiiriinde oviil kiiltiirlinden elde edilen bitkilerin flow
sitometri analizleri sonucunda elde edilen genom agirliklari

Siklamen Ornek Pik Standart Pik Standart DNA Siklamen
STANDART(D) | 114,78 258,77 10,65 4,72 114,78
1-DOGAL 122,59 272,7 10,65 4,79 122,59
B1 120,45 266,95 10,65 4,81 120,45
B2 116,2 263,17 10,65 4,70 116,2
B3 116,11 268,45 10,65 4,61 116,11
B4 116,46 275,47 10,65 4,50 116,46
B5S 114,43 256,64 10,65 4,75 114,43
B6 118,59 273,01 10,65 4,63 118,59
B7 118,19 271,17 10,65 4,64 118,19
B8 112,24 270,25 10,65 4,42 112,24
B9 117,62 267,02 10,65 4,69 117,62
B 10 126,62 281,7 10,65 4,79 126,62
B 11 120,19 267,38 10,65 4,79 120,19
B 12 121,55 281,77 10,65 4,59 121,55
B 13 118,09 253,65 10,65 4,96 118,09
B 14 121,44 265,76 10,65 4,87 121,44
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100

Peak Index IMean Area Area% CV% ChiSqu.
1 1.000 15.16 132 1044 2222 0.2
2 7.681 116.46 411 3242 1.90 0.21
3 16712 23820 54 425 1.28 021
4 18171 275.47 671 5289 1.36 0.21
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Sekil 4.23. C. persicum tiiriinde oviil kiiltiirii denemeleri sonucunda elde edilen
diploid bitkilerden alinan 6rneklerin flow sitometri analizleri sonucu
meydana getirdigi grafik

4.2.1.3. Cyclamen persicum L. Tiiriinde Ikinci Donem Oviil Kiiltiirii Bulgular

C. persicum tiiriinde ikinci donem oviil kiiltiirii denemelerinde eksplantlar
kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra kontrol grubu hari¢ biitiin konsantrasyonlarda
kallus olusumu goézlenmistir. Kalluslarin, koyu sar1, kahverengi, kirilgan ve sert
yapida olduklart gézlenmistir (Sekil 4.24) (Cizelge 4.6). C. persicum tiiriinde kallus
olusumlart birinci donem oviil kiiltiiriinde elde edilen sonuglara benzerlik
gostermektedir. Tkinci donem oviil kiiltiirii denemelerinde etkili kallus olusumu, 2
mg/1 2,4-D + 0.8 mg/l 2iP (%100) ve 2 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/1 2iP (%93) biiytime
diizenleyicilerini iceren MS besi yerinden elde edilmistir. Kalluslar, 4 hafta
sonunda alt kiiltiire almmmustir. Alt kiltiire alinan kalluslarda 6. hafta sonunda
embriyo olusumlar1 gdzlenmistir (Sekil 4.24).

Embriyolarin  olugmaya baslamast ile eksplantlar bitki biiyiime
diizenleyicisi icermeyen MS besi yerine aktarilmiglardir. Hormon icermeyen MS

besi yerine alinan embriyolar, 16/8 saat fotoperiyod gdsteren biiyilitme odalarinda
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aydinlik ortamda (F36W/54-765 daylight 2350Lm, Philips Lighting Holding B.V.)
olgunlagsmistir. Embriyolarda globular, kalp, torpedo ve kotiledon asamalar
eksplantlar tizerinde saptanmustir. En etkili embriyo olusumu, 2 mg/l 2,4-D + 0.5
mg/l 2iP (%98) iceren MS besi yerinde olusan kalluslardan elde edilmistir.
Embriyolarin en iyi gelisim gosterdigi diger besi yeri ise 2 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/l
2iP (%78) iceren MS besi yeri olarak saptanmustir. Kiviharju ve ark. (1992) C.
persicum tiriinde anter, ovill ve zigotik embriyo gibi farkli eksplant tiplerinin
somatik embriyogenesis tizerine etkilerini incelemistir. Biitiin eksplantlarda
kalluslarin yavag bilylidiigiinii ve tez c¢alismasindaki bulgulara paralel olarak
kalluslarin kahverengi ve agik sart oldugunu belirtmistir. Somatik embriyolarin
olusumunda en etkilli besi yerinin, 1 mg/l veya 1.5 mg/l 2,4-D + %10 hindistan
cevizi sitlii iceren MS besi yeri oldugunu belirlemiglerdir. En fazla somatik
embriyo olusumunun ise sirasiyla oviil, anter ve zigotik embriyoda meydana
geldigini belirtmislerdir. Tez calismasi kapsaminda oviil kiiltliriinde meydana gelen
embriyo gelisimlerinin anter kiiltiiriinde elde edilen embriyolara oranla ¢ok daha
fazla oldugu istatistiksel analizler sonucu ortaya konulmustur. Meydana gelen
farkin, anter ve oviil eksplantlarindan elde edilen embriyolardaki ploidi
seviyelerinden kaynaklandig1 diistinilmektedir. Oviil kiiltiiriinden elde edilen
torpedo asamasindaki embriyolarin bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS besi
yerinde iki haftalik kiiltiir asamasindan sonra kotiledon ve bununla es zamanl
olarak mikro yumru olusturmaya basladiklar1 gdzlenmistir (Sekil 4.24). Mikro
yumru olusumundan 1 hafta sonra bitki bilyiime diizenleyicisi igermeyen MS besi
yerinde koklerinin olustugu goriilmiistiir. Seyring ve ark. (2009) C. persicum, C.
cilicium, C. africanum tirlerinden elde ettikleri bitkileri koklendirmek amaciyla, 2
mg/l NAA iceren N69 besi yeri kullanmislardir. C. persicum tiiriinde belirtilen besi
yerinde %83 oraninda kok olusumu oldugunu belirtmislerdir. Ayrica hormonsuz
besi yerinde kiiltliire almman bitkilerin tamaminda koklenme meydana geldigini

saptamiglardir.
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Tez caligsmast kapsaminda, C. persicum ve Melody F1 tiirlerinden elde
edilen bitkilerin hormonsuz MS besi yerinde kiiltiire alinmas: ile biitlin bitkilerde
kok olusumunun meydana geldigi saptanmistir. Tez c¢aligmasinda oviil
eksplantlarindan elde edilen bitkilerin koklenme bulgulari, Seyring ve ark. (2009)
ile uyumluluk gostermektedir. Embriyogenesis c¢alismalarinda embriyolarin
¢imlendirilmesi ve bitkiye doniisiimiinde besi yerinde bulunan sentetik oksin
miktarlarinin azaltilmasi1 veya hormonsuz besi yeri kullanilmasi embriyolarin
cimlenmesini kolaylagtirmaktadir. (von Arnold ve ark., 2002). Kotiledon ve kok
olusumu gozlenen bitkicikler, 50 ml hormonsuz MS besi yeri bulunduran magenta
kaplarina aktarilmistir. Embriyolardan bitkiye doniisiim, oviil eksplantlarinin 2
mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l 2iP iceren MS besi yerinde kiiltiire alinmasi ile olusan
kalluslardan elde edilen embriyolarda meydana gelmistir (%84) (Cizelge 4.6).
Bitkiye doniistimiin etkili oldugu diger besi yeri ise 2 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/l 2iP
iceren MS besi olarak belirlenmistir (%66). Bitkiler gelistikten sonra, 0.5 g/l aktif
karbon igeren hormonsuz MS besi yerinde kiiltiire alinmiglardir (Sekil 4.25). C.
persicum tiiriinde ikinci dénem oviil kiiltiirii denemeleri sonucunda, 142 adet bitki
elde edilmistir (Sekil 4.26). Aklimatizasyon sonrasi en fazla yagama oraninin, 2
mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l 2iP igeren MS ortaminda kiiltiire alinan oviillerden elde
edilen bitkilerde oldugu saptanmistir (%100). Yasama orani, aklimatizasyondan 1
ay sonra canli kalan bitki sayisinin dis ortama aktarilan toplam bitki sayisina

oraninin ylizde degeri olarak hesaplanmustir.
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-

Sekil 4.24. C. persicum tiiriinde ikinci donem oviil kiiltiirii denemeleri sonucu elde
edilen yapilar, A) Embriyojenik kalluslarin 4. haftada meydana gelmesi
B) Embryojenik kalluslardan 8. hafta sonunda embriyojenik yapilarin
meydana gelmesi, C) Kalp asamasindaki embriyolar, D-E) Torpedo
agsamasindaki embriyolarin ¢imlenmeye baglamasi, F) Oviil kiiltiirii
denemeleri sonucu elde edilen bitkiler

Birinci gelisme donemindeki kiiltiirel bakim islemleri, ikinci donemde elde
edilen ve seraya aktarilan bitkilere de aymi sekilde uygulanmistir. Elde edilen
bitkiler 18°C sicaklik ve 2-11 MJ m™ giin" 151k miktarina sahip seralarda 1:1
oraninda torf perlit karisimi igeren saksilarda kiiltiire alinmistir. Seralarin {izeri
golgeleme amac ile 151k gecirgenligi %50 olan koyu yesil net ile Ortiilmiistiir.
Aklimatizasyonu gerceklestirilen bitkilere kiiltiirel bakim islemleri uygulanmustir.
D1s ortama aktarilan bitkiler ilk bir hafta boyunca giinde ii¢ kez olacak sekilde 100
ml su ile sulanmistir. Sulama sprey yardimi ile sisleme seklinde yapilmistir. Bir
hafta sonunda sulama siklig1 3 giinde bir olacak sekilde azaltilmis ve sulama suyu
saksinin tabanindan tavalara dokiilerek gergeklestirilmistir. Birinci ay sonunda
canliligmi koruyan bitkilere vejetatif gelisimi arttirmak igin, 20:20:20 (N:P:K)
giibresi kullanilmistir. Giibre uygulamasi sonucunda yaprak boylar1 uzams, yaprak
ayalar genislemis, daha saglikli yaprak goriiniimiine sahip bitkiler elde edilmistir.
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Ayrica giibre uygulamalar1 sonucunda yumrularin caplart gozle goriiliir sekilde
artmigtir. Uygulama sonrasinda yumrularin tabanlarindan ¢ikan kdk miktarlarinda

artig gozlenmistir. Bitkiler dig ortama aktarildiktan 3 ay sonra sicakligi 25 °C olan

seraya aktarilmstir.

Sekil 4.25. C. persicum tirtinde elde edilen bitkiler, A-B) Hormonsuz MS besi
yerinde kiiltiire alinan embriyolardan elde edilen saglikli kdk ve
yumrulart olugmus bitkiler, C-D) Akklimatizasyon oncesi aktif karbon
igeren MS besi yeri bulunduran filtreli kaplarda kiiltiire alinan bitkiler
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Di1s ortama aktarilan bitkilerin 4 ay sonra ¢iceklendigi goézlenmistir.

Ciceklerin morfolojik goriinlimleri baslangi¢ materyalinin alindig1 birey ile ayn

ozellikleri gostermektedir.

A~ = AT : D ol A 4
Sekil 4.26. C. persicum tiiriinde ikinci donem oviil kiiltiirii sonucunda elde edilen
bitkicikler, A) Bitkilerin topraga aktarilmadan onceki durumu, B)

Bitkilerin aklimatizasyon isleminden sonra saksidaki durumu
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Cizelge 4.6. C.persicum tiiriinde ikinci donem oviil kiiltiirii denemelerinden elde
edilen kallus, embriyo olusumu, bitkiye doniisiim ve yagama oranlari

Bitki Biiyiime Kallus olusumu | Embriyo olusumu | Bitkiye Yasama orant
Diizenleyicileri (%) (%) donisiim (%)
(2,4-D+2iP) (%) Y.B/A.B.
Kontrol (0+0) 0 0 0 0
2 0 0 0
1 (0.5+0.1) (358) () 0) (0)
25cdef 0 0 0
2 (0.5+0.3) (29.91) () 0) )
3(0.5+0.5) (;g;fi) (112 §f7) (1411?; 1) (g)
s o o | am | o
5 (1+40.1) (ﬁbgcg) (gcf 7e) é?gj) (g)
6 (1+0.3) (33252?) (2128(;2) (2?2660) (g)
7 (1+0.5) égfifof) (74_f3g7) (14119; 1) (8)
8 (14+08) o, l iy is0)
9 (1.5+0.1) éifigej) (3%65;8) (3.26fS) (g)
10f, 0 0 0
10 (1.5+0.3) a 4.3‘(;1) ) ©0) (0)

11 (1.540.5) (1174_2g7) (3%6gg) (S%Sfl) (‘7;/’;0)
12 (1.5+0.8) (ﬁl_):g) (3332 06(;) (ﬁl_)g;) (%%7,57)
13 (2+0.1) (::, 2;) (337?1C 5) (586.2(;) (j/ﬁlg)
14 (2+0.3) (459?:3)9) (337?907) (33::2) (ii/g)
15 (2+0.5) (7?(?7) (8962.3331 1) (6?27) (?‘7061/3?))

16 (2+0.8) (918_ g?)) (6722.;411)0) (5?25) (‘732%/3%337)

LSDKallus: 1 769 LSDEmbriyo =1 3 09 LSDBitkj =1 29 1 (p<00 1 )

Parantez icerisindeki degerler yiizde degerlerin ag1 transformasyonu uygulanmis
degerlerdir. Farkli harfler farkliliklart belirtmektedir.
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4.2.1.4. C. persicum Tiiriinde ikinci Dénem Oviil Kiiltiirii Sonucu Elde Edilen
Bitkilerin Ploidi Seviyelerinin Belirlenmesi

C. persicum tiiriinde ikinci donem oviil kiiltiirii denemeleri sonucunda elde
edilen bitkilerin kiiltiirel bakim islemleri yapilmasinin ardindan yapraklar belirli
sayilya ulastiktan (en az 3 yaprak bulunduracak sekilde) sonra ploidi analizlerini
gergeklestirmek i¢in Ornekler alimmustir. Ploidi analizleri i¢in alinan yaprak
orneklerinin birinci dénemde alinan 6rneklere benzer sekilde her birinin agirlig
ortalama 12-34 gr oldugu yapilan tartimlarla belirlenmistir. Bu tiirde ikinci dénem
ovill kiiltiirii sonucu elde edilen bitkiler, birinci donemdeki bulgularla benzer
sekilde olup, elde edilen bitkiler diploid yapidadir. C. persicum tiirtinde oviil
eksplantlarinin  kiiltiire alimmmasi1 ile meydana gelen kalluslarin, oviillerin dis
yiizeyindeki diploid dokulu zardan meydana geldigi diisiiniilmektedir.

C. persicum tiiriinde oviil kiiltiiriinde her iki donem boyunca toplamda 272
adet bitki elde edilmistir. Bu bitkilerden rastgele secilen 6rneklerle yapilan flow
sitometri analizlerinde bitkilerin dipoid oldugu ve C. persicum tiiriinde oviil
kiiltiirii ¢aligmalarinin haploid bitki elde etmede uygun bir yontem olmadig tespit

edilmistir.

4.2.1.5. Cyclamen coum var. coum Tiiriinde Birinci Donem Oviil Kiiltiirii
Bulgular

Ilkbaharda ¢igek agan C. coum tiiriinde oviil kiiltiirii denemeleri icin anter
kiiltiiri denemeleri i¢in belirlenen boydaki tomurcuklar kullanilmigtir. Oviil
eksplantlar1 deneme deseninde belirtildigi sekilde 2,4-D ve 2iP iceren MS besi
yerinde karanlik ortamda ve 25 °C sicaklikta biiyiitme odasinda kiiltiire alinmustir.
Kiiltiire alinan oviil eksplantlarinda ilk 4 hafta igerisinde sisme gozlense de, C.
coum tiirinde yalnizca 1.5 mg/l 2,4-D + 0.3 mg/l 2iP iceren MS besi yerinde
kiiltiire alinan eksplantlarda 4 hafta sonunda kallus olusumu gozlenmistir (Cizelge
4.7). Elde edilen kalluslar alt kiiltiire alindiktan sonra kararip kuruyarak

siyahlagmustir.
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Kalluslar ilk dort haftalik siire boyuncu agik kahverengi ve yumusak
yapidayken, alt kiiltiir sonras1 daha kompakt ve siyah bir hal almislardir. C. coum
tiriinde embriyojenik yapilar ve bitkiye doniisiim gézlenmemistir. Seyring ve ark.
(2009) aralarinda C. coum tiirtiniin de bulundugu Cyclamen tiirlerinde in vitro
¢ogaltim lizerine arastirma yapmuslardir. C. coum tiirlerinde kullandiklar1 ovaryum
eksplantlarindan %30 oraninda somatik embriyo olusumu goézlemislerdir. Tez
calismasina benzer olarak arastirmacilar, biiylime diizenleyiciler olarak 2,4-D ve
2iP kullanmiglardir. Bu tez ¢alismasinda, C. coum tiiriinde 1.5 mg/l 2,4-D+ 0.5
mg/l 2iP igeren besi yerinde yalnizca kallus olusumu gézlenmistir. Seyring ve ark.
(2009)’nin yapmus olduklar1 ¢alismada ise 2 mg/l 2,4-D +0.8 mg/l 2iP kullanarak
ovill eksplantlarinda %30 oraninda somatik embriyo benzeri yapilar elde
etmiglerdir. Ayrica arastirmacilarin C.coum tiirlinde yapmis oldugu calismada,
ovaryum, yaprak, yaprak sapi ve cicek saplarinda, 2,4-D ve 2iP iceren besi yerinde
biitiin eksplantlarda somatik embriyo olusumu meydana gelirken, IBA ve BA

iceren MS besi yerinde hicbir eksplantta gelisim gdzlenmemistir.
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Cizelge 4.7. C. coum tiiriinde birinci donem oviil kiiltiirii denemelerinden elde
edilen kallus, embriyo olusumu, bitkiye doniisiim ve yagama oranlari

Bitki Bilyiime Kallus olusumu Embriyo Bitkiye Yasama orani
Diizenleyicileri (%) olusumu doniisim (%)
(2,4-D+2iP) (%) (%)
0 B - B
Kontrol (0+0
ontrol (0+0) )
0 B - B
1 (0.5+0.1
( ) 0)
2 (0.5+0.3) 0 i i i
T 0)
3 (0.5+0.5) 0 i i i
T (0)
4(0.5+0.8) 0 i 4 i
T 0)
0 E 5 i
5 (1+0.1
( ) 0)
0 i _ i
6 (1+0.3
( ) )
0 F 4 B
7 (140.5
( ) )
0 B - -
8 (1+0.8
( ) )
0 F _ i
9 (1.5+0.1
( ) 0)
10 (1.5+0.3) 0 i i i
o 0)
6a - - _
11 (1.540.5) (11.06)
12 (1.5+0.8) 0 i i i
o 0)
0 i _ i
13 (2+0.1
( ) 0)
14 (2+0.3) 0 i i i
' 0)
0 B - B
15 (2+0.5
( ) )
0
16 (2+0.8
( ) 0)

LSDkanus=3.16 (p<0.001)
Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlerin ag1 transformasyonu uygulanmis
degerlerdir. Farkli harfler farkliliklart belirtmektedir.
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4.2.1.6. Cyclamen coum var. coum Tiiriinde Ikinci Donem Oviil Kiiltiirii
Bulgular:

Tomurcuklara birinci donem denemelerinde oldugu gibi 2 giin boyunca +4
°C soguk uygulamasi yapilmistir. Oviiller steril siringa ucu ile mikroskop altinda
teker teker cikarildiktan sonra, 2,4-D, 2iP bitki bilyiime diizenleyicilerinin
kombinasyonlarini bulunduran MS besi yerinde kiiltiire alinmistir. C. coum tiiriinde
birinci dénem oviil kiiltiirii bulgularindan farkli olarak ikinci dénem bulgularinda
kallus olusumunun daha fazla oldugu tespit edilmistir. C. coum tiiriinde etkili
kallus olusumu 1.5 mg/l 2,4-D +0.3 mg/l 2iP (%36) iceren MS besi yerinde
gozlenmistir. Bu besi yerini %26’lik kallus olusumu ile 1.5 mg/l 2,4-D +0.5 mg/1
2iP iceren MS besi yeri izlemektedir (Cizelge 4.8). Kallus olusumu baslangici, oviil
eksplantlarinin karanlik ortamda kiiltiire alinmasindan 4 hafta sonra meydana
gelmistir. C. coum tiirtinde birinci donem oviil kiiltiirtindeki bulgulara benzer
olarak ikinci donem oviil kiiltliriinde elde edilen kalluslarda da embriyoya dontigiim
gerceklesmemistir. Elde edilen kalluslarda kdk benzeri yapilar olussa da bitkicige
doniisiim gozlenmemistir. Kalluslarin beyaz, agik sar1 parlak ve kompakt yapida
olduklan saptanmustir. Alt kiiltiire alinan kalluslarin yesil renk aldig1 fakat daha
sonra koyu kahverengi ve siyaha doniistiigli gézlenmistir. Siyah ve kahverengiye
donen kalluslarin yapisal olarak yumusak ve kompakt olduklari belirlenmistir.
Prange ve ark. (2010) C. coum tiiriinde s1v1 ve kati kiiltiir kullanarak farkli biiylime
diizenleyicilerinin yaprak eksplantlarinda meydana gelen embriyo olusumlarimni
incelemiglerdir. Embriyojenik yapilardan protoplastlar1 elde etmisler ve elde
ettikleri protoplastlarda flow sitometri analizleri gergeklestirmislerdir. Flow
sitometri analizleri sonucunda protoplastlardan elde ettikleri bitkilerin bazilarinin
tetraploid olduklarini belirtmislerdir. Prange ve ark. (2010) yapmis oldugu ¢aligma
kapsaminda en etkili biiylime diizenleyicilerinin 0.8 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l 2iP
oldugunu belirtmiglerdir. Tez ¢aligmasi kapsaminda, C. coum tiiriinde ikinci donem
oviil kdiltiirii denemelerinde etkili kallus olusumu, 1.5mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l 2iP

iceren MS besi yerinde meydana gelmistir. Aragtirmacilarin sonuglarindan farkli
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olarak tez c¢aligmasi kapsaminda 2 kat daha yiliksek oranda oksin igeren besi
yerinde gelisimin gozlenmesi dikkat ¢ekmektedir.

Furukawa ve ark. (2002) C. coum tiirtinde in vitro’da ¢imlendirdikleri
tohumlardan elde ettikleri bitkiciklerin yaprak ve yaprak saplarindan somatik
embriyo c¢alismalan yapmislardir. Yaprak saplarinda modifiye edilmis MS besi
yerinde %84 oraminda kallus olusumu elde etmislerdir. Yapraklarda ise %12
oraninda kallus olusumu meydana geldigini blirtmislerdir. Ayrica yaprak ve yaprak
sapindan elde edilen kalluslarda somatik embriyolarin meydana gelmedigini
belirtmiglerdir. Tez calismas1 kapsaminda C. coum tiirlinde bu c¢alismaya benzer
olarak kallus olusumu meydana gelmis, fakat embriyo olusumlart gozlenmemistir.
Furukawa ve ark. (2002)’nin yapmis olduklar1 ¢alisma ile kiyaslanacak olursa tez
calismasinda kullanilan oviil eksplantlarinin yaprak sap1 eksplantlarina oranla daha

diisiik rejenerasyon kapasitesine sahip oldugu gézlenmistir.

Sekil 4.27. C.coum tiiriinde oviil kiiltiirii denemeleri sonucu elde edilen kallus
yapilar1, A) Oviil eksplantlarinda 8 hafta sonunda elde edilen kallus
yapilari, B) Kalluslarin yesil renk almasi
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Cizelge 4.8. C. coum tiirlinde ikinci donem oviil kiiltiirii denemelerinden elde
edilen kallus, embriyo olusumu, bitkiye doniisliim ve yagama oranlari

Bitki Bityiime Kallus olusumu Embriyo Bitkiye Yasama
Diizenleyicileri (%) olusumu doniisim orant
(2,4-D mg/1+2iP mg/l) (%) (%) (%)
0 - - -
Kontrol (0+0
(0+0) )
0 - - -
1 (0.5+0.1
( ) )
0 _ _ B
2 (0.5+0.3
( ) )
0 - - B
3 (0.5+0.5
( ) )
4(0.5+0.8) 0 i i )
T (0)
0 - r -
5 (140.1
( ) )
10b - - -
6 (140.3) (1431)
10b - - -
7 (140.5) (1637)
12ab - - -
8 (1+0.8) (26.44)
12b - - -
1. 1
2(15+0.1) (15.94)
12b - - -
10 (1.540.3) (20.06)
36a - - -
11 (1.540.5) (36.77)
26ab - - -
12 (1.5+0.8) (27.00)
12b - - -
13 (240.1
3 (+01) (18.00)
22b - - -
14 (2+0.3) 21.68)
15 (2+0.5) 0 i i )
' (0)
0
16 (2+0.8
( ) )

LSDkans=13.24 (p<0.01)
Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlerin a¢1 transformasyonu uygulanmis
degerlerdir. Farkli harfler farkliliklart belirtmektedir
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4.2.1.7. Cyclamen pseudibericum Tiiriinde Birinci Donem Oviil Kiiltiirii
Bulgulan

C. pseudibericum tiirlinde birinci donem oviil kiiltiirii denemeleri igin
belirlenen tek g¢ekirdekli evredeki mikrospor hiicrelerini barindiran tomurcuklar
kullanilmistir. C. pseudibericum tiiriinde birinci donem oviil kiiltiiriinde kallus
olusumlart meydana gelmis olsa da kalluslar embriyoya doniismemis ve
siyahlasarak canliliklarini yitirmiglerdir. C. pseudibericum oviil kiiltiiriinde en etkili
kallus olusumu 1 mg/l 2,4-D + 0.3 mg/l 2iP iceren MS besi yerinde meydana
gelmistir (%48). Etkili kallus olusumlan sirasiyla 1.5 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/1 2iP
(%38), 1.5 mg/l 2,4-D + 0.3 mg/l 2iP (%32) iceren MS besi yerlerinde kiiltiire
alman oviil eksplantlarinda gozlenmistir. Karanlik ortamda kiiltiire alinan oviil
eksplantlarinda kallus olusumu 5. haftada gézlenmistir. Kalluslarin agik kahverengi
ve ¢ok sert oldugu saptanmistir. Kalluslarin {izerinde 7. haftada embriyo benzeri
yapilar meydana gelmis, fakat mikroskobik incelemeler sonucunda meydana gelen
bu yapilarin embriyo olmadig1 saptanmigtir. Kalluslar her 4 haftada bir alt kiiltiire
alinmuglardir. ikinci alt kiiltiir sonras1 kalluslarin koyu kahverengi veya siyaha
dondiikten sonra canliligim yitirdigi tespit edilmistir. Canliligim yitiren kalluslar
kuruyarak daha sert bir yap1 kazanmislardir. Furukawa ve ark. (2002) C.
pseudibericum tirinde modifiye edilmis MS besi yerinde kiiltiire alinan
yapraklardan %91, yaprak saplarindan ise %87 kallus olusumu elde etmisler fakat
somatik embriyo elde edememislerdir. Tez calismasinda ise C. pseudibericum
tiirtinde Furukawa ve ark. (2002)’na benzer olarak kallus elde edilmis, fakat
somatik embriyo elde edilememistir. Furukawa ve ark.(2002)’nda tez ¢alismasinda
elde edilen kalluslarin aksine, beyaz renkli ve kompak kalluslar elde edilmistir

(Sekil 4.28) (Cizele 4.9).
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-~ i

Sekil 4.28. C. pseudibericum tiirtinde birinci donem oviil kiiltiirii denemeleri
sonucu elde edilen yapillar A-B) C. pseudibericum oviil
eksplantlarinda meydana gelen kalluslar,

Izgii ve ark. (2016) C. pseudibericum tiiriinde oviil, ovaryum, yaprak ve
yaprak saplarint MS besi yerinde kiiltiire almiglar ve oviil eksplantari i¢in en etkili
biiyiime diizenleyicilerinin 2.5 mg/l 24-D + 0.5 mg/l 2iP oldugunu
belirlemiglerdir. Tez g¢aligmasinda oviil kiiltiirii i¢in en etkili besi yerinin ise %48
oran ile 1 mg/l 2,4-D + 0.3 mg/l 2iP igeren MS besi yeri oldugu saptanmstir. izgii
ve ark. (2016) oviil eksplantlarinda %20 oraninda kallus olugtugunu belirtmiglerdir.
Arastirmacilar C. pseudibericum tiiriinde yaprak eksplantlarinda somatik embriyo
benzeri yapilar1 2.5 mg/l 2,4-D + 1 mg/l 2iP ¢ceren MS besi yerinde, oviil
eskplantlarinda ise 2.5 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l 2iP iceren MS besi yerinde
gozlemiglerdir. Tez ¢alismasinda oviil kiiltiirii denemelerinde elde edilen
kalluslardan, embriyo benzeri yapilarin meydana gelmedigi gdzlenmistir. izgii ve
ark. (2016)’nin yaptiklarn calismada kallus olusumu i¢in yiiksek oranda oksin
kullanildigr goriilmektedir. 2,4-D’nin yiiksek miktarda kullanilmasinin etilen
sentezini arttirdi1 bilinmekte ve bu nedenle iki c¢alisma arasindaki kallus
olusumundaki farkliliklarin, kullanllan 2,4-D miktarindan kaynaklandig1

diistintilmektedir.
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Cizelge 4.9. C. pseudibericum tiiriinde birinci donem oviil kiiltiirii denemelerinden
elde edilen kallus, embriyo, bitkiye doniisiim ve yasama oranlari

Bitki Bityiime Kallus olusumu Embriyo Bitkiye Yasama
Diizenleyicileri (%) olusumu doniisim orant
(2,4-D mg/14+2iP mg/l) (%) (%) (%)
Kontrol (0+0) 0 0 0 0
2f - - -
1(0.540.1) (3.68)
12cdef - - -
2 (0.5+0.3) (15.64)
12cdef - - -
3 (0.5+0.5) (15.64)
4(0.5+0.8) 0 i i ]
- ©0)
36ab - - -
5 (140.1) (36.60)
48a - - -
6 (140.3) @3.67)
0 - - -
7 (1+0.5
( ) )
6ef - - -
8 (1+0.8) 6.64)
4def - - -
9 (1.5+0.1) (7.37)
32abc - - -
10 (1.540.3) (3128)
38ab - - -
11 (1.5+0.
(15+0.5) (34.20)
22bcd - - -
12 (1.540.8) 25.11)
12def - - -
13 (2+0.1) (12.68)
22bcde - - -
14 (2+0.3) (22.33)
15 (2+0.5) 0 i i )
' ©0)
0 _ _ B
16 (2+0.8
( ) )

LSDys=17.814(p<0.001)
Parantez icerisindeki degerler yiizde degerlerin ag1 transformasyonu uygulanmis
degerlerdir. Farkli harfler farkliliklart belirtmektedir
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4.2.1.8. Cyclamen pseudibericum Tiiriinde Ikinci Dénem Oviil Kiiltiirii
Bulgulari

C. pseudibericum tiiriinde ikinci donem oviil kiiltiirii denemeleri sonucunda
etkili kallus olusumu 2 mg/1 2,4-D + 0.3 mg/l 2iP (%72), 2 mg/1 2,4-D + 0.5 mg/l
2iP (%70) iceren MS besi yerinde kiiltiire alinan oviil eksplantlarinda meydana
gelmistir. Kalluslarin koyu kahverengi sert ve kompakt yapida olduklar
saptanmistir. Kallus iizerinde globular embriyo benzeri yapilar meydana gelse de
mikroskobik incelemeler sonucunda bu yapilarin embriyo olmadiklari saptanmaistir.
Elde edilen kalluslardan kok olusumlari meydana gelmis olsa da C. pseudibericum
tiirlinde oviil kiiltiirii denemeleri sonucunda embriyo gelisimi ve bitkiye doniisiim
gbdzlenmemistir. Ikinci dénem oviil kiiltiiri denemeleri sonucunda, C.
pseudibericum tiirlinde elde edilen kalluslar, kompakt ve beyaz renktedir. Bu
bulgular, Furukawa ve ark. (2002)’nin yapmis oldugu somatik embriyogenesis
calismasinda elde edilen kallus yapilar1 ve renkleri ile uyum gostermektedir (Sekil

4.29).

A B

—

Sekil 4.29. C. pseudibericum tiiriinde oviil kiiltiirii sonucu elde edilen yapilar A-B)
Oviil kiiltiirii sonucunda elde edilen kalluslar
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Cizelge 4.10. C. pseudibercum tiiriinde ikinci donem oviil kiiltiirii denemelerinden
elde edilen kallus, embriyo olusumu, bitkiye doniisiim ve yasama

oranlari
Bitki Biiyiime Kallus olusumu Embriyo Bitkiye Yasama orani
Diizenleyicileri (%) olusumu doniisim (%)
(2,4-D mg/1+2iP mg/l) (%) (%)
Kontrol (0+0) 0 0 0 0
0 _ _ _
1 (0.5+0.1
( ) )
2 (0.5+0.3) 0 i i i
T 0)
2d - - -
3 (0.5+0.5) (3.68)
4(0.5+0.8) 0 i p F
T (0)
16bc - - -
1+0.1
Ll (20.95)
18bc - - -
6 (1+0.3) (22.28)
8cd - - -
7 (1+0.5) (12.69)
0 N 3 2
8 (1+0.8
( ) )
2d - - -
Iy 1
9 (1.5+0.1) (3.68)
30b - - -
10 (1.540.3) (32.61)
26bc - - -
11 (1.5+0.5) (27.42)
26bc - - -
12 (1. .
(1.5+0.8) (24.69)
24bc - - -
13 (2+0.1) (2095
T2a - - -
14 (2+0.3) (58.66)
70a - - -
15 (2+0.5) (57.51)
10cd - - -
16 (2+0.8) (14.01)

LSDyans =17.211(p<0.001)
Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlerin a¢1 transformasyonu uygulanmis
degerlerdir. Farkli harfler farkliliklar belirtmektedir

123




4. BULGULAR VE TARTISMA Basar SEVINDIK

4.2.1.9. Melody F1 Ticari Cesidinde Birinci Donem Oviil Kiiltiirii Bulgular:

Melody F1 ticari ¢esidinde 4 haftalik kiiltiir sonunda biitiin bitki biiyiime
diizenleyici konsantrasyonlarinda kallus olusumlar gozlenmistir. En etkili kallus
olusumu 2 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l 2iP iceren MS besi yerinde %100 olarak
belirlenmistir. Kallus olusumlarinin yiiksek oldugu diger besi yerleri ise 2 mg/1 2,4-
D + 0.8 mg/l 2iP (%72), 1.5 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/1 2iP (%68) iceren MS besi yeri
olarak saptanmustir. Melody F1 ticari g¢esidinde elde edilen kalluslarin seffaf,
beyaza yakin agik sar1 veya beyaz, kirilgan ve sert yapida oldugu goézlenmistir.
Kalluslar 4 haftada bir alt kiiltiire alinmiglar ve 8. hafta sonunda embriyojenik
yapilar gozlenmistir. Winkelmann ve Serek (2005) ticari siklamen c¢esitlerinde
yapmis olduklar1 oviil kiiltiirii ¢aligmalarinda tek genotip harig biitiin genotitlerde 2
mg/l 2,4-D +0.8 mg/l 2iP iceren MS besi yerinde kallus olusumunun meydana
geldigini belirtmislerdir. Olusan kalluslarin embriyoya doniisiimlerinde genotipler
arasinda farklilik gozlenmese de bitkiye donilisiim konusunda farkliliklarin
oldugunu belirlemislerdir. Tez ¢aligmasi kapsaminda, Melody F1 ticari gesidinde
oviil kiiltiirti denemeleri sonucunda biitiin kombinasyonlarda gelisim gozlenmistir
fakat Winkelman ve Serek (2005)’den farkli olarak embriyo olusumlarinda
konsantrasyonlara gore farklilik meydana gelmistir. Ayrica tez kapsaminda, oviil
kiiltiiri denemelerinde genotip etkisi goz Oniinde bulundurulmasa da farkh
saksilardan alinan oviil eksplantlarinda embriyo ve bitkiye doniisiimlerde farklilik
gozlenmistir (Sekil 4. 30).

Embriyolar  goriilmeye bagladiginda  eksplantlar, bitki  biiyiime
diizenleyicisi icermeyen MS besi yerinde aydmlik ortamda (16/8 fotoperyod
gosteren biiyiitme odasinda) kiiltiire alinmuislardir. Globular, kalp, torpedo ve
kotiledon olmak {iizere kalluslardan meydana gelen embriyolarda farkli asamalar
gozlenmistir. Embriyo olusumu en fazla 2 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/1 2iP (%94) iceren
MS ortaminda saptanmig ve bunu 2 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/l 2iP (%76) iceren MS
ortami takip etmistir. Embriyolar biiylime diizenleyicisi igermeyen MS besi yerinde

kiiltiire alindiktan 2 hafta sonra kotiledonlar ve mikro yumru olusumlarn
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gozlenmeye baglamistir. Mikro yumrularin olusumundan 1 hafta sonra hormonsuz
MS ortaminda spontane kok olusumu goriilmiistiir. Kotiledonlarin ve kdklerin
gelismeye baglamasindan sonra eksplantlar 50 ml MS iceren magenta kaplarma
transfer edilmistir. Bitkiye doniisiimiin en fazla oldugu embriyolarin 2 mg/l 2,4-D
+ 0.5 mg/l 2iP (%100) iceren MS ortaminda elde edilen embriyolardan gelistigi
saptanmistir. Embriyolarin bitkiye doniisiimiiniin en fazla oldugu diger besi yeri ise
2 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/1 2iP (%80) iceren MS ortamu olarak tespit edilmistir. Elde
edilen bitkilerin aklimatizasyonu ger¢eklestirilmeden once 100 ml 0.5 g/l aktif
karbon iceren MS ortaminda filtreli kaplarda kiiltiire alinmiglardir. Aklimatizasyon
sonrasinda en yiiksek yasama orani 2 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l 2iP iceren MS besi
yerinde elde edilen embriyolarin olusturdugu bitkiler oldugu saptanmistir (%100)
(Sekil 4.30). Bu orani 2 mg/1 2,4-D + 0.8 mg/1 2iP (%84.21) ve 2 mg/1 2,4-D + 0.3
mg/l 2iP (%73.91) igeren MS besi yerinde meydana gelen embriyolardan olusan
bitkiler takip etmektedir. Piischel ve ark. (2003) Cyclamen tiirlerinde eksplantlarin
mevsimlere gore kallus ve embriyo olusumlarini incelemistir. Yapilan tez
calismasinda, dogal tiirlerle calisildigi i¢in mevsim etkisi incelenememektedir.

Fakat Melody F1 ticari ¢esidinde ¢igeklenme uzun stirmektedir.

125



4. BULGULAR VE TARTISMA Basar SEVINDIK

L]
Sekil 4.30. Melody F1 ticari ¢esidinde oviil kiiltiirii denemeleri sonucunda elde
edilen yapilar, A) Oviil kiiltiiriinde 4.haftada elde edilen embriyojenik
kalluslar, B) Embiryojenik kalluslardan elde edilen farkli gelisim
evrelerindeki embriyolar, C)Embriyolarin olgunlagmasi ile olusan kok
ve siirgiin benzeri yapilar, D) Oviil eksplantlarindan elde edilen
bitkicikler

Bitkilerin disar1 aktarildiktan 5 ay sonra ¢icek tomurcugu olusturdugu

gbzlemlenmis ve tomurcuklar olustuktan 1 hafta sonra ¢igekler agmaya baglamustir.
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ke ol
Sekil 4.31. Melody F1 ticari gesitte aklimatizasyon asamalart A) Hormonsuz MS
igeren filtreli kaplardan ¢ikarilan bitkiler, B) Bitkilerin ayrilmasi, C)
Bitkilerin musluk suyu altinda bekletilmesi, D) Bitkilerin %0.1’lik
fungusite daldirilmasi, E) Fungusite daldirilan bitkilerin koklerinin
suda yikanmasi, F) Bitkilerin saksilara alinmasi, G) Saksilara aktarilan
bitkilerin lizerine magenta kapatilarak serada kiiltiire almak i¢in hazir
hale getirilmesi

4.2.1.10. Melody F1 Ticari Cesidinde Flow Sitometri Analizleri

Melody F1 ticari gesitte oviil kiiltiirii denemeleri sonucunda elde edilen
bitkiler dis kosullara aktarildiktan sonra ploidi seviyelerini belirlemek amaci ile
flow sitometri analizleri gerceklestirilmistir. Orneklerin hazirlamsinda standart
olarak arpa bitkisi kullamlmistir. Ornekler bir birim Melody F1 yapragima iki birim
arpa yapragi olacak sekilde hazirlanmistir. Flow sitometri analizleri soncunda elde
edilen bitkilerin diploid oldugu belirlenmistir. Melody F1 ticari ¢esidinde C.

persicum tiriinde oldugu gibi gelisen kallus ve embriyo yapilarinin oviil
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eksplantlarimin  dig  yilizeyindeki diploid dokulardan meydana geldigi
diistiniilmektedir. Flow sitometri analizleri sonucunda bitkilerin genom agirliklar

da belirlenmistir.

Sekil 4.32. Melody F1 ticari gesitte seraya aktarilan bitkilerin genel goriiniimii ve
ciceklenmesi
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Cizelge 4.11. Melody F1 ticari gesitte birinci donem oviil kiiltiirii denemelerinden
elde edilen kallus, embriyo, bitkiye doniisiim ve yasama oranlar1

Bitki Biiyiime Kallus Embriyo olusumu Bitkiye Yasayan bitki
Diizenleyicileri olusumu (%) dontistim /Aktarilan bitki
(2,4-D+2iP) (%) (%) (%)
Kontrol (040) 0 0 0 0
32e 0 0 0
1 (0.5+0.1) (32.99) 0)
38¢ 0 0 0
44de 6ef 14d 12/24
3 (0.5+0.5) (41.09) (9.00) 17.27) (%50)
4(0.5+0.8 o y 7 ’
(0.5+0.8) (36.59) ©0)
12f 0 0 0
5 (1+0.1) (18.00) ©0)
28e 0 0 0
6 (1+0.3) G111 0)
 le0s 40de Gef 22cd 13/38
(1+0.5) (39.13) (11.06) (26.53) (%34.21)
s 1 46cde 16cde 12d 0
(1+0.8) (42.69) (18.00) (20.06)
36e 22¢ 38c 3/9
9 (1.5+0.1) (36.25) (27.17) (37.80) (%33.3)
8f 0 0 0
11 (1.5+0.5 o8bed o oo %30
(1.5+0.5) (49.84) (7.37) (29.78) (%30)
68b 22cd 28cd 3/16
12 (1.5+0.8) (55.83) (24.64) (31.16) (%18.75)
64bc 8def 30cd 14/30
13 (2+0.1) (53.35) (12.69) (32.31) (%46.6)
64bc l4cde 46¢ 23/34
14 (2+0.3) (53.17) (14.31) (39.51) (%67.64)
100a 94a 100a 66/66
15 (2+0.5) (90.00) (78.94) (90.00) (%100)
74b 76b 80b 46/54
16 (2+0.8) (60.04) (61.20) (66.51) (%85.18)

LSDKaHuszl 1 99, LSDEmbriyo: 1 3 5 1 . LSDBitki =] 666 (p<000 1)
Parantez icerisindeki degerler yiizde degerlerin ag¢1 transformasyonu uygulanmis
degerlerdir. Farkli harfler farkliliklar1 belirtmektedir.
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4.2.1.11. Melody F1 Ticari Cesidinde ikinci Dénem Oviil Kiiltiirii Bulgular
Melody F1 ticari c¢esidinde birinci donem oviil kiiltiirii denemeleri
sonuglarina benzer olarak kontrol grubu hari¢ biitiin konsantrasyonlarda kallus
geligimi gozlenmistir. Kallus gelisiminin en etkili oldugu besi yerinin 2 mg/l 2,4-D
+ 0.5 mg/l 2iP iceren MS besi yeri (%100) oldugu saptanmigstir. Kallus
geligimlerinin en fazla oldugu diger besi yerleri sirasi ile 2 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/l
2iP (%82), 2 mg/l 2,4-D + 0.3 mg/l 2iP iceren MS besi yerleri olarak tespit
edilmistir. Kallus yapilari mikroskobik arastirmalar sonucunda baslangicta seffaf,
beyaza yakin acik sari, kirllgan ve kompakt olarak belirlenmistir. Kalluslar 4
haftada bir alt kiiltiire alinmistir. Oviil eksplantlarindan elde edilen kalluslarda 2.
alt kiiltiirde (8. Hafta) embriyojenik yapilarin meydana geldigi gézlenmistir.
Embriyolarin goriilmeye baslamasi ile birlikte eksplantlar bitki biiyiime
diizenleyicisi icermeyen MS besi yerinde Kkiiltiire alimmislardir. Eksplantlar
tizerinde embriyolarin farkli asamalari mikroskop yardimi ile goriintiilenmistir.
Kalluslardan embriyoya doniigiimiin en iyi oldugu besi yeri 2 mg/l 2,4-D + 0.5
mg/l 2iP (%100) iceren MS besi yeri oldugu saptanmistir. Embriyoya doniisiimiin
en iyi oldugu diger besi yerleri ise 2 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/l 2iP (%46) iceren MS
besi yerinde saptanmistir. Eksplantlarin {izerinde globular, kalp, torpedo ve
kotiledon agamalar1 mikroskop altinda gozlenmistir. Bitkiye doniigiimiin en fazla
oldugu eksplantlar ise 1.5 mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l 2iP (%62), 2 mg/l 2,4-D + 0.3
mg/l 2iP (%54) iceren MS besi yerinde kiiltlire alinan oviil eksplantlarinda elde
edilen embriyolardan meydana geldigi saptanmistir. Kotiledonlar meydana
geldikten sonra mikroyumru ve kok olusumlart meydana gelmistir. Geligsen bitkiler
daha sonra 50 ml hormonsuz MS igeren besi yerlerinde kiiltiire alinmig ve burada
gelisimine devam etmislerdir. Elde edilen bitkiler filtreli kaplar igerisinde 100 ml
hacim olacak sekilde 0.5 g/l aktif karbon iceren MS besi yerinde kiiltiire

almmuslardir.
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Sekil 4.33. Melody F1 ticari cesitte ikinci donem oviil kiiltiiriide elde edilen yapilar
A) Baslangic materyali olarak kullanilan oviil eksplantlari, B)
Embriyojenik kalluslarin olugsmaya baslamasi, C) Embriyojenik
kalluslardan meydana gelen embriyolar, D) Globular asamadaki
embriyolar, E) Torpedo agsamasindaki embriyolarin kotiledon
asamasina gegmeye baglamasi

Bitkiler kiiltiir kaplarinda 1 ay siire ile kiiltiire alindiktan sonra dig ortama
aktarilmistir (Sekil 4. 34). Dis ortama aktarilan bitkilerin yasama oranlar1 Cizelge
4.12. deki gibidir. En yiiksek yasama orani 2 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l 2iP igeren MS
besi yerinde meydana gelen embriyolardan elde edilen bitkilerde gozlenmistir.
Bitkiler disar1 aktarildiktan sonra ilk bir haftalik siirede giinde 3 defa her sulamada
100 ml olacak sekilde sprey ile piiskiirtme yontemi ile sulanmistir. Bir haftadan
sonra bitkiler tavalara dokiilen su ile dipten sulanmustir. Bitkilerin vejetatif olarak
giiclenmesi i¢in giibreleme yapilmistir. Giibre uygulamalarindan sonra yumru
caplarinda, yaprak sayilarinda ve yaprak boylarinda artis gézlenmistir. Disari

aktarilan bitkilerde 4 ay sonra gigeklenme meydana gelmistir (Sekil 4.35).
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y

Sekil 4.34. Melody F1 ticari gesitte elde edilen bitkiler A) Hormonsuz MS besi yeri
iceren filtreli kiiltiir kaplarindaki bitkiler, B) Bitkilerde meydana gelen
kok yapilari, C) Bitkilerin saksilara aktarilmadan 6nceki durumu D)
Dis ortama aktarilan bitki
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| ek % i G BN oA R
Sekil 4.35. Melody F1 ticari ¢esitte dis ortama aktarilan bitkilerin gelisimi ve ¢igek
tomurcuklarmin  olusumu, A) Saksilara  aktarilan  bitkilerin
yapraklarmin gelisimi, B) Ci¢ek tomurcuklarinin meydana gelmesi, C)
Antesis asamasindaki ¢igek tomurcuklari, D) Cigeklerini agmis olan
bitkiler

4.2.1.12. Melody F1 Ticari Cesidinde ikinci Dénem Oviil Kiiltiirii Sonucu Elde
Edilen Bitkilerin Ploidi Seviyelerinin Belirlenmesi

Elde edilen bitkilerin flow sitometri analizleri sonucunda diploid (2n)
oldugu saptanmistir. Melody ticari ¢esidinde de oviil kiiltiirii denemeleri sonucu
elde edilen bitkilerin, oviil eksplantlarinin dis yiizeyindeki diploid yapidan
meydana gelen kallus ve embriyolardan olustugu diisiiniilmektedir. Ikinci dénem
oviil kiiltiirii sonucunda elde edilen bitkiler, morfolojik olarak eksplantlarin temin
edildigi ana bitki ile ayn1 6zellikleri tagimaktadir. Elde edilen bitkilerin yaprak
ayast sekli, cigek rengi, yaprak alt yiizey rengi ana bitki ile aym1 oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 4.12. Melody F1 ticari gesitte ikinci donem oviil kiiltiirii denemelerinden
elde edilen kallus, embriyo, bitkiye doniisiim ve yasama oranlari

Bitki Biiyiime Kallus olusumu Embriyo Bitkiye Yasama
Diizenleyicileri (%) olusumu doniistim orani
(2,4-D+2iP) (%) (%) (%)
Kontrol (0+0) 0 0 0 0
52defg 0 0 0
1(0.5+0.1) (46.15) )
32gh 0 0 0
2 (0.5+0.3) (34.24) )
60de 0 0 0
3 (0.5+0.5) (50.99) )
44efgh 0 0 0
4 (0.5+0.8) (41.48) )
28h 0 0 0
5 (1+0.1) (31.28) )
44efgh 16de 12ef 8/13
CRS) (41.48) (23.31) (15.94) (61.53)
7 (140.5 62cde 10ef 8ef 0
(1+0.5) (52.20) (11.95) (12.69)
38fgh 14de 14de 5/19
8 (1+08) (37.15) (19.63) (19.33) (%26.31)
68bed 54b 62ab 28/63
248570.1) (55.71) (47.30) (52.07) (%44.,4)
36h 2f 2f 0
10(1.5+0.3) (33.04) (3.68) (3.68)
11(1.540.5 56def 24de 32cd 11/20
(1.5+0.5) (48.68) (25.84) (34.11) (%55)
80bc 18de 22de 6/13
12(1.5+0.8) (63.44) (19.62) (24.64) (%46.15)
3 (240 64cde 30cd 52bc 17/26
13 2+0.1) (53.22) (32.31) (46.38) (%65.38)
64cde 30cd 54bc 27/38
14.2+0.3) (53.22) (31.84) (47.35) (%71.05)
15 (240.5 100a 100a 76a 100/115
(2+0.5) (90.00) (90.00) (63.68) (%86.95)
82b 46bc 48bc 46/62
16 2+0.8) (65.36) (41.57) (43.20 (%74.19)

LSDKallus: 1 20 1 . LSDEmbriyo: 1 432, LSDbitkj =1 538(p<000 1 )
Parantez icerisindeki degerler yiizde degerlerin ag¢1 transformasyonu uygulanmis
degerlerdir. Farkli harfler farkliliklar1 belirtmektedir.
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4.2.2. Sonbaharda Ciceklenen Cyclamen Tiirlerinde Oviil Kiiltiirii Bulgular

Sonbaharda ¢igeklenen tiirler dogadan toplanarak Cukurova Universitesi
Bahge Bitkileri Boliimii Siis bitkileri serasinda 1:1 oraninda torf ve perlit igeren
saksilarda kiiltiire alinmustir. Bitkilerin kiiltiirel bakim islemleri yapildiktan sonra
oviil kiiltiirii icin ¢icek tomurcuklart alinmustir. Oviil kiiltiirii denemelerinde, anter
kiiltiirii i¢in belirlenmis olan tomurcuk boylari ile ayni veya hemen hemen ayni
veya 1 mm bilylk olan tomurcuklardan elde edilen ve anthesis asamasina
gelmemis tomurcuklardan alinan oviiller kullanilmistir.

Yiizey sterilizasyonu yapilan ¢i¢cek tomurcuklarinin sirasiyla ¢anak yaprak,
tag yaprak ve anterleri ¢ikarilmistir. Ovaryum zar1 da ¢ikarildiktan sonra oviiller,
0ze ve steril siringa uglari ile 2.4D (0.5, 1, 1.5, 2 mg/l)ve 2iP(0.1, 0.3,0.5, 0.8 mg/1)
'nin farkli konsantrasyonlarimi iceren MS besin ortaminda deneme deseninde

belirtilen sekilde kiiltiire alinmigtir

4.2.2.1. Cyclamen hederifolium Tiiriinde Birinci Doénem Oviil Kiiltiirii
Bulgular

C. hederifolium tiiriinde en etkili kallus gelisimi %90 ile 1 mg/l 2,4-D + 0.5
mg/l 2iP iceren MS besi yerinde gézlenmistir (Cizelge 4. 13). Kalluslarin agik sari,
seffaf, kirilgan yapida olduklari mikroskobik yontemlerle belirlenmistir. Elde
edilen kalluslarda embriyo benzeri yapilar gézlemlense de bu yapilarin kallus
olduklart tespit edilmistir. C. hederifolium tiriinde etkili kallus olusumunun
gozlemlendigi diger besi yeri de 1mg/l 2,4-D + 0.3 mg/l 2iP iceren MS besi yeri
olarak belirlenmistir. Bu konsantrasyonda da meydana gelen kalluslarin
yapilarinin, agik sari, seffaf ve kirillgan olduklart gézlenmistir. C. hederifolium
tiirlinde kalluslardan embriyoya doniisiim gozlenmemistir (Sekil 4. 36). Elde edilen
kalluslara her 4 haftada bir alt kiiltiir uygulanmistir. ikinci alt kiiltiir sonunda
kalluslarin koyu kahverengiye dondiigli, yumusadigi ve canliligini yitirdigi
gozlenmistir. Yapilan c¢alismaya benzer olarak, Seyring ve ark. (2009) C.

hederifolium tiirinde yapmis olduklar1 ¢aligmada, ovaryum, yaprak, yaprak sap1 ve
135



4. BULGULAR VE TARTISMA Basar SEVINDIK

cicek sap1 eksplantlarini, 2 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/1 2iP iceren MS ve 1.5 mg/l BAP
ve 1mg/l TAA iceren N69 besi yerlerinde kiiltiire almislardir. Aragtirmacilar,
ovaryum eksplantlarinda kallus elde etmisler fakat bitkiye doniisim

saglayamamiglardir.

Sekil 4.36. C. hederifolium tiiriinde birinci donem oviil kiiltiirii denemeleri sonucu
elde edilen yapilar, A-B) Oviil eksplantlarindan meydana gelen kallus
yapilari
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Cizelge 4.13. C. hederifolium tiirtinde birinci donem oviil kiiltiirii denemelerinden
elde edilen kallus, embriyo, bitkiye doniisiim ve yasama oranlar1

Bitki Biiytime Kallus olusumu Embriyo Bitkiye Yasama
Diizenleyicileri (%) olusumu doniisiim orani
(2,4-D+2iP) (%) (%) (%)
Kontrol (0+0) 0 0 0 0

0 - - R
1 (0.540.1) ©)
2 (0.5+0.3 0 ) ) i
(0.5+0.3) )
4ef - _ -
3 (0.5+0.5) a37)
4(0.540.8 bde ) ) :
(0.5+0.8) (11.06)
30c - = -
5 (1+0.1) (3231)
66b . - B
6 (1+0.3) 054.68)
90a - - -
7 (1+0.5) (75.69)
8 (1+0.8 12 ) ' i
(1+0.8) (18.84)
9 (1.540.1 - ) ) ;
(1.5+0.1) (1.37)
4ef - _ -
10 (1.5+0.3) a37)
6def - - B
11 (1.5+0.5) 9.00)
0 - - R
12 (1.5+0.8) ©)
13 (240.1 0 ) ) i
(2+0.1) )
14 (240.3 0 i i i
(2+0.3) )
15 (2+0.5 0 ) ) i
(2+0.5) )
16 (2+0.8) 0 ) ) i
) )

LSDKaHUS:lO.39 (p<001)
Parantez icerisindeki degerler yiizde degerlerin ag¢1 transformasyonu uygulanmis
degerlerdir. Farkli harfler farkliliklar1 belirtmektedir.
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4.2.2.2. Cyclamen hederifolium Tiiriinde ikinci Donem Oviil Kiiltiirii Bulgular

Oviiller materyal metoda da belirtilen deneme desenine gore MS besi
yerinde kiiltiire alimmusladir. C. hederifolium tiiriinde ikinci donem oviil kiiltiirii
denemeleri bulgular1 birinci donem oviil kiiltiiri bulgulart ile benzerlik
gostermistir. Kallus gelisimlerinin en iyi oldugu ortam 1 mg/1 2,4-D + 0.3 mg/1 2iP
(%62) iceren MS besi yeri oldugu saptanmistir (Cizelge 4.14) (Sekil 4.37).
Kalluslarin agik sar1 ve koyu sari, sert ve kompakt yapida oldugu mikroskobik
arastirmalar sonucunda belirlenmistir. Kalluslar her 4 haftada bir alt kiltiire
almmugtir. Kalluslarin renkleri 12 hafta sonra koyu sar1 ve kahverengiye donmiis,
sertlesen kalluslarin {izerinde embriyo benzeri yapilar gozlemlense de kalluslardan

embriyoya doniisiim gozlemlenmemistir. Kalluslar daha sonra koyulasarak kararip

canliliklarini yitirmisleridir (Sekil 4.38).

Sekil 4.37. C. hederifolium tiirtinde ikinci donem oviil kiiltiirii denemelerinde elde
edilen siirgiin benzeri yapilar, A) Oviil eksplantlarindan elde edilmis
olan embriyo benzeri yapilardan meydana gelen siirglin benzeri yapilar,
B) Siirgiin ve kdk benzeri yapilar
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Cizelge 4.14. C. hederifolium tiiriinde ikinci donem oviil kiiltiirii denemelerinden
elde edilen kallus, embriyo, bitkiye doniisiim ve yasama oranlar1

Bitki Biiytime Kallus olusumu Embriyo Bitkiye Yasama
Diizenleyicileri (%) olusumu doniisiim orani
(2,4-D+2iP) (%) (%) (%)
Kontrol (0+0) 0 0 0 0

0 - - R
1 (0.540.1) ©
2 (0.5+0.3 0 ) ) i
(0.5+0.3) )
2c - - -
3 (0.5+0.5) 3.68)
4(0.540.8 4 ) ) :
(0.5+0.8) (7.37)
5 (1+0.1 P 4 i i
(1+0.1) (23.31)
16b - - N
6 (1+0.3) (23.02)
62a - - _
7 (1+0.5) (52.02)
8 (140.8 de F ) )
(1+0.8) (1.37)
9 (1.5+0.1 24 ) i i
(1.5+0.1) 27.17)
0 - - _
10 (1.5+0.3) ©
2c - - -
11 (1.5+0.5) (3.68)
12 (1.5+0.8 de ) ; ;
(1.5+0.8) (5.31)
0 - R -
13 (2+0.1) ©)
14 (240.3 0 i i i
(2+0.3) )
15 (2+0.5 0 ) ) i
(2+0.5) )
16 (2+0.8) 0 ) ) i
) )

LSDK311US:8.013(p<0.01)
Parantez icerisindeki degerler yiizde degerlerin ag¢1 transformasyonu uygulanmis
degerlerdir. Farkli harfler farkliliklar1 belirtmektedir.
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Sekil 4.38. C. hederifolium tiiriinde ikinci donem oviil kiiltiirii denemeleri sonunda
elde edilen yapilar, A) Embriyo benzeri yapilarin meydana gelmesi, B)
Torpedo agamasindaki embriyo, C) Siirglin ve kdk benzeri yapilar D)
Siirgiine olusumu

4.2.2.3. Cyclamen cilicium Tiiriinde Birinci Donem Oviil Kiiltiirii Bulgular:

C. cilicium tiriinde diger tiirlerden farkli olarak kiiltiire alinan oviiller
karardiktan sonra kallus olusturmaya baslamiglardir. Bu tiirde en etkili kallus
olusumu, 0.5mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l 2iP (%68) ve 0.5mg/l 2,4-D + 0.8 mg/1 2iP
(%66) iceren MS besi yerinde gozlenmistir. C. cilicium tiirii tez ¢alismasinda
kullanilan diger tiirlere oranla daha diisiik oksin konsantrasyonlarinda etkili gelisim
gostermistir. Elde edilen kalluslarin siyah, sert, kompakt yapida olduklari

mikroskobik incelemeler sonunda belirlenmistir. Izgii ve ark. (2016), C. cilicium
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tiirlinde yapmis olduklar1 ¢aligmada oviil eksplantlarini 2 mg/l 2,4-D + 1.5 mg/1 2iP
iceren MS besi yerinde kiiltlire almiglar ve bu tez g¢aligmasinda elde edilen
kalluslara benzer olarak koyu kahverengi ve kirilgan kallus yapilarn elde
etmislerdir. Yapilan calismadan farkli olarak, izgii ve ark. (2016) yiiksek oranda
2,4-D igeren besi yerinde kalluslar1 elde etmislerdir. Bu tez ¢alismasinda kalluslar,
4 haftada bir alt kiiltiire almmuslardir. Ikinci alt kiiltir asamasinda kararan
kalluslardan embriyolarin meydana geldigi gézlenmistir (Sekil 4.39). Bu ¢aligmaya
benzer olarak Izgii ve ark. (2016), C. cilicium tiiriinde oviil eksplantlarmnin kiiltiire
almmasindan 6-7 hafta sonra Kkalluslarin olustugunu belirtmiglerdir. Tez
calismasinda kalluslarin embriyoya doniisiimiiniin en yiiksek oldugu besi yeri, 0.5
mg/l 2,4-D + 0.8 mg/l 2iP (%94), 0.5 mg/l 2,4-D + 0.1 mg/l 2iP (%90), 0.5mg/1
24-D + 0.3 mg/l 2iP (%80), 0.5 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l 2iP (%72) olarak
saptanmistir (Cizelge 4.15). Seyring ve ark.(2009), C. cilicium tiirtinde, ovaryum,
yaprak, yaprak sapi, ¢igek sap1 eksplantlarin1 2 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/l 2iP iceren
MS besi yerinde ve 1.5 mg/l BAP ve 1mg/l IAA igeren N69 besi yerinde kiiltiire
almislardir. C. cilicium tiiriinde 2 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/l 2iP igeren MS besi yerinde
kiiltiire aliman yaprak eksplantlarinda kallus olusumunun diger eksplantlara gore
daha diisiik oldugunu belirlemisler ve petiol eksplantlarinin en fazla sayida somatik
embriyo olusturdugunu saptamislardir. Tez c¢alismasi kapsaminda, C. cilicium
tiiriinde embriyo olusumu goriilsede, bitkiye doniisiim goézlenmemistir fakat
Seyring ve ark.(2009) 10 ay sonunda C. cilicium tiriinde gen¢ yapraklarin

meydana geldigini belirlemiglerdir.
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. ) 3 ; 4 . ‘
Sekil 4.39. C. cilicium tiirtinde birinci donem oviil kiiltiirii denemelerinde elde
edilen embriyolar, A-B-C-D) C. cilicium tiirlinde elde edilen farkli
gelisim agamalarindaki embriyolar

Embriyolarin farkli agamalar1 mikroskop altinda gozlenmistir. Elde edilen
embriyolar bitki bilylime diizenleyicisi icermeyen MS besi yerinde Kkiiltiire
alimmistir. Embriyolar 4 haftada bir hormonsuz MS besi yerinde kiiltlire alinmistir
fakat alt kiiltlir agamalarinda embriyolarin torpedo asamasinda tutuklu kaldiklar ve
kotiledonlarin olugsmadigr gdzlenmistir. Torpedo asamasinda tutuklu kalan
embriyolardan kotiledonlar1 olusturmak i¢in ve embriyolarm bitkiye doniisiimiiniin
saglanarak normal gelisimine devam edebilmesi i¢in MS besi yeri 1 g/l prolin ile
desteklenmistir. Prolin uygulamasindan sonra eksplantlarda bir gelisim
gozlenmemis ve elde edilen embriyolarda bitkiye donilisiim saglanamamistir. Alt
kiiltiirler sonrasinda embriyolarda vitrifikasyon goriilmiistiir. Vitrifikasyona
ugrayan embriyolar canliliklarini kaybetmiglerdir.
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Cizelge 4.15. C. cilicium tiirlinde birinci donem oviil kiiltiirii denemelerinden elde
edilen kallus, embriyo, bitkiye doniisiim ve yasama oranlar1

Bitki Biiytime Kallus olusumu Embriyo Bitkiye Yasama
Diizenleyicileri (%) olusumu doniisiim orani
(2,4-D+2iP) (%) (%) (%)
Kontrol (0+0) 0 0 0 0
68a 90ab - ;
1(0.5+0.1) (59.31) (73.63)
56ab 80b - ;
2(0.5+0.3) 49.11) (64.03)
42abcde 72bc - -
3 (0.5+0.5) (40.28) (59.78)
66ab 94a - -
4(0.5+0.8) (54.50) (81.00)
5 (140.1 52abc 52cd - -
(1+0.1) (46.15) (45.93)
40abed 2f - -
6 (1+0.3) (40.84) (3.68)
7(140.5 32bcde 26e - -
(1+0.5) (B4.11) (27.00)
38bcdef 0 - -
8 (1+0.8) (31.84)
16defg 32de - -
9 (1.5+0.1) (18.00) (33.22)
12efg 0 - -
10 (1.5+0.3) (15.64)
52abc 70bc - -
11 (1.5+0.5) (43.20) (59.99)
4fg 0 - R
12 (1.5+0.8) 7.3
16cdefg 34de - -
13 (2+0.1) (2331) (3231)
0 0 - -
14 (240.3) o)
15 (240.5 2 0 ) ]
(2+0.5) (3.68)
4g 0 - -
16 (2+0.8) (5.30)

LSDKaHUSZZS.Ol . LSDEmbriyo:14~33(p<0-01)
Parantez icerisindeki degerler yiizde degerlerin ag¢1 transformasyonu uygulanmis
degerlerdir. Farkli harfler farkliliklar1 belirtmektedir.
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4.2.2.4. Cyclamen cilicium Tiiriinde ikinci Dénem Oviil Kiiltiirii Bulgular

C. cilicium tiiriinde ikinci donem oviil bulgular1 birinci dénem bulgulari ile
olduk¢a benzerlik gostermektedir. Kallus olusumunun en fazla oldugu besi yeri
Img/l 2,4-D + 0.3 mg/l 2iP (%84) igeren MS besi yeri olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.16). Oviil eksplantlar kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra sigerek kararmaya
baslamistir. Kararan eksplantlar ayni besi yerlerinde alt kiiltiire alinmistir ve ikinci
alt kiiltirde kallus ve embriyo olusumlar1 gézlenmistir. Kallus yapilar1 kompakt,
siyaha yakin kahverengi olarak saptanmistir. Embriyolarin olusmasi ile birlikte
eksplantlar bitki biiyiime diizenleyicis icermeyen MS besi yerinde ve aydinlik
ortamda kiiltiire alinmiglardir. En yiiksek embriyo olusumu 0.5 mg/l 2,4-D + 0.1
mg/1 2iP (%86) ve 0.5 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/l 2iP (%80) iceren MS besi yerinden
elde edilen kalluslardan elde edilmistir. Bu donemde de elde edilen embriyolarda
mikroskobik incelemeler sonucunda embriyo gelisim evrelerinin biitiin asamalar
ayni eksplantlar lizerinde gozlenmistir (Sekil 4.40). Birinci doneme benzer olarak
ikinci donem oviil kiiltiiriinde elde edilen embriyolarda da torpedo asamasinda
tutuklu kalma sorunu ile karsilasilmistir. fkinci donemde elde edilen embriyolar,
birinci donemden farkli olarak 1 g/l prolin ve 0.1 mg/l GA; iceren MS besi yerinde
kiiltiire alinmiglardir. Bu uygulamalar sonu¢ vermemistir ve embriyolarin tutuklu
kalma halleri devam etmistir. Von Armold ve ark. (2002) embriyolarin
cimlendirilmesi ve bitkiye doniistiiriilmesi i¢in bazi ¢aligsmalarda kazein hidrolizat
ve glutamin gibi kimyasallarin kullanildigim belirtmislerdir. Ayni1 besi yerinde alt
kiiltiire aliman embriyolarda birinci déonemde de meydana gelen vitrifikasyon
sorunu ile karsilagilmigtir. Seffaflasan embriyolar canliliklarini yitirmiglerdir. Bu

tiirde de bitkiye doniisiim gdzlemlenmemistir.
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Sekil 4.40. C. cilicium tirtinde ikinci donem oviil kiiltiirii sonucu elde edilen
yapilar, A) Oviil eksplantlarindan elde edilen embriyojenik yapilar,
B)Kalluslarin embriyoya doniismesi, C) C. cilicium tiiriinde meydana
gelen torpedo asamasindaki embriyolar, D) Embriyolardan elde edilen
stirglin benzeri yapilarin siyahlasarak canliliklarini yitirmesi
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Cizelge 4.16. C. cilicium tiirlinde ikinci donem oviil kiiltiirii denemelerinden elde
edilen kallus, embriyo, bitkiye doniisiim ve yagama oranlari

Bitki Biiyiime Kallus olusumu | Embriyo Bitkiye Yasama
Diizenleyicileri (%) olusumu doniistim oram
(2,4-D+2iP) (%) (%) @
Kontrol (0+0) 0 0 0 0
68ab 86a .
1 (0.5+0.1) (58.71) (70.67)
2 (0.5+0.3 Jobed o - -
(0.5+0.3) (39.86) (40.37)
46bcd 50b - .
3 (0.5+0.5) (42.64) (45.00)
52bcd 80a - i
4 (0.5+0.8) (46.15) (66.61)
62abc 50b . i
5 (1+0.1) (55.20) (45.00)
84a 44b - .
6 (1+0.3) (74.35) (40.47)
36bcd 0 . i
7 (1+0.5) (36.69) (0)
34de 0 - i
8 (1+0.8) (29.35) (0)
36cd 80a " i
9 (1.5+0.1) (35.58) (63.73)
36bcd 0 - i
10 (1.5+0.3) (36.59) 0)
32cde 46b - .
11 (15+05) (33.22) (42.46)
0 0 - )
12 (1.5+0.8) () 0)
20de 36b - i
13 (2+0.1) (23.78) (33.46)
0 0 - i
14 (2+0.3) ©) 0)
15 (2+0.5 e y _ _
(2+0.5) (28.15) (0)
10ef 0 - i
16 (2+0.8) (11.95) (0)

LSDKallus:23~1 1, LSDEmbriyo:1 360(p<001)
Parantez icerisindeki degerler yiizde degerlerin ag¢1 transformasyonu uygulanmis
degerlerdir. Farkli harfler farkliliklar1 belirtmektedir.
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Cyclamen tirlerinde oviil kiiltiirii denemeleri sonucunda, yalmzca C.
persicum ve Melody F1 ticari ¢esidinde bitkiye doniisiim gozlenmistir. Elde edilen
bitkilerin flow sitometri analizlerinden sonra diploid kromozom yapisina sahip
olduklar1 belirlenmistir. Bu bulgular dogrultusunda, Cyclamen tiirlerinde oviil
kiiltiirii yontemi haploid bitki elde etme agisindan olumlu sonuglar verememistir.
C. coum, C. pseudibericum, C. hederifolium ve C. cilicium tiirlerinin hepsinde
kallus olusumlar1 gézlense de, C. cilicium tiirii haricinde diger tiirlerde embriyo
gelisimi yetersiz kalmistir. C. cilicium tiirtinde elde edilen embriyolar ise torpedo
asamasinda tutuklu kalmustir. Dogal yayilis goésteren ve endemik tiirlerde oviil
eksplantlari, haploid bitki elde etme agisindan olumlu sonuglar vermemistir.
Cyclamen tiirlerinde gelisimin tiirler arasinda ve genotipler arasinda farkliliklar
gosterdigi saptanmustir. Bunun nedeni ise rejenerasyon ve haploidizasyon
calismalari i¢in genetik yatkinlik kapasiteleri oldugu diigiiniilmektedir.

Cyclamen tiirlerinde oviil ve anter kiiltiirii denemeleri sonucunda, oviil
eksplantlarinda rejenerasyon ylizdelerinin anter eksplantlarina gére daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Gynogenesis c¢alismalar1 ile haploid bitki elde edilmesi
siklamen tiirlerinde olumlu sonucglar vermemis olsa da, hiyar, kavun, kabak gibi
Cucurbitaceae familyasina ait tiirlerde oldukca basarilidir. Hiyar cesitlerinde
yapilan calismalarda bitkilerin tomurcuklar1 genelde antesis agamasindan bir giin
once toplanmistir (Gemes-Juasz ve ark., 1997; Suprunova ve Shymkova, 2008;
Diao ve ark., 2009; Li ve ark., 2013, Moqgbeli ve ark., 2013; Plapung ve ark., 2014;
Tantasawat ve ark., 2014). Bu tez caligsmasinda ise oviil kiiltiirii denemeleri igin
anter kiiltiirtinde belirlenen tek cekirdekli evredeki mikrosporlarin bulundugu
tomurcuklar kullanilmistir. Oviil kiiltiiri  ¢aligmalarinda 6nemli olan nokta
cigeklerin agmamis ve dollenmenin meydana gelmemis olmasidir. Hiyarda yapilan
ovill ve ovaryum kiiltiirii ¢aligmalarinda, 4-5°C soguk uygulamalariin haploid
bitki uyartimina olumlu etkileri olmustur. Siklamen tiirlerinde ise hiyar ¢esitlerinin
aksine soguk uygulamalarinin oviil kiiltiirii {izerine etkileri saptanmamistir. Hiyar

cesitlerinde ovill kiiltiiri ¢alismalarinda NAA, TDZ, BA bitki biiylime
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diizenleyicileri ile MS ve CBM besi yerleri yaygin olarak kullanilmistir (Gemes-
Juasz ve ark., 2002, 1997; Suprunova ve Shymkova, 2008; Diao ve ark., 2009; Li
ve ark., 2013; Mogbeli ve ark., 2013; Plapung ve ark., 2014; Tantasawa ve ark.,
2014). Siklamen tiirlerinde yapilan ovil kiiltiirii ¢alismalarinda ve bu tez
calismasinda da MS besi yeri ve 2,4-D ve 2 iP yaygin olarak kullanilan biiylime
diizenleyicileridir (Izgii ve ark., 2016; Kocak ve ark., 2014; Winkelmann ve ark.,
2010). Kavunda yapilan gynogenesis c¢aligmasinda ise bdliinmiis ovaryumlar,
eksplant kaynagi olarak kullanilmigtir. Kavunda ovaryum kiiltiirii ¢aligmalarinda
tomurcuklar anthesis asamasinda alinmig ve 4 giin +4 °C soguk uygulamasi
yapilmistir. Tez ¢alismasinda ise soguk uygulamasi 2 giin boyunca yapilmig fakat
haploid bitki olusumu gézlenmemistir. Kavunda ovaryum Kkiiltiirii ¢aligmalarinda,
MS besi yeri ve TDZ, BA ve NAA bitki biiylime diizenleyicileri kullanilmistir
(Malik ve ark., 2011; Ficcadenti ve ark., 1999; Gemesne-Juhasz ve ark., 1997).
Cucurbitacea familyasina ait tiirlerde oviil ve ovaryum kiiltiirii denemelerinde etkili
karbon kaynagi 30-40 g/l olarak belirlenmistir. Tez ¢alismasinda siklamende oviil
kiiltiiri denemelerinde Cucurbitaceae tiirlerine benzer sekilde 30 g/l siikroz
kullanilmistir ve C. persicum ve Melody F1 tiirlerinde bitkiye doniisiim
gbzlenmistir.

Kavun c¢esitlerinde haploid bitki elde etmek icin en etkili yontemin
1sinlanmis polen teknigi oldugu bilinmektedir. Sar1 ve ark.(1994) yapmis olduklari
calismada kavunda 1sinlanmis polen teknigi ile haploid bitkiler elde edilmistir.
Siklamen tiirlerinde haploidizasyon caligmalari yalnizca anter kiiltiirii teknigi ile
sinirli - kalmistir.  Oviil eksplantlart  ise somatik embriyo ¢aligmalarinda

kullanilmasinin yani sira haploid bitki elde etme agisindan kullanisl degildir.

4.3. Cyclamen Tiirlerinde Histolojik Analiz Bulgulari
Cyclamen tiirlerinde 8 hafta boyunca kiiltiire almmis olan oviil
eksplantlarindan meydana gelen embriyojenik kallus ve embriyolarda histolojik

analizler gerceklestirilmistir. Ayrica kallus dokular1 ve embriyojenik dokularin
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hiicreleri arasindaki farkliliklar ortaya konulmustur. Kallus dokularindaki
hiicrelerin hiicre zarlarinin belirgin bir sekillerinin olmadigi, embriyolardaki
hiicrelerde ise hiicre zarlarinin sekillendigi ve hiicrelerin kallus dokularina gore
daha diizenli siralandig1 tespit edilmistir. Biiylime bolgelerinin embriyojenik
yapilarin merkezinde oldugu saptanmistir(Sekil 4.41) (Sekil 4.42). Biiylime
bolgelerinde bulunan hiicrelerinin  bilyime merkezlerine dogru gidildikce
kiigiildiigii, kallus hiicrelerine benzer yap1 kazandig1 gozlenmistir. Wicart ve ark.,
(1984) C. persicum tirinde embryogenesis ve oraganogenesis olusumlarini
histolojik olarak incelemisler ve oviil, yaprak, yaprak sapi eksplantlarini kiiltiire
almiglardir.  Organogenesis ve  somatik  embriyogenesis  olusumlarini
karsilastirmiglardir. Somatik embriyolarda bipolar yapilarin olustugunu ve
meydana gelen embriyolarin ve mikro yumrularin kalluslar ile vaskiiler
baglantilarinin bulunmadigini belitmislerdir. Organogenesis sirasinda ise olusan tek
kutuplu yapilarin, kallus ile vaskiiler baglantilarinin oldugunu saptamislardir. Tez
calismasinda, 8 hafta sonunda yalnizca globular embriyo elde edildigi i¢in bu siire
icerisinde embriyolarin bipolar olup olmadigi hakkinda net bir goriintii ortaya
konulamamustir.

Sevindik (2014), Crocus tiirlerinde yapmis oldugu somatik embriyogenesis
calismasinda embriyojenik kallus ve embriyolar1 histolojik olarak incelemistir. Tez
calismasinda elde edilen bulgulara benzer olarak C. sativus tiiriinde meydana gelen
kallus dokularinin daha diizensiz hiicre dizilimine ve sekline sahip olduklarini
belirtmistir. Kalluslarin apikal tomurcuklarin bulundugu yerde olugmaya
basladiklarini saptamistir. Tez ¢aligmasindan farkli olarak, safranda elde edilen
kallus yapilarinda vakuoller arasi bosluklarin fazla oldugunu goézlenmis fakat
Cyclamen persicum ve C. cilicium tiirlerinde elde edilen kallus ve embriyolarda

vakuoller arasi bogluklarin fazla olmadigi belirlenmistir.
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Sekil 4.41. C. cilicium tiirtinde oviil kiiltiirii deeelende mydana gelen globular
embriyolarin histolojik analiz sonucunda goriiniimii
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Sekil 4.42. C. persicum tiriinde oviil kiiltiirli denemelerinde meydana gelen
globular embriyolari histolojik analiz sonucunda goériiniimii
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5. SONUC VE ONERILER

Ulkemiz, cografi konuma itibari ile ii¢ farkli floranin (Avrupa Sibirya,
[ran-Turan, Akdeniz) kesisim noktasinda bulundugu i¢in oldukca zengin genetik
kaynaklara sahiptir. Yaklasik 12.500 tiirtin 3.500’den fazlasi endemiktir. Bu tiirler
arasinda 700 adet civarinda geofit olarak bilinen soganli, yumrulu ve rizomlu
bitkiler bulunmaktadir. Ulkemizde yayilis gdsteren en dnemli geofitlerden bazilar:
da Cyclamen cinsi igerisinde bulunan tiirlerdir.

Cyclamen cinsi Myrsinaceae familyasina aittir. Diinya tlizerinde 22 tiir ile
temsil edilen bu familyanin tlkemizde yayilis gosteren 10 tiiri mevcuttur.
Ulkemizde yayilis gosteren tiirler C. persicum, C. pseudibericum, C. coum, C.
parviflorum, C. inteminatum, C. trocopteranthum, C. hederifolium, C. cilicium, C.
mirabile ve C. greacum’dur. Bu tiirlerin 6 tanesi endemik olarak yayilis
gostermektedir. Siklamen tiirlerinin iilkemizde dogal olarak yayilis gbstermesi ve
endemik tiirlerin fazla olmasi Tiirkiye’ nin siis bitkileri sektorii acisindan oldukca
onemli materyallere sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Diinyada siis bitkileri sektdriinde en ¢ok kullanilan siklamen tiirii mevcut
ticari g¢esitlerin atasi olarak bilinen C. persicum tiiridiir. C. persicum tiiriinde 1slah
calismalar1 klasik melezlemeler ile yapilmakla birlikte, bazi siklamen tiirlerindeki
kendileme depresyonu gibi dollenme bozukluklar1 bu tiiriin 1slahinda
biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasini zorunlu kilmaktadir. Islahta kullanilan
en Onemli biyoteknolojik yoOntemlerden biri de haploidizasyon yoOntemidir.
Haploidizasyon yontemi, islah ¢aligmalarinda kullanilacak olan saf hatlarin elde
edilmesini kolaylastirmakta, klasik yontemlere gore ¢cok daha kisa siirede %100 saf
hatlarin elde edilmesine olanak saglamaktadir. Ulkemizde siis bitkileri sektoriinde
en 6nemli sorunlarin baginda islah materyallerinin {iretilmesinde disa bagl kalarak
her yil ¢ok fazla miktarda royalite (1slah¢1 hakki) 6demek zoruna kalmamiz

gelmektedir. Bu sorunun giderilmesi i¢in kendi g¢esitlerimizi gelistirmemiz
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gerekmektedir. Bu tez kapsaminda, siklamen tiiriilerinde saf hatlarin gelistirilmesi
icin ilk adim olan haploid bitkilerin elde edilmesi amaclamistir. Elde edilen haploid
bitkilerin kromozomlarinin katlanarak dihaploid bireylere ¢evrilmesi ile 1slah
materyali olarak kullanilacak saf hatlarin elde edilmesi saglanacaktir.

Tez kapsaminda anter ve ovill eksplantlarinin in vitro’da kiiltiire alinmasi
ile haploid bitkilerin elde edilmesi amaglanmis ve elde edilen bulgularin sonuglari

maddeler halinde siralanmustir.

e Haploidizasyon c¢alismalarinda en 6nemli unsur geg tek ¢ekirdekli ve erken
cift cekirdekli evreye sahip olan mikrospor hiicrelerini iceren anterlerin
bulundugu tomurcuklarin boylarinin belirlenmesidir. Tez kapsaminda
siklamen tiirlerinde farkli boylardaki tomurcuklardan alinan anter
eksplantlar1t DAPI ile boyanmis ve tek ¢ekirdekli mikrospor hiicrelerine
sahip olan tomurcuk boylar1 C. persicum tiiriinde 6.98-7.66 mm, C. coum
tiiriinde 5- 5.42 mm, C. pseudibericum tiiriinde 7.55 mm, Melody F1 ticari
gesidinde 7.05 mm, C. hederifolium tiriinde 8.05-9.05 mm, C. cilicium
tiirtinde 4.74- 5.93 mm olarak belirlenmistir. Tek ¢ekirdekli evrelerin
belirlenmesinde, DAPI ile boyama yonteminin kolay uygulanabilir ve
cabuk sonug veren bir yontem oldugu saptanmstir.

e Tek cekirdekli evresi belirlenen tomurcuklara oviil ve anter kiiltiirii
denemelerinden once 2 giin boyunca +4 °C soguk uygulamasi yapilmistir.
Tez calismas1 kapsaminda soguk uygulamalarmin olumlu etkileri net
olarak ortaya konulamamustir. Siklamen tiirlerinde ilerde yapilacak olan
calismalarda soguk uygulamalarinin veya sicak soku uygulamalarinin
tiirlere gore farkl siire ve sicakliklarda denenmesi dnerilmektedir.

e Anter kiiltiirii denemeleri icin NAA, AgNO; ve aktif karbonun farkli
konsantrasyonlarint igeren BS5 besi yeri kullamilmistir. Denemeler

sonucunda yalnizca C. persicum tiirtinde 1 uM, 3 uM, 5 uM NAA iceren
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B5 besi yerinde haploid embriyolarin meydana geldigi saptanmistir.
Meydana gelen embriyolarin tek genotipten alinan anterlerde olustugu
gozlenmistir. Dolayisiyla siklamen tiirlerinde genotip etkisi anter kiiltiirii
yonteminde O6nemli rol oynamaktadir. Ayrica siklamen tiiriinde anter
kiiltiirii ile haploid bitkilerin elde edilmesinde kullanilan AgNO; ve aktif
karbon uygulamalarinin énemsiz oldugu ortaya konulmustur. Bu bulgudan
yola c¢ikarak siklamen tiirlerinde haploidizasyon c¢alismalarina
baslanmadan Once baslangic materyali olarak kullanilacak olan
genotiplerin genetik yatkinliklarimin 6n denemeler ile kontrol edilmesi
Onerilmektedir.

e (. persicum tiiriinden elde edilen haploid embriyolar globular ve torpedo
evrelerinde tutuklu kaldiktan sonra prolin, spermin, GA; ve BA iceren MS
besi yerinde kiiltiire alinmig ve ¢imlenme meydana gelmistir. Siklamende
anter kiiltiirii sonucu elde edilen yapilarin ¢imlendirilmesi igin farkli besi
yeri ve farkli biiyiime diizenleyicileri kullanilarak denemeler kurulabilir.

e Elde edilen embriyolarin, embriyolardan meydana gelen kalluslarin flow
sitometri analizleri sonucunda haploid oldugu, bu embriyolardan meydana
gelen bitkilerin ise diploid oldugu belirlenmistir. Embriyolarin bitkiye
dondsiimleri sirasinda spontan katlanma durumu saptanmustir. Bu konu
iizerine molekiiler ¢aligmalarin yapilmasi, siklamen tiirtinde spontan
katlanma olayma 6nemli derecede 151k tutacaktir.

e Siklamende anter kiiltiirii sonucu Melody F1 ticari ¢esidinde anter
duvarlarindan meydana gelen kalluslarda embriyolarin  olustugu
saptanmistir. Anter kiiltlirii yonteminde anterleri kiiltiire alirken dikkat
edilmesi gereken nokta anter duvarlarina zarar vermeden ve diploid
hiicrelerin gelisimine katki saglamayacak sekilde kiiltiire alinmasidir. C.
hederifolium tiirinde 5 pM NAA iceren B5 besi yerinde siirgiin ve kok

benzeri yapilar elde edilmis, fakat siirgiin ve kok benzeri yapilar canliligim
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yitirmistir. Siklamen tiirlerinde tiirlerin gelisimlerine gore farkli besi yeri
denemeleri  yapilmasi  Onerilmektedir. Ayrica  farkli  biiyiime
diizenleyicileri, farkli karbon kaynaklar1 ve farkli on uygulamalar
denenerek dogal yayilis gosteren tirlerde ve endemik tiirlerde
haploidizasyon ¢alismalarinin daha kapsamli incelenmesi onerilmektedir.

e Siklamen tiirlerinde oviil kiiltiirii denemeleri sonucunda biitiin tiirlerde
kallus olusumlar1 meydana gelmis fakat embriyo olusumu C. persicum, C.
cilicium ve Melody F1 ticari ¢esitte gézlenmistir. Bitkiler ise yalmzca C.
persicum ve Melody F1 ticari ¢esitte elde edilmistir. Elde edilen bitkilerin
flow sitometri analizleri sonucunda diploid oldugu belirlenmistir.

e Siklamen tiirlerinde haploid bitki elde etmek i¢in alternatif yontem olarak
1sinlanmis polen teknigi denenmelidir.

e Siklamen tiirlerinde haploidizasyon c¢alismalarinda oviil kiiltiirli yontemi
ile tiirlerin higbirinde haploid yapilar elde edilmemistir. Dolayisiyla
siklamende oviil kiiltiirii yontemi haploidizasyon c¢alismalarina uygun bir
teknik degildir. Oviillerde meydana gelen kallus ve embriyo gibi yapilarin,
oviilleri saran diploid yapidaki zardan meydana geldigi diistiniilmektedir.

e Ovil kiiltiirii sonucu Melody F1 ticari ¢esidinde ve C. persicum tiirlerinde
elde edilen bitkilerin aklimatizasyonu gergeklestirilmis ve elde edilen
bitkilerde ¢igeklenme gdzlenmistir.

e Oviil kiiltirii denemelerinde farkli zamanlarda meydana gelen yapilar
histolojik olarak incelenmistir. Histolojik analizler sonucunda C. persicum
ve C. cilicium tiirlerinde 8. haftada alman orneklerde globular asamadaki
embriyolarin dokular1 ve kallus dokular1 incelenmistir. Embriyolardaki
epidermis dokusu, proliferal bolgeler ve hiicre yapilari incelenmistir.
Kallus yapisindaki farklilasmamis hiicrelerin, embriyo dokularindaki
hiicrelere oranla daha karmasik yapida olduklari saptanmistir. Ploriferal

bolgelerdeki hiicrelerin ise kallus yapisindaki hiicrelere benzer sekilde
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oldugu belirlenmigtir. Siklamende anterlerde farkli gelisme evreleri de
histolojik olarak incelenmelidir. Ayrica anterlerin icerisindeki mikrospor
hiicrelerinin dagilimlarinin homojen olup olmadig histolojik analizler ile
ortaya konulmalidir.

e Siklamende haploid bitki elde etmek igin farkli tekniklerden faydalanilmasi
onerilmektedir. Bunlardan en onemlilerinden bir tanesi de mikrospor
kiiltiirii  olarak bilinmektedir. Siklamende mikrospor Kkiiltiir heniiz
denenmemistir. Dolayisiyla bu konunun iizerine gidilmesi ve haploid bitki

elde etme olanaklarinin genisletilmesi onerilmektedir.
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