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Bu ¢alismada, Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren C. persicum, C. graecum,
C. cilicium, C. coum ve C. pseudibericum tiirlerinin yumrularindan somatik embriyo
elde edilmesi ve sentetik tohum iiretim olanaklari arastirilmistir. Somatik embriyo
yapilarini elde etmek i¢in BBD olarak 2,4-D ve 2iP kullanilmigtir. C. persicum
tiiriinde 2 mg L1 2,4-D+0.5mg L 2iP ve 1.5mg L™ 2,4-D + 0.8 mg L! 2iP igeren,
C. coum tiiriinde ise 2 mg L 2,4-D+0.5mg L* 2iPve2mgL*2,4-D+0.3mgL"
1 2iP igeren 4 MS ortamlarinda somatik embriyo yapilari elde edilmistir. C. cilicium
tiiriinde ise yalnizca 2 mg L 2,4-D + 0.5 mg L™ 2iP igeren besi ortaminda somatik
embriyo yapilart saglanmistir. C. graecum tiirlinde organojenik yapilar elde
edilirken, C. pseudibericum tiiriinde yalmizca diisiik oranda kallus gelisimleri
gozlenmistir. Sentetik tohum denemelerinde, rejenerasyon denemelerinde elde
edilen somatik embriyolar ve C. graecum tiiriine ait siirgiin yapilar1 kullanilarak
enkapsiilasyon islemleri gergeklestirilmistir. Kaplama materyali olarak kullanilan
sodyum aljinatin igerisine ilave edilen MS besi ortami ve bitki biiyiime
diizenleyiciler, C. persicum ve C. coum tiirlerinde ¢imlenme iizerine olumlu etki
gosterirken, C. cilicium tiiriine ait somatik embriyolarda ¢imlenme gozlenmemistir.
Enkapsiilasyon isleminin C. graecum tiirine ait siirglin yapilarinin rejenerasyonu
iizerine ise olumsuz etki gosterdigi gdzlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Cyclamen, in vitro, enkapsiilasyon, sodyum aljinat
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In this study, the production possibilities of somatic embryo and synthetic
seeds from tuber tissues of C. persicum, C. coum, C. cilicium, C graecum and C.
pseudibericum which naturally grown in Turkey were investigated. 2,4-D and 2iP
were used as PGR to obtain somatic embryo structures. The embryogenic structers
were obtained in the media supplied by 2 mg L™ 2,4-D + 0.5 mg L™ 2iP and 1.5 mg
L*2,4-D + 0.8 mg L™ 2iP from C. persicum, 2mg L 2,4-D + 0.5 mg L 2iP and 2
mg L 2,4-D + 0.3 mg L 2iP C. coum. For C. cilicium tubers, somatic embryos
obtained only in the media supplied by 2 mg L™ 2,4-D + 0.5 mg L™ 2iP. While only
organogenic structures were obtained from C. graecum tubers. Callus development
was observed only from C. pseudibericum tubers. In synthetic seed experiments,
encapsulation was performed by using somatic embryos of C. persicum, C. coum
and C. cilicium and shoots of C. graecum. MS medium and plant growth regulators
added into sodium alginate used as coating material had positive effect on
germination for C. persicum and C. coum species, while germination was not
observed from somatic embryos of C. cilicium. It was observed that the
encapsulation process had a negative effect on the regeneration of shoot structures
of C. graecum.

Keywords: Cyclamen, in vitro, encapsulation, sodium alginate



GENISLETILMIS OZET

Tiirkiye, topraklarinda dogal yayilis gosteren bitki cesitliligi bakimindan
oldukea zengin bir floraya sahiptir. Tiirkiye nin cografi konumu nedeni ile Avrupa-
Sibirya, Iran-Turan ve Akdeniz bitki cografyasi bolgelerinin kesisme noktasinda
bulunmasi, zengin bitki ¢esitliligi lizerinde 6nemli rol oynamaktadir ve endemik
tiirler agisindan da oldukca zengindir. Ulkemiz florasinda yer alan bitkilerin
yaklasik 1/3’1 yalnizca iilkemizde dogal yayilis gostermekte olup, endemizm orani
%34°tiir. Tiirkiye bitki ¢esitliliginin dnemli bir boliimiinii, geofit adi verilen soganli-
yumrulu bitkiler olusturmaktadir. Ulkemizin sahip oldugu geofit zenginliginden biri
de Myrsinaceae familyasina dahil olan Cyclamen cinsidir. Diinyada 20’den fazla
tiurti olan Cyclamen cinsi iilkemizde 10 takson ile yayilis gostermekte olup,
bunlardan 6 tanesi iilkemize endemiktir. Turkiye’de yayilis gosteren ve ilkbaharda
cicek agan siklamen tiirleri; C. persicum, C. pseudibericum, C. coum, C.
parviflorum, C. intaminatum, C. trochopteranthum, sonbaharda ¢igek agan tiirler ise
C. hederifolium, C. cilicium, C. mirabile, C. graecum’dur. Endemik tiirler ise C.
cilicium, C. pseudibericum, C. intaminatum, C. trochopteranthum, C. mirabile ve
C. parviflorum olarak bilinmektedir.

Siklamen tiirleri ticari olarak tohumla tiretilmektedir. Bunun i¢in kullanilan
hatlar saf hale gelene kadar kendilenmektedir. Ancak kendileme depresyonu ve
abortif embriyo olusumu gibi nedenler siklamen islahinda in vitro yontemlerin
kullanimini zorunlu kilmaktadir. Somatik embriyogenesis kisa siirede ¢ok sayida
bitki tiretimini miimkiin kildig1 i¢in tercih edilmekte olan bir in vitro iiretim
yontemidir. Benzer sekilde elde edilen propagiillerin kaplanarak sentetik tohumlarin
iiretilmesi, vejetatif {iretim ({iniformite) ile tohumla iiretimin (tasima, depolama,
mibzer kullanimi) avantajlarim birlestirdigi i¢cin olduk¢a avantajli bir tekniktir.

Bu c¢alismada, Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren siklamen tiirlerinin (C.

coum, C. cilicium, C. graecum, C. persicum, C. pseudibericum) yumrularindan



somatik embriyo yapilarinin elde edilmesi, bu yapilardan sentetik tohum tiretilmesi
hedeflenmis ve 1slah ¢aligmalari ve gen kaynaklarinin in vitro muhafazasi
konularma katki saglanmasi amaglanmistir. Caligsma siiresince kullanilan tiirlerden
ikisinin endemik (C. pseudibericum ve C. cilicium) diger ii¢ tiiriin ise iilkemizde
dogal yayilis gosteriyor olmasi Ozellikle genetik kaynaklarin muhafazasi
bakimindan ¢alismaya ayr1 bir 6nem kazandirmaktadir.

Bunun i¢in yumrular dinlenme ve ¢i¢ceklenme doénemleri olmak iizere iki
farkli donemde in vitro kosullarda kiiltiire alinmistir. Somatik embriyo yapilarini
elde etmek i¢in BBD olarak 2,4-D ve 2iP kullanilmustir. C. persicum tiiriinde 2 mg
L124-D+05mgL?!2iPvel5mgL?24-D+0.8mgL™2iP iceren, C. coum
tiirinde 2mg L1 2,4-D+05mg L 2iPve 2mg L 2,4-D + 0.3 mg L 2iP iceren
Y% MS ortamlarinda somatik embriyo yapilari elde edilmistir. C. cilicium tiiriinde ise
yalnizca 2 mg L? 2,4-D + 0.5 mg L 2iP igeren besi ortaminda somatik embriyo
yapilari elde edilmistir. C. graecum tiiriinde organojenik yapilar elde edilirken, C.
pseudibericum tiirinde yalnizca diisiik oranda kallus gelisimleri gbzlenmistir.
Sentetik tohum denemelerinde rejenerasyon denemelerinden somatik embriyo elde
edilemedigi i¢in C. graecum tiiriine ait siirglin yapilar1 kullanilarak enkapsiilasyon
islemleri gergeklestirilmistir. Kaplama materyali olarak kullanilan sodyum aljinatin
igerisine ilave edilen MS besi ortami ve bitki biiylime diizenleyiciler, C. persicum
ve C. coum tiirlerinde ¢imlenme iizerine olumlu etki gosterirken, C. cilicium tiiriine
ait somatik embriyolarda ¢imlenme goézlenmemistir. Enkapsiilasyon isleminin C.
graecum tiiriine ait slirgiin yapilarinin rejenerasyonu iizerine ise olumsuz etki

gosterdigi gozlenmistir.



TESEKKUR

Calismamin her asamasinda yardimlarini esirgemeyen, doktora tezi
sirasinda yapici ve yonlendirici fikirleri ile bana daima yol gésteren danigman hocam
Saym Prof. Dr. Neslihan Yesim YALCIN MENDIi’ye sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Doktora Tez Izleme Komitesi iiyesi hocalarim Saym Prof. Dr. Nebahat
SARI, Sayin Prof. Dr. Sebnem Sekiire ELLIALTIOGLU ve Dog. Dr. ilknur
SOLMAZ’a calismamin tiim asamalarinda ydnlendirici ve olumlu katkilarindan
dolay1 tesekkiir ederim. Doktora tezi jiiri lyelerinden Saym Prof. Dr. Selim
CETINER ve Saym Prof. Dr. Yildiz AKA KACAR’a yapici ve ydnlendirici
fikirleriyle katkida bulunduklari i¢in tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica, ¢alismalarima
olumlu elestirileriyle katki saglayan, bana Adana seyahatlerimde ev sahipligi yapip,
doktora siiresince yoldas olan, esine az rastlanir arkadaslarim Dog¢. Dr. Ozhan
SIMSEK, Dr. Tolga iZGU, Dr. Basar SEVINDIK ve Dr. Mehmet TUTUNCU’ye
tesekkiir ederim.

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

Hayatim boyunca her zaman varligim1 ve destegini hissettiren agabeyim
Omer Aydin ALP’e, bu giinlere ulasmamda sonsuz emegi olan annem Makbule ALP
ve babam Akin ALP’e tesekkiir ederim.

Hayatimin son 10 yilinda, elde ettigim her basarida katkisi olan hayat
arkadasim Aycan ALP’e, motivasyon kaynagim ve yasamimi anlamhi kilan

evlatlarim Nil ve Asrin’a tesekkiir ederim.
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1. GIRIS Hiisamettin Aycan ALP

1. GIRiS

Tiirkiye’nin; cografi konumu, jeolojik ve topografik 6zellikleri, Avrupa-
Sibirya, Iran-Turan ve Akdeniz bitki cografyasi bolgelerinin kesisme noktasinda
bulunmasi, farkli iklim bdlgelerine sahip olmasi, {i¢ tarafinin denizlerle cevrili
olmasi, step, orman, maki, kayalik, tuzcul vb. gibi farkli yasam alanlarina sahip
olmasi, zengin bitki cesitliligi iizerine 6nemli rol oynamaktadir (Délarslan ve Giil,
2015; Arslan ve ark., 2015). Bunun sonucu olarak iilkemizde yaklasik 12000 adet
farkli takson (tiir, alt tiir, varyete vb.) bulunmakta olup, bu miktar Avrupa Kitasinin
toplamina yakindir. Tirkiye’nin yiiz 6l¢iimii, diinya yiiz 6l¢limiiniin %0.53tini
kaplamaktadir ancak iilkemiz florasinda bulunan bitki tiirleri diilnyada tanimlanmis
bitki tiirlerinin %3.6’s1n1 kapsamaktadir. Bu oran iilkemiz florasinin ne kadar zengin

oldugunun 6nemli bir gdstergesidir (Arslan ve ark., 2015).
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Sekil 1.1. Tiirkiye nin fitocografik bolgeleri (Mutun, 2016)

Ulkemiz, florasindaki bitki cesitliliginin yiiksek olmasinin yani sira endemik

tiirler agisindan da oldukga zengindir. Tiirkiye florasinda yer alan bitkilerin yaklasik



1. GIRIS Hiisamettin Aycan ALP

1/371 yalnizca iilkemizde dogal yayilis gdstermekte olup, endemizm orani %34 tiir,
bu oran bircok Avrupa iilkesinden (Ispanya: %18.6, Yunanistan: %14.9, Fransa:
%2.9 ve Polonya: %0.1) daha yiiksektir (Dilaver, 2013). Son verilere gore Tiirkiye
florasinda yer alan 167 familyaya ait 11.707 farkli bitki taksonundan 3.649’u
endemiktir (Giiner ve ark., 2012; Arslan ve ark., 2015). Diinyada 34 biyogesitlilik
noktasinda bulunan bitkilerin %50’sinin endemik oldugu disiiniildiiglinde,
Tiirkiye’nin endemizm oraninin da ne kadar yiiksek oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Tiirkiye bitki ¢esitliliginin 6nemli bir boliimiinii, geofit ad1 verilen ve yilin
biiylik bir kismini toprak altinda sogan, yumru ve rizom gibi depo organlart ile
geciren soganli-yumrulu bitkiler olusturmaktadir. Yapilan ¢aligmalara gore Tiirkiye
florasinda bulunan yaklasik 12000 tiirden 688 tanesinin geofitlere ait tiirler oldugu
ve lilkemiz florasinin % 6’dan fazlasini teskil ettigi tespit edilmistir. Bu ylizden, baz1
kaynaklarda Anadolu, geofitlerin anavatani olarak adlandirilmaktadir (Kalyoncu,
2007). Ulkemizde bulunan geofit tiirlerinden 162 tanesi endemiktir.

Tiirkiye’de bulunan geofit tiirleri, tarla agma, asir1 otlatma ve diger tarimsal
faaliyetler, sanayilesme, orman yanginlari, yeni yol agma ve yol genisletme
caligmalari, izinsiz toplayicilar gibi insan faaliyetleri nedeniyle tehdit altindadir.
Uzun yillardir ger¢ceklesmekte olan bu doga tahribati halen devam etmektedir. Bunun
icin lilkemizdeki gen kaynaklarinin korunmasi, kiiltiire alinmasi ve adapte olduklar
ortamlarda iiretilmesi énem arz etmektedir. Insan faaliyetlerinin yani sira hayvanlar
da geofitlere zarar verebilmektedir. Ancak bu bitkilerin sogan, yumru ve rizom gibi
depo ve vejetatif gelisme organlarinin toprak altinda olmasi diger bitkilere kiyasla
bir avantaj saglamakta olup dogal bir korunma saglamaktadir. Ayrica bazi geofitlerin
icerdigi zehirli bilesikler ve sahip olduklar1 6zel koku ve tatlar onlarm hayvanlar
tarafindan yenmelerine engel olmaktadir (Koyuncu, 1994; Kocak, 2012).

Geofitlerin dolayli yollardan zarar gdrmelerinin yani sira uzun yillar
boyunca dogal ortamlarindan sokiilerek ihrag¢ edilmeleri pek ¢ok tiiriin tehlike altina

girmesine neden olmustur. Ozellikle 1960 - 1990 yillar1 arasi bu tahribat katlanarak
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devam etmis ve buna bagl olarak dis satim siirekli olarak artis gostermistir. Bu
durum, diinya genelinde 21 iilkenin katilimiyla 1973 yilinda imzalanan “nesli tehlike
altinda olan yabani hayvan ve bitki tiirlerinin uluslararasi ticaretini diizenleme
anlagmas1” (CITES-Convention on International Trade in Endangered species of
Wild Fauna and Flora) ile degismistir. Tiirkiye CITES s6zlesmesini 1996 yilinda
resmen kabul ederek “Dogal Cicek Soganlarinin Sokiimii, Uretimi ve Ticaretine
iliskin yonetmelik” ile geofitlerin sokiimii ve ticaretine sinirlama getirmistir. Thracat:
yasak olan ¢igek soganlarinin cins ve tiirleri, dogadan toplama veya iiretim yolu ile
elde edilebilecek olan cins ve tiirler, bunlarin miktarlari ve biiytikliikleri gibi kriterler
yonetmelik ¢ercevesinde olusturulan Teknik Komite tarafindan belirlenmekte ve
ardindan Resmi Gazete ’de yayinlanmaktadir (Aka Kagar ve ark., 2013). Buna gore
Cyclamen coum, Cyclamen cilicium ve Cyclamen hederefolium tiirleri disindaki
siklamen tiirlerinin dogadan toplanarak satis1 tamamen yasaklanmigtir. Cyclamen
coum tiirii i¢in 700 bin dogadan sokiim 250 bin tiretim, Cyclamen cilicium tiirii igin
200 bin dogadan sokiim 300 bin tiretim ve Cyclamen hederefolium tiirti igin 200 bin
dogadan sokiim 3 milyon adet iiretim sinir1 belirlenmistir. Ayn1 tebligde bu g tiire
ait ihra¢ edilecek yumrularin g¢aplart Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig
tarafindan bildirilmistir (Resmi Gazete, 2016).

Geofitlerin tamam tohumlu bitkiler (Spermatophyta) boliimiinde yer alan,
kapali tohumlu bitkiler (Magnoliophyta) alt boliimiinde yer almaktadir. Her ne kadar
hem tek ¢enekli (Liliopsida) hem de ¢ift ¢enekli geofitlere rastlamak miimkiin olsa
da, pek ¢ogu “tek ¢enekli bitkiler” sinifinda bulunmaktadir (Kalyoncu Dogan, 2007).
Geofitler gelisimleri icin elverisli olan donemlerde toprak iistii organlari ile
gelisimlerini tamamlayarak yazin sicakliklarin artmasi ile birlikte dinlenmeye
girerler. Bu donemi depo organlarinda bulunan depo maddeleri ile toprak altinda
uykuda gegiren bitkiler, sicakliklarin normale doniip yagislarin baglamasi ile birlikte
hizli bir gelisme donemine girerek yaprak ve ¢igek yapilarmi olustururlar

(Karagiizel, 2007). Geofitlerin toprak alti kisimlari, yedek besin depo eden
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kisimlaridir. Bu nedenle geofitler, bu organlarin topraga dikilmesiyle kolayca
tiretilebilirler (Koyuncu, 1994).

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 iilkeler ve Amerika, Avusturalya gibi iilkeler
izlemektedir (Sevindik, 2018).

Daha c¢ok siis bitkisi olarak bilinen geofitler bu kullanimmin yaninda
endiistri bitkisi, tibbi aromatik bitki ve dogrudan besin maddesi olarak kullanim1 gibi
farkli sekillerde insanlar tarafindan degerlendirilmektedir. Geofitlerin ekonomik
olarak one ¢ikan en 6nemli kullanim alani ise siis bitkileri sektoriinde i¢ mekan, dis
mekan, kesme c¢igek ve dogal soganli siis bitkileri olarak kullanilmalaridir. Siis
bitkileri olarak geofitler, dogal ¢igek soganlari adi altinda siniflandirilmakta olup,
uluslararas1 ticarette 0601 GTIP (Giimriik Tarife Istatistik Pozisyonu) numarasi ile
islem gormektedir. Diinyada yaklasik 1 milyon 750 bin hektar alanda toplam 68
milyar 780 milyon 500 bin € degerinde siis bitkileri tiretimi yapilmaktadir (Kazaz
2016). Ulkemizde ise siis bitkileri iiretimine ayrilan toplam alan 48.580 hektar olup,
4 milyar TL lik iiretim gerceklestirilmektedir. Ulkemizde son yillarda yaklasik 1.5
milyar adet /y1l siis bitkisi tretilirken, bu miktarin 25 milyondan fazlasi dogal ¢igek
soganlarina aittir (Anonim, 2017). Tiirkiye’de tiirlere gore ihracat oranlarma
bakildiginda siklamen tiiriiniin yaklasik %9’luk oranla &nemli bir tiir oldugu
gbzlenmektedir (Kazaz ve ark., 2015).

Siklamen giiniimiizde siklikla saksili siis bitkisi olarak kullanilan ve ticareti
uluslararas1 boyutta en ¢ok yapilan bitki tiirleri arasinda yer almaktadir (Seyring ve
ark., 2009; Jalali ve ark., 2010). Ozellikle son yillarda bahcelerde kullanini hizl bir
sekilde artmis ve pek ¢ok iiretici tarafindan yetistirilir hale gelmistir (Grey-Wilson,
2002) Siklamen ilk kez 17. yiiz yilin baslarinda toplayicilar tarafindan Bati
Avrupa’ya getirilmistir. Ayrica 18. yiiz yila kadar birka¢ siklamen tiiriiniin kiiltiire
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alindig1 da bilinmektedir. Daha sonraki dénemlerde ekonomik deger kazanmis ve
1slah calismalar1 baslamistir (Mathew ve Ozhatay, 2001).

Myrsinaceae familyasina dahil olan Cyclamen cinsi toplamda 20’den fazla
tir ile temsil edilmekle birlikte net tiir sayis1 bazi kaynaklarda 22 (Grey-Wilson,
2002) bazilarinda ise 21 (Compton ve ark., 2004; Yesson ve Culham, 2006: Seyring
ve ark., 2009’dan) olarak bildirilmektedir. Orijini Akdeniz havzasi olan Cyclamen
cinsi iilkemizde 10 takson ile yayilis gostermekte olup (Ciirtik, 2013), bunlardan 6
tanesi iilkemize endemiktir (izgii ve ark. 2016).

Siklamen bitkisinin dogal yayilis gosterdigi iller; Adana, Antalya, Amasya,
Artvin, Aydin, Balikesir, Bolu, Canakkale, Giresun, [zmir, Konya, Mersin,
Osmaniye, Rize ve Trabzon olarak siralanabilir. Ulkemizde dogal yayilis gdsteren
siklamen tiirleri, ilkbaharda ve sonbaharda ¢igek acan tiirler olmak tizere iki farkli

guruba ayrilabilir.
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Sekil 1.2. Tiirkiye’de Cyclamen tiirlerinin yayilis alanlar1 (Mendi ve Ciiriik 2016)




1. GIRIS Hiisamettin Aycan ALP

Buna gore ilkbahar aylarinda ¢igek agan tiirler Cyclamen alpinum Dammann
ex Spreng, Cyclamen coum Miller., Cyclamen parviflorum Pobed., Cyclamen
persicum Miller., Cyclamen pseudibericum Hildebr., Cyclamen trochopteranthum
O. Schwarz- tiirleriyken, sonbahar aylarinda ¢igeklenenler, Cyclamen cilicium Boiss
ve Heldr., Cyclamen graecum Link., Cyclamen hederifolium Aiton., Cyclamen
mirabile Hildebr. tiirleridir (Giindogan, 2003). Ulkemize endemik olan tiirler ise;
Cyclamen parviflorum Pobed., Cyclamen pseudibericum Hildebr., Cyclamen
cilicium Boiss ve Heldr., Cyclamen intaminatum (Meikle) Grey-Wilson, ve

Cyclamen mirabile Hildebr. tiirleri olarak bilinmektedir (Ekim ve ark., 1991).

Sekil 1.3. C.U. Kampiisiinde dogal yayilis gdsteren C. persicum tiirii



1. GIRIS Hiisamettin Aycan ALP

Siklamen ismi bu bitkilere M.O. 370-285 yillar1 arasinda yasayan
Theophrastus tarafindan verilmistir. Cyclamen ismi Latince “kuklamis”,
“kuklamiren” sozciiklerinden tiiretilmistir ve ismin kokeninin Latincede daire
anlamina gelen “kuklos” veya “cyclos” kelimeleri oldugu diisiiniilmektedir. Bitkiye
bu ismin verilmesinin sebebi ise meyve saplarinin daire seklinde helezonlar yaparak
topraga dogru uzanmasi veya toprak alt1 yamrularinin yuvarlak ve yapraklarin daire
seklinde olmasidir (Tanker ve Tirkdz, 1984; Ciiriikk, 2013). Siklamen tiirleri,
iilkemizin farkli bolgelerinde “topalak, yer somunu, devetabani, domuz turpu,
domuz ekmegi, domuz agirsagi, tavsankulagi, dag meneksesi, siklamen, buhur otu,
buhur Meryem, menekse kokii, dana gobegi, kir meneksesi, kostebek, kostiikopen,
kostiikdpegi, kuskusa, tavsan pacasi” isimleri ile adlandirilmaktadir (Ciiriik, 2013).

Bitki yapis1t morfolojik ve fizyolojik olarak incelendiginde, bitkinin ¢igek
saplarin1 dollenmeden hemen sonra dairesel olarak kivirmaya basladigi, tohum
kapsiillerini topraga c¢ektigi ve bitkiye dogal bir koruma mekanizmasi kazandirdigi
goriilmektedir. Boylece olgunlagsmakta olan tohum kapsiilleri, giines ve riizgarin
olumsuz etkilerinden uzaklagsmakta ve ayrica otlayan hayvanlar tarafindan yenilmesi
onlenmektedir (Mathew ve Ozhatay, 2001).

Cyclamen tiirleri otsu yapida olup, toprak alt1 depo organlar1 ve gévdeleri
cok yilliktir. Uzerlerinde giimiisi renkli desenler bulunan yapraklarin saplari uzun,
yaprak sekilleri ise dairemsi oval veya kalp seklindedir. Yapraklarin renkleri agik
veya koyu yesilin farkli tonlarinda olup, kenarlarinda farkli sekillerde disler
mevcuttur. Her ¢igcek sapmnda bir adet bulunan ¢igekler uzun bir ¢igek sapinin
ucunda, 6ne dogru kivrik sekilde konumlanmistir. Cigek saplari, déllenmeden sonra
meyvelerin olgunlagmaya baslamas: ile birlikte spiral seklinde kivrilarak topraga
dogru ¢ekilmektedir. Sepaller bes loblu olup i¢ kistmdaki korolla kisa, yarim kiire
seklinde tiiplii eflatun, pembe veya beyaz renklidir. Uctan geriye dogru kivrik olan
petaller merkezden disa dogru hafif bir kivrim olusturmaktadir. Korollanin tabaninda

yer alan erkek organ 5 stamenlidir, flamentler ¢cok kisa, anterler ise genis olup koni
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olusturacak sekilde birbirlerine yakin konumda bulunmaktadir. Ovaryum st
durumlu olup ince bir stilusa sahiptir ve stilus uzun oldugu i¢in anterlerden yiiksekte
yer almaktadir. Yapiskan bir siv1 ile kapli olan tohumlar 1slak ve yumusak yapida

olup meyve kapsiilii i¢inde tek tek konumlanmistir (Davis, 1978, Ciiritk 2013).
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Sekil 1.4. Cyclamen bitkisinin genel goriiniimii (C. persicum, C.U. Kampiisii)
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Siklamen biiylik oranda Akdeniz bolgesine ait bir genus oldugu i¢in genel
kiiltiirel istekleri hakkinda Akdeniz iklim Ozellikleri biiylik fikir vermektedir.
Siklamen tiirleri genel olarak don olaylarinin az veya hig¢ gériilmedigi, 1slak ve soguk
kis aylar ile kuru ve sicak yaz aylarina adapte olmustur. Bunun yaninda baz: tiirler
ekstrem sayilabilecek kosullara uyum saglamigtir. C. coum, C. hederifolium C.
parviflorum ve C. purpurascens tiirleri, -20°C soguklara kadar dayanabilirken, C.
cilicium, C. intaminatum, C. mirabile ve C. alpinum tiirleri ancak -14°C sicakliga
kadar tolerans gostermektedir. Kiiltiirii en ¢ok yapilan tiir olan C. persicum ise
donma derecesinin altindaki sicakliklara uzun siire dayanamamaktadir (Grey-
Willson, 2002). Genel olarak degerlendirildiginde ise siklamen tiirleri i¢cin gerekli
olan optimum iklim sartlarini su sekilde siralamak miimkiindiir. Gelisme doneminde
gereksinim duydugu sicaklik araligi, 15-20 °C, ciceklenme doneminde ise 12-15
°C’dir. Yiiksek sicakliklarin ¢igcek olusumunu olumsuz etkiledigi ve bazi tiirlerde 25
°C’nin tiizerindeki sicakliklarda kaba ve biiyiik yapraklarin olustugu gozlenmistir.
Gelisim % 70 oransal nemin oldugu durumlarda ¢ok daha iyi olmaktadir (Curiik,
2013). Dogal sartlarda agag¢ ve cali golgelerinde yayilis gostermekte olan siklamen
tiirlerinin (Giindogan, 2003) fotoperiyodizme duyarsiz gibi davranmakla birlikte 151k
yogunlugundaki artis ve uzun giin durumunda ¢icek tomurcugu olusumu tesvik
edilmektedir. Bu nedenle ¢icekli donemlerde bitki aydinlik ancak direk giines 15181
almayan bir yerde tutulmali ve yaz aylarinda % 60 oraninda golgeleme yapilmalidir.
Yetistiricilikte erigkin bitkiler i¢cin 20000 lux, gen¢ bitkiler igin 60000 lux’liik
aydinlatma idealdir (Ciiriik, 2013). Ozellikle cigekli donemde ¢icek kalitesini
olumsuz etkilememek i¢in alttan sulama yapilmalidir. Drenajin iyi olmadig1 veya
agir biinyeli hava almayan topraklarda kok gelisimi olumsuz etkilenir, bu gibi
durumlarda iistten sulama yapmak yumrularda ciirlimelere neden olabilmektedir.
Ciceklenme sonrasi sulama azaltilarak bitki dinlenmeye birakilmalidir (Boztok,

2002).
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Diger pek cok geofit tiirlinde oldugu gibi, siklamen tiirleri de siis bitkisi
olarak kullaniminin yani sira, tibbi degeri olan bitkilerdir ve pek ¢ok tilkede alternatif
tip alaninda halk tarafindan kullanilmaktadir (Seyring ve ark., 2008; Ozhatay, 2000;
Yilanci, 2016). Bazi1 siklamen tiirlerine ait yumrular halk arasinda kabizlik giderici,
yatistirici, sakinlestirici, bagirsak temizleyici ve anthelmintik olarak, leke ve giines
yaniklarindan, c¢iban tedavisi, gut, gorme bozuklugu, sarilik, zehirli hayvan
1sirmalart ve hatta kisirlik tedavisine kadar pek ¢ok hastalik ve rahatsizliga karsi
kullanilmustir. (Mathew ve (")zhatay, 2001; Yaldiz ve ark., 2010; Altunkeyik ve ark.,
2011; 1zg1'i ve ark., 2016; Yilanci, 2016). Ayrica yumrularinda bulunan kristalin,
saponin, antosiyanin ve organik asitler gibi sekonder metabolitler nedeni ile
siklamen tiirleri kozmetik, ilag ve kimya sanayinde hammadde olarak
kullanilmaktadir (Yilanci, 2016). Cocuk felci tedavisinde kaslar1 kuvvetlendirici
olarak kullanilan, Nivalin adli ilacin etken maddesi siklamen tiirlerinden elde
edilmektedir (Mathew ve Ozhatay, 2001). Yapilan calismalarda, siklamen
yumrularinda bulunan saponinlerin, sitotoksik, spermisit, antimikrobiyal, agr1 kesici
ve antienflamatuar etkilerinin oldugu tespit edilmistir. (Altunkeyik ve ark., 2011;
Izgii ve ark, 2016). Ayn1 zamanda saponinler, nazal mukozada mukus ve néropeptit
salgilanmasini artirirlar. Bu yiizden bitki ekstrakti, rinosiniizit tedavisinde kullanilan
burun spreyleri igeriginde yer almaktadir (Yilanci, 2016). Yine bu yumrulardaki
saponizitlerin ditiretik, antieksiidaif etkili oldugu ve kulak ¢inlamasinda etki
gosterdigi bildirilmektedir (Tanker ve Tanker, 1985). Ayrica siklamen bazi bolgede
sabun olarak da kullanilmaktadir (Yaldiz ve ark., 2010). Bazi bdlgelerde,
yumrulardan kaynatilarak elde edilen suyun, tiitiin ireticileri tarafindan zararh
toprak kurtlaria karst biyolojik miicadele amaci ile kullanildigi belirtilmektedir
(Baytop, 1984).

Siklamen bitkisi, glinlimiizde siis bitkisi olarak siklikla kullanilan ve ticareti
uluslararast boyutta en ¢ok yapilan bitki tiirleri arasinda yer almaktadir (Jalali ve

ark., 2012). Siklikla saksili siis bitkisi olarak ticareti yapilmakla birlikte (Seyring,

10



1. GIRIS Hiisamettin Aycan ALP

2009) bazi1 dogal tiirleri oldukca soguk iklimlerde dis mekanlarda, agaglik yerler ve
golge alanlarla kaya bahgelerinde kullanilabilmekte (Jalali ve ark., 2012) veya kesme
cicek olarak degerlendirilmektedir (Winkelmann, 2010).

Ulkemizdeki siis bitkileri ticareti incelendiginde, en &nemli sektdrel
problemin {iretim materyalindeki disa bagimlilik oldugu goriilmektedir. Bu
problemin temelini olusturan etmen ise siis bitkileri alaninda gerceklestirilen 1slah
calismalarinin yetersiz olmasi ve buna bagli olarak sektore yeni yerli ¢esit giriginin
cok az olmasidir. Kendi iiretim materyalimizin olmamasi sonucunda her y1l 6demek
zorunda oldugumuz 1slahg¢1 hakk: (royalite) bedeli en biiyiik iretim gideri olarak
dikkat ¢ekmektedir. Yiiksek royalite bedeli iilkemizdeki siis bitkileri {ireticilerinin
diinya piyasasindaki rekabet giicii azalmaktadir. Bunun sonucunda izinsiz ¢ogaltim
gibi bir takim hukuki problemlere yol acabilecek baska sorunlar ortaya ¢ikmaktadir.
Ancak siis bitkileri sektoriinde talep edilebilecek verim ve kalite degerlerine sahip
yerli cesitlerin iiretilmesi ile bu sektordeki sorunlar asilip, diinya piyasasindaki
ureticiler ile rekabeti saglayabilecek diizeye ulasabiliriz (Kazaz ve ark. 2015). Siis
bitkileri alaninda, iilkemizde yapilan 1slah ¢aligmalar1 incelendiginde; sayisinin
yetersiz oldugu fakat son 15 yil igerisinde bir gelisme siirecine girdigi ve gectigimiz
5 yil igerisinde de belirli bir ivme kazandigi goriilmektedir (Giilbag, 2015).
Ulkemizdeki siklamen ticareti incelendiginde, 6zellikle son yillarda, belirli boydaki
siklamen fidelerinin ithal edildigi, bu fidelerin biiyiitiiliip ¢iceklenme agamasina
getirildikten sonra i¢ ve dis piyasaya satildigr goriilmektedir (Sevindik, 2018).

Dogal yasam alanlarinda tohum ile tiremekte olan siklamen bitkisinin ticari
varyeteleri de tohum yoluyla {iretilmektedir. Siklamen tiirlerine ait bir bitki, bir
vejetasyon doneminde yaklagik olarak 20-30 adet cicek olustururken, her cicekten
ortalama 20 ile 50 arasinda tohum elde edilmektedir (Sevindik, 2018). Siklamen
tiirlerinde tohum ekiminden cigeklenmeye kadar gecen siire, tiirlere gore farklilik
gostermekle birlikte yaklagik 150 giin gegmesi gerekmektedir ki, bu siire 1slah

calismalari icin olduk¢a uzundur. Siklamen, pek ¢ok geofitten farkli olarak ayirma
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veya yumrularin kesilmesi ile ¢ogaltilamamaktadir. Siklamen kendileme depresyonu
gosterdigi i¢in, F1 hibritlerin ebeveyn hatlarinin iiretimi ve ¢ogaltimi zordur, elle
tozlama yapildig1 igin tohum maliyeti oldukca yiiksektir. Bunlarin yani sira farkl
ploidy seviyeleri, baz1 genotipler arasinda homojenite olmamasi ve abortif embriyo
olugumlari, yeni c¢esitlerin klasik yontemlerle gelistirilmesini zorlastirmaktadir. Bu
nedenle in vitro vejetatif gogaltim Ozellikle ana baba hatlarin iiretimi igin 1slah
calismalarinin ayrilmaz bir parcast konumundadir. Ayrica etkili ve ekonomik bir
vejetatif cogaltim gerceklestirilirse, 1slah¢ilar Gistiin 6zellikte bitkileri selekte ederek
klonal varyeteler iiretebilirler. Bu nedenlerden bitki biyoteknolojisi, siklamen 1slah1
calismalarinda 6nemli avantajlar saglamaktadir ve klasik yontemlerin yaninda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Siklamen tiirlerinin ticari olarak tohumla
iiretilmesine karsin doku kiiltiirii calismalari, 1slah ve kitlesel tiretim i¢in 6nemli birer
ara¢ konumundadir (Takamura ve Miyajima, 1996, Winkelmann ve Schwenkel
1998, Winkelmann, 2010, Jalali ve ark., 2012).

Doku kiiltiirii temelde rejenerasyon {izerine kurulu bir iiretim yontemidir.
Diger klasik yontemlerden farkli olarak bitkilerin organ, doku ve hiicre gibi
pargalariin aseptik sartlarda, steril besi yerlerinde kiiltlire alinarak bu parcalardan
organ, doku veya bir takim bitkisel iiriinler elde edilmesi islemidir. Rejenerasyonda
baslangi¢ materyali olarak, meristematik doku, meristem igermeyen somatik dokular
veya mayoz iirinii olan tireme hiicreleri kullanilabilir. Doku kiiltiirii teknikleri, hizli
klonal ¢ogaltim, hastaliksiz bitki tiretimi, somaklonal varyasyon, in vitro seleksiyon,
haploid bitki eldesi, somatik embriyo ve sentetik tohum tiretimi, protoplast kiiltiirii
ve flizyonu, gen kaynaklarinin in vitro muhafazasi, gen transferi, sekonder metabolit
tiretimi, in vitro dollenme ve tiirler arasi melezlemelerde embriyo kurtarma gibi
amaglarla kullanilmaktadir (Vidalie, 1995). Bu teknikler dogal bitki popiilasyonu
ve biyogesitlilige en az zarar veren {iretim yontemidir. Buna ilave olarak fungus,
bakteri ve zararlilar gibi etmenlerden ari biiyiik Olgiilerde iiretimler yapmay1

miimkiin kilmaktadir. Tibbi amagclarla kullanilmakta olan bitki ekstraksiyonlarinin
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iklim, hastalik ve ¢evre kosullarindan bagimsiz olarak iiretilebilmelerini
saglamaktadir (Yamaner ve Erdag, 2008).

Islah ve iiretim amagh kullanilmasinin yani sira in Vvitro rejenerasyon
caligmalari, farkli nedenlerle doganin tahrip edilmesi sonucu tehdit veya geri doniisii
olmayan sekilde yok olma tehlikesi altinda bulunan genetik kaynaklarin muhafazasi
icin olduk¢a &nemlidir (Izgii ve ark., 2016). In vitro muhafaza, doku kiiltiirii
kosullarinda besi ortaminin giiciinii diisiirerek ve sicaklik, 11k gibi ¢cevresel faktorleri
modifiye ederek biiyiimenin yavaglatilmasi esasina dayanir. Soguga tolerant olan
bitkilerde sicaklik 0-5°C arasinda uygulanir. Bunun disinda kiiltiir ortaminda
karbonhidrat kaynagi olarak sukroz, mineral elementlerin konsantrasyonlari
diigiiriilerek biiyiime yavaslatilabilir. In vitro kosullarda biiylimenin yavaslatilmasi
esasina dayanan bu yontem, pek ¢ok bitki tiiriinde ¢alisilmis olmakla beraber muz,
patates ve cassava bitkilerinde genetik kaynaklarin in vitro muhafazasinda rutin
olarak kullanilmaktadir (Engelmann, 1997). Bunun yaninda in vitro kosullarda elde
edilmis olan bitki materyalleri, ultra soguk kosullarda da muhafaza edilebilmektedir.
Sivi azot igerisinde -196 °C’de gergeklestirilen ultra soguk muhafaza birgok
avantajlar gostermektedir; kontaminasyon riski ve insan hatasi azdir, depolama
stiresi uzatilabilir ve depolama daha az masraflidir. Bu yontem, dogal ortamda yok
olma tehlikesi altinda olan yabani tiirlerin depolanarak genetik c¢esitliligin
korunmasinda yardime1 olmaktadir. Ozellikle embriyojenik hiicreler, dondurularak
muhafaza i¢in uygun bir materyaldir (Winkelmann, 2010).

Son yillarda siis bitkilerinin yaygin olarak doku kiiltiir{i ile ¢ogaltimu ticari
olarak kabul gérmiis ve bu alanda pek ¢ok ¢alisma gerceklestirilmistir (Jalali ve ark.,
2012). Siklamen tiirlerinin doku kiiltiirii ile ¢ogaltiminda in vitro rejenerasyon,
organogenesis ve somatik embriyogenesis olmak iizere iki farkli sekilde
gergeklesebilmektedir. Uzerinde meristem dokusu bulunmayan bitki pargalarmin
uyartilmasi ile daha Onceden mevcut bulunmayan kok ve siirgiin gibi organ

yapilarinin olusturulmasi adventif organogenesis olarak tanimlanmaktadir. Siklamen
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tirlerinde, organogenesis lizerine yapilan ilk ¢alisgma Mayer’e (1956) ait olup
giinimiize kadar farkli siklamen tiirlerinde pek ¢ok caligma kayitlara gegmistir
(Jalali ve ark., 2012). Organogenesis ¢aligmalari siirgiin eldesi (caulogenesis), kok
eldesi (rhizogenesis) ve mikro yumru olusumu gibi alt kisimlarda
incelenebilmektedir (Teixeira da Silva, 2016). Erken donemde yapilmis olan
calismalarda genel olarak siklamen yumrulari kullanilmis olup, caligmalar C.
persicum tiird ile sinirh kalmustir (Mayer, 1956, Stichel, 1959, Loewenberg, 1969,
Okumoto ve Takabayashi, 1969). Ilerleyen dénemlerde bu caligmalari farkli
siklamen tiirlerine ait toprak {istii organlarinin ve in vitro kosullarda ¢imlendirilmis
olan bitki materyallerinin kullanildig1 ¢alismalar takip etmistir (Teixeira da Silva,
2016).

Siklamende somatik embriyogenesis teknigi de etkili bir in vitro ¢ogaltma
yontemi olarak kullanilmaktadir (Kiviharju ve ark., 1992; Kreuger ark., 1995;
Schwenkel ve Winkelmann, 1998; Winkelmann ark., 2000). Somatik
embriyogenesis, bitkinin somatik (vejetatif) hiicrelerinin bir takim embriyojenik
asamalardan gegerek biitiin bir bitki elde edilmesi olarak tanimlanabilir. Siklamen
tiirlerinde somatik embriyo yontemi ile mikro g¢ogaltim c¢alismalart pek cok
arastirmaci tarafindan rapor edilmistir (Kreuger ve ark., 1995; Takamura ve ark.,
1995; Schwenkel ve Winkelmann, 1998; Seyring ve ark., 2009; Winkelmann ve ark.,
2010; Kogak ve ark., 2014 ; izgii ve ark., 2016; Tagipur ve ark., 2016). Yeni ve elit
genotipler somatik embriyo yontemi ile kisa siirede adina dogru olarak
iiretilebilmektedir. Somatik embriyo kullanimi biiyiik miktarli kitlesel tiretimlerde,
biyoreaktor, enkapsiilasyon, dondurarak muhafaza, genetik transformasyon ve hizl
klonal ¢ogaltim ¢aligmalarinda avantaj saglamaktadir (Ozcan ve ark., 2002; Jalali ve
ark., 2012). Siv1 kiiltiir ve biyoreaktor kullamimi ile elde edilen embriyojenik
slispansiyon miktarini ve iiretim hizimi arttrmak miimkiindiir. Yapilan ¢aligmalar
somatik embriyo olusumunun dominant iki gen ile kontrol edildigini gostermistir

(Winkelmann ark., 2004). Somatik embriyo olusumu biiyiik dl¢iide bitki genotipine
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bagli olmakla birlikte eksplant kaynagina, bitkinin fizyolojik durumuna ve besi
ortaminda kullanilan bitki biiyiime diizenleyicilerine gore degisim gostermektedir
(Takamura ve ark., 1995; Schwenkel ve Winkelmann, 1998; Ozcan ve ark., 2002;
Kogak ve ark., 2014). Somatik embriyo olusumunun genotipe bagli olusu ve elde
edilen embriyolarda goriilen diisilk ¢imlenme oranlar1 bu yontemin kullanimin
kisitlayan etkenler olarak siralanabilir (Jalali ve ark., 2012). Somatik embriyolar da
tipki dollenme yolu ile olugsmus zigotik embriyolar gibi globular, kalp, torpedo ve
kotiledon olusum sathalarin1 gegirmektedir. Diger taraftan organogenesis yolu ile
olusan yapilardan farklilik gdsterirler. Somatik embriyolar kok ve govde ekseni
olmak iizere iki kutuplu yapiya sahip olup, gelistirdikleri kallus dokusu ile vaskiiler
baglantilar1 bulunmaz ve bu nedenle kolaylikla kallus dokusundan ayrilabilirler
(Ozcan ve ark., 2002).

Somatik embriyogenesis sonucunda olusan iiriin bir embriyo olup, zigotik
embriyonun bir benzeridir. Dolayisi ile tam bir bitki olusturabilme yetenegine sahip
olan somatik embriyo yapilar1 kaplanmig (sentetik) tohum olarak kullanilma
potansiyeline sahiptir. Sentetik tohum kabaca, doku kiiltliriinde tiretilmis olan
somatik embriyo yapilarinin (bazen kallus veya siirgiin uglarinin) farkli sekillerde
kaplanmasi islemidir. Sentetik tohumun iiretim amaci vejetatif {iretim (liniformite)
ile tohumla iretimin (tasima, depolama, mibzer kullanimi) avantajlarin
birlestirmektir (Winkelmann ve ark., 2004). Somatik embriyolarin olusumu
asamasinda mayoz boliinme ve déllenme olmadig igin zigotik embriyolardaki gibi
genetik agilma goriilmez. Dolayisi ile somatik embriyolardan elde edilen sentetik
tohumlarla gergeklestirilen {iretim bir klonal ¢ogaltimdir (Ozcan ve ark., 2002).
Somatik embriyo bazi 0Ozellikleri bakimindan zigotik embriyodan farklilik
gostermektedir. Zigotik embriyoyu dis etkilerden ve su kaybindan koruyacak bir
tohum kabugu bulunmaktadir. Ayrica zigotik embriyolarda besin saglayacak

endosperm (albuminous tohumlar) veya benzeri bir kotiledon yap1 (nonalbuminous
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tohumlar) vardir (Winkelmann ve ark., 2004). Sentetik tohumlarin hizli klonal

cogaltimda kullanilabilmesi igin baslica (Ozcan ve ark., 2002).

1- Cimlenme ve bitkiye doniisiim oranlari yiiksek somatik embriyo
yapilarindan iiretilmeleri,

2- Istenilen sayida embriyo iiretimini saglayacak protokol ve sistemin
gelistirilmesi ve son olarak,

3- Kiiltlir sistemi ile kaplama isleminin entegrasyonunun saglanmasi

gerekmektedir.

Sentetik tohumlar, yas tohumlar (hydrated) ve kurutulmus (desiccated)
tohumlar olarak iki tiptir. Ilk sentetik tohum diretimi doku kiiltiiriinde iiretilen
somatik embriyo yapilariin basitce hidrate edilmesi seklinde gerceklestirilmistir.
llerleyen yillarda koruyucu kaplama ydntemlerinin gelismesi ile sentetik tohum
kullanim1 biiyiik asama kat etmistir. Yas tohum {iretiminde somatik propagiiller
(embriyo veya tomurcuklar) sodyum aljinat, agar, gelrite gibi hidrojelle kaplanir. En
yaygin kullanilan jel, kalsiyum tuzlar1 ile katilasabilen sodyum aljinattir.
Kurutulmug tohumlarda ise somatik embriyo veya siirgiin uglar polietilen glikolle
(PEG) kaplanir ve steril sartlarda kurumaya birakilir. Kuruyan karigim daha sonra in
vitro kiiltiir ortamina konarak re-hidrate edilir ve embriyolar boylece canli tutulur
(Colgegen ve Toker, 2006).

Bu calismada, Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren siklamen tiirlerinin (C.
coum, C. cilicium, C. graecum, C. persicum, C. pseudibericum) yumrularindan
somatik embriyo yapilarinin elde edilmesi, bu yapilardan sentetik tohum iiretilmesi
hedeflenmis ve 1slah ¢aligmalari ve gen kaynaklarimin in vitro muhafazasi
konularma katki saglanmasi amaglanmigtir. Caligma siiresince kullanilan tiirlerden

ikisinin endemik (C. pseudibericum ve C. cilicium) diger ii¢ tiiriin ise iilkemizde
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dogal yayilis gosteriyor olmasi oOzellikle genetik kaynaklarin muhafazasi
bakimindan ¢alismaya ayr bir 6nem kazandirmaktadir.

Tez ¢alismasinda kullanilan dogal siklamen tiirlerinin yumrularinda in vitro
rejenerasyon denemeleri kurulmustur. Bu denemelerde farkli hormonlar denenerek
ciceklenme ve dinlenme doneminde bulunan yumrularin organojenik ve
embriyojenik potansiyelleri incelenmistir. Elde edilen somatik embriyolar

kaplanarak sentetik tohumlar elde edilmis ve ¢imlenme oranlari test edilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Siklamen Tiirlerine iliskin In vitro Calismalar

Siklamen ticari olarak tohumla {iretilmesine karsin doku kiiltiirii ile tiretim
1slah caligmalar icin vaz gecgilmez bir aractir (Winkelmann, 2010; Jalali, 2012)
Siklamen tiirlerine iliskin gerceklestirilmis olan kayith ilk in vitro rejenerasyon
calismasi, Mayer’e (1956) aittir. Bunu takip eden erken donemde gerceklestirilmis
olan c¢alismalarda genel olarak siklamen yumrular1 kullanilmis olup, ¢aligmalar C.
persicum tiirii ile sinirh kalmustir (Mayer, 1956; Stichel, 1959; Loewenberg, 1969;
Okumoto & Takabayashi, 1969). Bu ilk ¢alismalarda daha ¢ok oncelikle bakteriyel
enfeksiyonu onlemeye daha sonra vejetatif cogaltima odaklanilmistir (Jalali ve ark.,
2012). In vitro siklamen ¢aligmalarinda yumru pargalarinin eksplant kaynagi olarak
kullanilmasi halinde rejenerasyon oraninin diger organlara gore daha yiiksek oldugu
bu arastirmalarda belirtilmesine karsin (Geier, 1977; Ando ve Murasaki, 1983),
enfeksiyon problemi arastirmacilar1 yumru kullanimindan uzaklastirmistir. ilerleyen
donemlerde bu galismalar1 farkli siklamen tiirlerine ait toprak iistii organlari ile in
vitro kosullarda ¢imlendirilmis olan bitkilere ait aseptik organlarin kullanildig:
calismalar takip etmistir.

Pek ¢ok aragtirmaci tarafindan farkli siklamen tiirlerine ait somatik organlar
kullanilarak organojenik yapilarin elde edilmesi iizerine g¢aligmalar yapilmistir. Bu
calismalar i¢in siklikla C. persicum Mill. tiirii kullanilmig olup (Al-Majathoub ve
Karam 2000; Karam ve Al-Majathoub 2000; Abu-Qaoud 2004; Jalali ve ark., 2012;
Nhut, et al., 2012) baz1 arastirmacilar bu tiiriin yaninda C. mirabile (Yamaner ve
Erdag 2008; Prange ve ark., 2008), C. coum, C. hederifolium (Prange ve ark., 2008;
Seyring ve ark., 2009) C. graecum (Prange ve ark., 2008), C. cilicium, C.
purpurascens (Seyring ve ark., 2009) tiirleri ile organogenesis caligmasi
yapmuslardir.

Somatik embriyogenesis yontemi de 6zellikle C. persicum tiiriinde pek ¢ok

aragtirmaci tarafindan etkin bir in vitro iretim sistemi olarak kullanilmigtir
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(Schwenkel ve Winkelmann, 1998; Winkelmann, 2010; Winkelmann ve ark.. 2004;
Kocak ve ark., 2014; Tagipur ve ark., 2016, izgii ve ark., 2016).

C. persicum disindaki somatik embriyogenesis ¢aligmalari kismen sinirhidir.
Seyring ve ark. (2009) gerceklestirdikleri ¢alismada, C. africanum Boiss. and Reut.,
C. cilicium Boiss. and Heldr., C. coum Mill., C. hederifolium Ait., C. persicum ve C.
purpurascens Mill. tiirlerini kullanarak embriyo benzeri yapilar elde etmislerdir.
Prange ve ark. (2010) ise C. coum, C. alpinum, C. mirabile ve C. graecum tiirlerinde
somatik embriyo olusumlarini incelemislerdir. Benzer ¢alismalar C. cilicium, C.
coum, C. graecum, C. hederifolium, C. persicum, C. purpurascens ve C. rohlfsianum
gibi farkli siklamen tiirlerini kullanarak gergeklestirilmistir (Furukawa ve ark. 2001).
Izgii ve ark. (2016) gerceklestirdikleri ¢alismada, Tiirkiye’de endemik olan C.
cilicium Boiss. et Heldr., C. parviflorum Pobed., C. mirabile Hildebr. ve C.
pseudibericum Hildebr. olmak tizere dort farkli siklamen tiirtinde etkin bir somatik

embriyo protokolii gelistirmislerdir.

2.1.1. Siklamen Tiirlerinde In vitro Sterilizasyon

Mikro cogaltimin basaris1 eksplantlarin alindigr ana¢ bitkinin genotipi,
saglik durumu ve yetisme kosullari (beslenme, 151k, bitki biiyiime diizenleyicilerinin
uygulanmasi, yetisme mevsimi) ile dogrudan iligkilidir. Sterilizasyon asamasi,
ozellikle fungus etmenli kontaminasyon problemlerinin en aza indirilmesi amaciyla,
bitkilerin hijyenik kosullar altinda yetistirilmesi ile baslamaktadir. Ayrica
birlerinden tam olarak ayirt edilemeyen endojen ve ekzogen bakterilerin varligi,
yetisme kosullarma bagh olarak ortaya cikabilen, bir diger enfeksiyon kaynagidir.
Bu nedenle, eksplantin alinacagi bitkiler kontrollii kosullara sahip seralarda
yetistirilmesi gerekmektedir.

Mikro ¢ogaltimda kullanilan eksplantlar, aseptik kosullara konulmadan &nce
tam anlamiyla steril edilmelidir. Sterilizasyon yontemleri anag¢ bitkinin yetistigi
ortamin ve eksplantin alindig1 organa gore farklilik gostermektedir. Kullanilacak

dezenfektan maddenin cinsi, konsantrasyonu ve uygulama siiresi sterilizasyonun
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basarisin1 etkilemektedir. Ayrica bitki dokularinin zarar gérmemesine dikkat
edilmelidir (Dogan-Kalyoncu, 2007).

Mayer (1956) ve Stichel (1959) farkli donemlerde yaptiklar1 caligmalarinda
yumru parcalarint eksplant kaynagi olarak kullanmiglar ve bitki biiylime
diizenleyicilerin tomurcuk ve kok olusumuna ektilerini incelemislerdir.
Aragtirmacilar  sterilizasyon prosediiriiniin  ¢alismanin en Onemli adimini
olusturdugunu belirtip, toprak alt1 organ kullaniminda basariy1 kisitlayan en 6nemli
faktoriin enfeksiyon gelisimi oldugunu not etmislerdir. Ayrica Stichel (1959),
sterilizasyon isleminde elde edilen basarinin aylara gore degistigine dikkat cekerek
en diisiik enfeksiyon oraninin haziran, en yiiksek enfeksiyon gelisiminin ise kasim -
ocak aylar1 arasinda oldugunu tespit etmistir.

Okumoto ve Takabayashi (1969) yumru dokusunun yiizey
sterilizasyonundan etkilenmeyen endojen bakteriler tarafindan bulasik oldugunu ve
bu nedenle pratik bir yontem gelistirilmesi gerektigine vurgu yapmiglardir.
Calismalarinda sterilizasyon asamasina kiirleme (dis yiizey kahverengilesip
mikrobiyal faaliyetler durana kadar kurutma) islemini dahil etmislerdir.
Cigeklenmesi yeni bitmig yumrular, 6ncelikle akan musluk suyu altinda bekletilmis
ve ardindan 30 dakika siire ile %14’liik NaOCIl ¢6zeltisi uygulanmigtir. Sonrasinda,
kabuklar1 soyulan yumrulara tekrar aymi doz ve siirede NaOCl uygulamasi
yapilmigtir. Sterilizasyon igleminin ardindan yumrular 1 ¢cm ¢apinda ve 1 cm
boyunda kesilerek eksplantlar elde edilmistir. Yumrular besi ortamina aktarilmadan
once 24, 48 ve 96 saat siirelerle kiirleme islemine tabi tutulmustur. Farkli kiiltiir odas1
sicakliklarinin enfeksiyon gelisimine olan etkilerinin de incelendigi ¢alismada,
kiirleme isleminin mikrobiyal faaliyetleri azaltarak olusan tomurcuk miktarim
arttirdigr tespit edilmistir. Kiirleme iglemin 30 °C kiiltiir odas1 kosullari ile birlikte
uygulanmasi halinde en diisiik enfeksiyon orani elde edilmis ancak bu sicaklik
eksplantlarin kararmasina neden olarak rejenerasyonu olumsuz etkilemistir.

Loewenberg, (1969) kallus kiiltiirii ¢alismasi i¢in siklamen yumrularini

kullanmigtir. Sterilizasyon islemi i¢in 6ncelikle % 0.03 civa soliisyonunda bir gece
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bekletilen yumrular, % 1’lik NaOCl ile durulanmis ve ardindan kabuklar1 kazinarak
(soyma) steril hale getirilmislerdir. Arastirmaci, sterilizasyon basarisina iligkin her
hangi bir oran belirtmemistir.

Geier, (1977) yiiksek derecede i¢ bakteriler tarafindan bulasik olan yumru
parcalarindan {iretim yapmanin zorluguna deginmistir. Farkli bitki organlarinin
kullanildig1 ¢alismada bitki parcalari sterilizasyon i¢in 6ncelikle musluk suyu ile bir
stire yikanmig ve 5 ila 10 dakika siire ile %3 litk NaOCIl ¢ozeltisinde bekletilerek
ardindan durulanmistir. Bu agsamadan sonra yumrularin dig kabuklar1 soyulurken,
diger bitki parcalar1 direkt olarak % 0.03 dozunda civa kloriir iceren ¢ozeltide bir
gece beklemeye birakilmistir. Son olarak ii¢ kez steril saf su ile durulanan eksplantlar
farkli boyutlarda kesilerek ekim i¢in hazirlanmistir. Her hangi bir ilave islem
uygulanmamasi halinde yaprak ve cicek parcalar1 igin basarilt olan bu islemlerin
yumru eksplantinda uygulanmasi halinde enfeksiyon oraninin, % 65 ila % 97’ye
kadar ¢iktig1 bildirilmistir. Arastirict bakteri gelisimini tamamen 6nlemek igin in
vitro kiiltir boyunca antibiyotik kullanmak gerektigini ancak bunun da
rejenerasyonu olumsuz etkiledigini belirtmistir. Bu nedenle ¢alismada sterilizasyon
asamasina yumru pargalari i¢in antibiyotikte bekletme ve kiirleme islemleri ilave
edilmis ve % 74 oraninda basar1 saglanmistir. Bunun i¢in ekimden hemen &nce
yumru eksplantlar1, 24 saat siire ile 50 mg L Achromycin igeren suda tutulmus,
ardindan 24 saat yar1 agik petri kabi igerisinde steril kabinde kurutulduktan sonra
ekim gerceklestirilmistir.

Yapilan bir diger denemede, kiiltiire alma isleminin ilk 1-4 giinii ile 8 giinii
antibiyotikli, sonrasinda antibiyotiksiz ortam kullamilmis ve siirenin uzamasi ile
enfeksiyonun da arttigr tespit edilmistir. Arastirict bu negatif interaksiyonun,
dokularm uzun siire antibiyotige maruz kalmas1 veya uzun siiren diger kiiltiir
kosullar1 nedeni ile bakteri hassasiyetinin artmasit sonucu oldugunu vurgulamistir.

Ando ve Murasaki (1983) caligmalarinda dinlenme déneminden sonra 20
giin karanlhikta tutularak etiyollesmesi saglanan bitkileri kullanmslardir.

Sterilizasyon i¢in 15 dakika siire ile % 1°lik aktif kloriir kullanilmig ve yumrularin
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kabuklar1 soyulmustur. Denemede enfeksiyon orani yumru eksplantinda % 83,
petiollerde % 12.5, etiyollesmis petiollerde ise % 0 olarak tespit edilmistir. Caligma
sonucunda arastiricilar, siklamen bitkilerinin saglikli goriinseler dahi siklikla
endojen mikroorganizmalar tarafindan enfekte durumda olduklarin1 ve bu
mikroorganizmalarin doku kiiltiiriinde eksplantin liimiine kadar varacak sonuglara
yol agtiklarin1 not etmislerdir. Sterilizasyon oncesi sicaklik uygulamasi (Okumoto
& Takabayashi, 1969), antibiyotikte bekletme (Geier, 1977) veya antibiyotik i¢eren
besi ortamlarmin kullanimi (Stichel, 1959) dahi doku igerisinde yasamakta olan bu
mikroorganizmalara kars1 kesin ¢6ziim olamamustir.

Murasaki ve Tsurushima, (1988) C. persicum cv. Vuurbaak ve C. persicum
cv. Victoria kiiltiir ¢esitlerine ait etiyollesmis petiolleri eksplant kaynagi olarak
kullanmisglardir. Calisma sonunda enfeksiyon oranim1 % O olarak bildiren
arastirmacilar, etiyollesmis petiol kullanimi ile besi ortaminda olusan bakteri
gelisimini tamamen 6nlediklerini belirtmislerdir.

Devam eden ¢alismalarda ¢ogunlukla toprak {istii organlar (Winkelmann ve
ark., 2006; Kogak ve ark., 2014; Izgii ve ark., 2016) veya aseptik kosullarda
¢imlendirilerek yetistirilmis bitkilere ait organ pargalari tercih edilmistir (Abu-
Qaoud, 2004; Karam ve Al-Majathoub, 2010a; Yamaner ve Erdag, 2008; Prange ve
ark., 2010b; Jalali ve ark., 2012). Ornegin Winkelmann, (2010) somatik
embriyogenesis basarisinin yani sira diisiik enfeksiyon orani nedeni ile tozlanmamusg
ovulleri eksplant kaynagi olarak tercih ettigini belirtirken, Naderi ve ark., (2012)
yaprak ve yaprak sap1 eksplantlari i¢in 15 dakika yikama, % 70 alkolde 30 saniye
bekletme, % 0.1 civa klorlir ¢6zeltisinde 9 dakika bekletme ve ardindan 8 dakika %
1 aktif kloriir ¢ozeltisinde bekletme ile % 100 basariya ulastiklarimi bildirmistir.
Yakin tarihli yayimlarda sterilizasyona iliskin vurgu yapilmamis ve bu ylizden 6nceki

caligmalar kisminda kismen yeni olan yaymlara yer verilememistir.
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2.1.2. Siklamen Tiirlerinde Organogenesis Calismalari

Organogenesis c¢aligmalarinda adventatif siirgiin gelisimi icin kotiledon
yapraklar, kok, yumru, yaprak, yaprak sapi, etiyollesmis (diisiik 1s1ikta uzamis)
yaprak sapi, cicek sap1 ve tag yapraklar gibi cok farkl bitki kisimlar1 kullanilmistir
(Jalali ve ark, 2012; Teixeira da Silva 2016).

Siklamen tiirleri iizerine olan ilk organogenesis ¢alismasi, Mayer’e (1956)
aittir. Calismada 8 mm boyutunda kiip seklinde kesilmis yumru pargalarini eksplant
kaynag1 olarak kullanmis ve besi ortamina NAA ile adenin siilfat ilave ederek kok
ve siirgiin yapilarmi elde etmistir. Arastirmaci diisiik (0.005 — 0.2 mg L) NAA
dozlarinda siirgiin, yiiksek dozlarda ise (0.4 — 3.0 mg L) kok ve (2.0 — 10 mg L?)
kallus olustugunu bildirmistir.

Stichel, (1959) ise Mayer ile paralel olarak NAA dozunun direk olarak organ
farklilagsmasini etkiledigini, 0.3 mg L? altinda siirgiin, 0.5 mg L {izerinde kok, 0.3-
0.5 mg L* arasinda ise her iki organin bir arada gelistigini tespit etmistir. Bunun
yaninda NAA ile birlikte kullanilan adenin, guanin ve nikotinik asidin sadece organ
sayisi ve kalitesine etkisi oldugunu organ farklilagsmasini etkilemedigi belirtmigtir.
Adenin, guanin ve nikotinik asidin ayri ayri1 kullanimlarinda ise sadece siirgiin
yapilari elde edilmistir. Caligma siiresinde elde edilen siirgiin yapilari, NAA (1.0 —
3.0 mg L?) igeren ortamlarda kolayca koklendirilmistir. Ancak iizerlerinde kok
yapilariin olustugu eksplantlar, sonrasinda siirgiin gelisimi i¢in uygun olan besi
ortamlarina alindig1 halde higbir suretle siirgiin gelisimi gézlenmemistir.

Okumoto ve Takabayashi, (1968) ¢alismalarinda yumru eksplantlarini 30 °C
20 °C ve 10 °C’de, stirekli veya gece/giindiiz degisen sicakliklarda kiiltiire
almiglardir. Caligmada en yiiksek siirgiin ve en diisiik nekroz orani giin/gece 20
°C/10 °C sicaklik kosulunda elde edilmistir. Sabit veya degisen 30 °C sicaklik
uygulamalarinda ise kararmalarin arttifi ve rejenerasyonun olumsuz etkilendigi
gozlenmistir. Aragtirmacilar siirgiin olusumu i¢cin NAA’in 0.1 mg L dozunda yalniz
bagina yeterli oldugunu, % 49 ile en yiiksek siirgiin oranina ise 1 mg L™ NAA ile 20

mg L7 adenin siilfatin bir arada kullammu ile ulasildigini tespit etmistir.
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Arastirmacilar siklamen yumrularinin uygun kosullarda siirglin ve kok olusturma
yetenekleri oldugu i¢in, ¢alismada disaridan BBD uygulamasi olmaksizin organ
olusumlarin goézlendigini belirtmislerdir. Caligsmalarina paralel olarak diger pek
cok aragtirmacinin da bitkinin sahip oldugu i¢sel hormonlar nedeni ile disaridan
oksin uygulanmadan siirgiin elde ettigini, bu endojen oksin seviyesinin diisiik olmasi
halinde siirgiin, yiiksek olmasi durumunda ise koéklenmenin goézlendigini not
etmislerdir. Ayn1 zamanda, kiiltiir baglangicinda yumrulari steril saf suda uzun siire
(1 saat) tutmanin difiizyonla dokulara su girisi olmasi nedeni ile oksin seviyesini
azaltacagimi bildirmislerdir. Benzer sekilde kiiltiir 6ncesi kiirleme (kurutma)
uygulamasi ile olusan su kaybinin nispi endojen BBD seviyesini yiikselttigini
belirten arastirmacilar kiirleme uygulanan eksplantlarda siirgiin olusumunun bu
nedenle arttig1 ileri stirlilmiistiir.

Loewenberg (1969) siklamen yumrularimi kullanarak kallus kdiltiirii
olusturmustur. Elde edilen kallus yapilarinin 6 yili agkin bir siire ile alt kiiltiir
yapilarak muhafaza edildigini ve bu siire igerisinde kallus dokularmin organ
olusturma potansiyelini kaybetmedigini bildirmistir. Calismada farkli karbon
kaynaklar1 (maltoz, frikktoz, galaktoz, glikoz, gliserol, mannitol, sukroz) ve besi
ortamlar1 (Heller, Miller, Nitsch, MS) ile ¢aligilmigtir. MS ortaminin seyreltilerek
kullanilmasi ile daha yiiksek kallus kiitlesine ulagildigi ¢alismada karbon kaynagi
olarak en iyi sonu¢ sukroz kullanimu ile elde edilmistir. Kallus olusumu i¢in BBD
olarak NAA (0,04 mg L) ve SD 8339 (6-benzylamino-9-(tetrahydro-2-pyryl)-
purine) kullanilmistir.

Geier (1977) 1-1.5 yasindaki siklamen hat ve ticari hibritlerine ait yaprak,
petiol, yumru ve anter gibi farkli organlar1 eksplant kaynagi olarak kullanmistir.
Nitsch ortaminin kullanildig1 ¢alismada ornekler ilk organojenik yapilar goriilene
dek tamamen karanlik ortamda 24 °C’de tutulmus, organ yapilarinin goriilmeye
baslamasindan sonra 10000-15000 lux 1sik siddeti bulunan 15 saat aydinlik
kosullarda g¢aligmaya devam edilmistir. Yapilan gozlemler sonucunda yumru

pargalarinin rejenerasyon yeteneginin diger bitki parcalarina nazaran daha yiiksek
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oldugu tespit edilmistir. Kullanilan farkli hibrit ve hatlar arasinda ise kayda deger bir
farklilik tespit edilmemistir.

Yumru eksplantlart 0.5-2.5 mg L* NAA ile 0.5-1 mg L* KIN igeren
ortamlarda kiiltiire alindiginda, oncelikle kallus yapilarinin gelistigi gdézlenmistir.
Bunun yaninda 0.1-0.5 mg L™ IAA ile 0.5 mg L* KiN ilave edilmis ortamlarda
siirgiin tomurcugu, 2.5 mg L IAA’in 0.5 ila 1 mg L KiN ile birlikte kullanilmas:
halinde ise hem kok hem de siirgiin tomurcuklarinin olustugu bildirilmistir. Farkli
ortam bilesenleri kullanilarak yumrulardan % 100’e varan organ olusumu elde
edilebilirken, bu oran anterlerin eksplant olarak kullanildigi ortamlarda % 25’lerde
kalmistir. 2,4-D’nin 0.1 ve 0.5 mg L* dozlar ile tek basmna veya KIN ile
kullanildiginda siirgiin, 2.5 mg L* dozunda tek kullaniminda kok KIN ile
kullaniminda ise siirgiin ve kok elde edilmistir. Organ yapilart yumru
eksplantlarindan direk olarak geligirken, diger eksplant tiplerinde indirekt
organogenesis gozlenmistir. Elde edilmis olan siirglin tomurcuklari, NAA iceren
ortamlarda koklendirilerek bitkicige donistiiriilmis ve gelisimlerini saglikli bir
sekilde tamamlayan bitkicikler dis kosullara aktarilmisgtir.

Ando ve Murasaki (1983), gergeklestirdikleri ¢alismada, C. persicum cv.
“Vuurbaak” ¢esidine ait yumru ve petiolleri eksplant kaynagi olarak kullanmiglardir.
Caligmada, NAA (0.1 - 0.2 uM) ve BA (1 uM) ile modifiye edilmis farkli kuvvetteki
(1/1, 1/3 ve 1/10) MS ortaminda, karanlik ve aydinlik (2300 lux) kosullarin siirgiin
ve kallus olusumuna olan etkileri incelenmistir. Sonug olarak arastirmacilar, karanlik
kosullarin aydinlik kosullara gore, 1/3 kuvvetindeki MS ortaminin da 1/1 ve 1/10
kuvvetindeki ortamlara gore daha yiiksek miktarda kallus ve siirglin olusumunu
destekledigini bildirmislerdir.

Wicart ve ark., (1984) in vitro kosullarda somatik dokulardan elde edilen
yapilar ile tohum embriyosu ve bundan gelisen yapilar1 histolojik calisma ile
karsilagtirmali olarak incelemislerdir. Deneme genelinde, kullanilan eksplant
kaynag1 ve hormon dozlar1 bakimindan farkliliklar gozlenmistir. Bunun hiicrelerin

dis hormonlara kars1 olan farkli tepkilerinden veya kendi sahip olduklar1 endojen
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hormonlarin etkisinden olabilecegini belirten arastirmacilar, siirgiin olusumu igin en
uygun iiretim materyalinin yumru parcalari oldugunu igaret etmislerdir.

Murasaki ve Tsurushima, (1988) 1slah caligmalari i¢in ¢ogaltim katsayisini
arttirmaya yonelik yaptiklar1 ¢alismada etiyollesmis yaprak saplarini kullanmis ve
bu sekilde ana bitkiye zarar vermeden ve tek bitkiden ¢cok sayida eksplant elde ederek
yiiksek iiretim katsayisina ulagsmanin miimkiin oldugunu bildirmiglerdir.
Etiyollesmis petiollerin normal petiollere gore daha fazla siirgiin oranina ulagtigini
belirten arastirmacilar eksplantlarin % 74’iinde siirgiin elde etmeyi basarmislardir.
Elde edilen siirgiinler, 0.1 mg L NAA igeren ortamda kiiltiire alinarak % 70
oraninda koklenme elde edilmis ve bu bitkilerin % 95’1 saglikli olarak dis ortama
aligtirilmastir.

Dillen ve ark., (1996) C. persicum tiirtine ait kendilenmis 1slah hatlarini
(inbred lines) kullanarak uzun siireli kallus kiiltiirii olusturmuslardir. Yiizeyi
kahverengi ve koyu renkli olan kalluslarin rejenerasyon yeteneginin diisiik oldugunu
gozleyen aragtirmacilar, agik sar1 renkli kalluslarin yiiksek organojenik potansiyele
sahip oldugunu belirtmislerdir. Arastirmada bu iki farkli kallus yapisinin farkli
eksplantlar iizerinde gozlenebildigi gibi, ayni eksplant iizerinde her iki tipteki kallusa
rastlamanin miimkiin oldugu goriilmistiir. Aragtirmacilar, organojenik kalluslarin
secilerek devam edilmesi ile rastgele yapilan alt kiiltiirlere nazaran 3 kat daha fazla
siirgiin elde edilebildigini kaydetmislerdir. Ancak alt kiiltiir siiresi uzadik¢a hem
fenotip hem de genotip bakimindan ana bitkiden farkli anormal bitkilerin
gbzlenmeye basladig rapor edilmistir. Ilerleyen agsamalarda, fazla yaprak sayisina
sahip olan siirgiin yapilarinin daha yiiksek oranda kok gelistirdigi ve aklimatizasyon
asamasinda daha yliksek yasama oranina sahip olduklar1 gézlenmistir.

Karam ve Al-Majathoub, (2000b) dogal yayilis gosteren C. persicum Mill.
tirii ile gerceklestirdikleri caligmada, yaprak ayasi, petiol, petal ve cicek saplarm
kullanmiglardir. Kiiltiir dncesi eksplantlarin bir kism1 6 hafta boyunca karanlikta
tutularak ¢igek ve yaprak saplarinin uzamasi saglanmig ve bunlar etiyollesmemis

eksplantlarla karsilagtirmali olarak kiiltiire alinmigtir. Calismada, 1/3 kuvvetindeki
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MS ortamina degisen oranlarda BA (0, 1, 2 ve 3 mg L) veya TDZ (0, 0.0022, 0.022,
0.22 ve 2.2 mg L?) ilave edilerek organogenesis lizerine olan etkileri incelenmistir.
BA kullaniminda higbir eksplant tipinde ve etiyollesme uygulamasinda siirgiin elde
edilememistir. Benzer sekilde, yaprak ayasi eksplantinda da TDZ konsantrasyonuna
bagli olmaksizin her hangi bir gelisim ger¢eklesmemistir. En yiiksek siirgiin gelisimi
0.022 veya 0.22 mg L TDZ kullaniminda ¢igek sap1 eksplantinda ve 0.022 mg L
TDZ kullanimi ile petal eksplantinda gézlenmistir. Eksplant basina diisen siirgiin
sayis1 bakimmdan en yiiksek sonu¢ 0.22 mg L* TDZ kullaniminda ¢igek sap1
eksplantindan elde edilmistir. eksplant tipi ve TDZ dozu rejenerasyon iizerine
onemli derecede etkili bulunmustur. Deneme genelinde etiyollesmis eksplantlarin
etiyollesmemis olanlara kiyasla enfeksiyon orani (% 0) ve rejenerasyon potansiyeli
bakimindan énemli derece iistiin olduklar1 ayrica rapor edilmistir. En yiiksek siirgiin
gelisim oram1 % 74 ile 0.022 mg L* TDZ kullanimi ile etiyollesmis petiol
eksplantindan elde edilmistir. Aragtirmacilar ayrica, yumrularin diger eksplant
tiplerine nazaran daha yiiksek rejenerasyon yetenegi olmasina karsin, enfeksiyon
riski ve besi ortaminda devamli siireyle antibiyotik kullanimi gerektirmesi (Geier,
1977) bakimindan tercih etmediklerini belirtilmiglerdir. Calismada, eksplantlar
arasinda gozlenen yiiksek rejenerasyon farkliligiin, farkli dokulara ait hiicrelerin
bitki biiylime diizenleyicilere farkli oranlarda tepki vermelerinden, endojen biiyiime
diizenleyicilerden ve degisen oksin- sitokinin oksidaz aktivitesinden kaynaklandigi
diistintilmektedir.

Mohannad ve Karam, (2000) c¢aligmalarinda in vitro kosullarda
cimlendirilen 7 haftalik bitkilere ait kok, yaprak sapi, kotiledon yapraklar ve dort
parcaya boliinmiis yumru eksplantlar1 kullanmislardir. Bitki biiyiime diizenleyicisi
olarak 2 MS ortamima 0.1 mg L™ NAA ile 0, 1, 2 ve 3 mg L™ BA ilave edilmistir.
Calismada tiim eksplant tiplerinde siirgiin ve kok olusumlar1 gozlenirken, en fazla
siirgiin oran1 % 54 ile 2 mg L BA ilave edilen ortamda, yumru eksplantindan
gozlenmistir. Benzer sekilde en fazla siirglin sayis1 da eksplant basina 3.4 ile

yumrularda goézlenmistir. Arastirmacilar hormonsuz ortamda yalnizca yumru
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eksplantinda siirglin olusumunu ( % 13) gozlerken diger eksplantlarda her hangi bir
rejenerasyon olmadigini bildirmislerdir. Bununla birlikte 2 mg L™ BA dozu yaprak
sap1 ve kotiledonlarda siirgiin olusumunu 1 mg L™ BA’ya nazaran diisiiriirken, 3 mg
L BA dozu tiim eksplantlarda rejenerasyon iizerine olumsuz etki yapmustir.
Koklenme igin ise sirast ile 0, 0.025, 0.5 veya 1 mg L oranlarinda NAA veya IBA
kullanilmistir. Hormon ilave edilmeyen veya 0.025 mg L konsantrasyonunda BBD
iceren ortamlarda koklenme gdzlenmezken, 0.5 ve 1 mg L dozlarinda sirasi ile %
86 ve % 100 oranlarinda kok elde edilmistir. IBA veya NAA kullanimlar1 arasinda
ise farklilik tespit edilmemistir. Bununla birlikte dozun 1 mg L*ye ¢ikartilmasi
koklenme yiizdesini arttirirken, kok miktar1 ve uzunlugu iizerine etkili
bulunmamistir. Arastirmacilar diger pek ¢ok aragtirmada da belirtildigi tizere BA,
NAA kullaniminin organogenesis lizerine etkili oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica,
diger eksplant tiplerinde siirgiin meristemi bulunmadigi ve bu eksplantlarin endojen
sitokinin seviyelerinin yumru pargalarina nazaran diisiik oldugu i¢in yumru
eksplantinin  siirgiin rejenerasyonuna daha yiiksek oranda cevap verdigini
belirtmislerdir.

Abu-Qaoud, (2004) calismasinda C. persicum cv. Concerto ¢esidine ait
aseptik yumru, yaprak ve yaprak saplarini kullanarak mikro yumru ve siirgiin
olusumu elde etmistir. Calismada farkli dozlarda BA (1, 2, 3 mg L) ve TDZ (0.11,
0.22,0.44,0.88 mg L) 1 mg L%, NAA ile kombine edilerek kullanilmigtir. Kiiltiir
varyetesine ait steril tohumlar, MS ortaminda ¢imlendirilmis ve 1 ay sonra yumrular
enine iki parca halinde, yapraklar dort parcaya boliinerek kullanmilmustir. Bir ay
sonunda alinan gozlemlerde mikro yumru sayisi, eksplant bagina yumru sayis1 ve
mikro yumru basina yaprak sayilar1 incelenmistir. Farkli oranlarda BA (1 mg L) ve
TDZ (0.22 ve 0.88 mg L) igeren ortamlarda, yumru eksplantindan % 100 oraninda
siirgiin elde edilmis, en fazla yaprak sayis1 10.8 adet ile 0.88 mg L™ TDZ igeren
ortamda elde edilmistir. Yaprak saplarinda rejenerasyon gozlenmezken, mikro
yumru yapilari sadece yaprak eksplantindan elde edilebilmistir. En yiiksek mikro

yumru olusturma orani, % 58.3 ile 0.88 mg L'* TDZ iceren ortamdan gdzlenmistir.
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% 41.6 oraninda mikro yumru edilmis olan 0.44 mg L* TDZ igeren ortam ise 3
yumru/eksplant orani ile en yiiksek sayida mikro yumru elde edilen BBD dozu
olmustur. Sitokinin icermeyen ortamlarda ¢alisma boyunca her hangi bir siirgiin
olusumuna rastlanilmamustir. Calisma sonucunda, arastirict TDZ’nin BA’ya nazaran
siirglin olusumu {iizerine daha etkili oldugunu belirtmistir. Caligmada elde edilen
bitkicikler, % 30 basar1 orani ile saglikli bir sekilde dis ortama aktarilmistir.
Aragtirmacilar, somatik embriyogenesis yonteminin en sik kullanilan in vitro tiretim
yontemi oldugunu belirtmislerdir. Ancak her genotipten cevap alinamamasi nedeni
ile liretimin saglanamamasi ve indirekt rejenerasyon (kallus) nedeni ile varyasyonun
olugsmasi gibi nedenlerden dolay1i, organogenesis yoOnteminin G&nemini
vurgulamislardir.

Prange ve ark., (2008) in vitro kosullarda ¢imlendirilmis C. mirabile Hild.,
C. coum Mill., C. graecum Link ve C. hederifolium Aiton tiirlerine ait kotiledon,
yumru ve kok yapilarini eksplant kaynagi olarak kullanarak organogenesis ¢aligmasi
gerceklestirmislerdir. Arastirmacilar, %> MS ortamina 0.5 mg L' NAAve mg L2 1.0
BAP veya 0.5 mg L™ IAA, 1.0 mg L* BAP 1.0 mg L 2iP ve 1.0 mg L KiN ilavesi
ile optimum siirglin gelisimi elde etmislerdir. En uygun eksplant kaynagmnin tiire
bagli olarak kotiledon veya yumru oldugunu belirten arastirmacilar, kok
eksplantindan daha ¢ok kdk yapilarinin elde edildigini bildirmislerdir. Arastirmada
ayrica aym tiire ait farkli genotiplerin ortamlara farkli tepkiler verdigi
vurgulanmistir. Bunun yaninda diisiik sitokinin kullaniminda yiiksek kok gelisimi
gozlendigi ve bunun muhtemelen dokuda yer alan yiiksek ekzogen oksin nedeni ile
oldugu belirtilmistir.

Yamaner ve Erdag, (2008) calismalarinda, Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren
endemik C. mirabile tiirtini kullanmislardir. 8 haftalik steril bitkilere ait kok, yaprak,
yaprak sapi ile biitiin ve 4 parcaya boliinmiis yumrularin eksplant kaynagi olarak
kullanildig1 ¢alismada, siirgiin ve mikro yumru elde edilmistir. Calismada MS
ortammin yam sira Loewenberg, Bourgin & Nitsch ve Linsmaier & Skoog

ortamlarini kullanan aragtirmacilar, bitki biliylime diizenleyicisi olarak NAA, TAA,
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BA, KIN, TDZ ve 2,4-D’nin farkli kombinasyonlarimi kullanmislardir. Yaprak ve
kok eksplantlarindan her hangi bir rejenerasyon gézlenmezken, yaprak sapinda %
25 oraninda kallus gelisiminin goézlendigi ancak organ farklilagmasinin olmadigi
bildirilmistir. Dort parcaya boliinmiis yumru pargalarinda ise en yiiksek siirgiin
olusum orani, % 12.5ile 0.1 mg L™ IAA ve 0.5 mg L KiN ilave edilmis ortam ile
0.5mg L™t NAA ve 0.5 mg L™ KiN ilave edilmis olan ortamlarda saglannustir. Biitiin
yumru par¢alarinin kullanildig1 denemede ise artan BA konsantrasyonunun siirgiin
gelisimini olumsuz etkiledigini bildiren arastirmacilar en yiiksek siirgiin gelisim
oraninin % 12.2 ile 1 mg L2 BA ve 0.1 mg L NAA ilave edilmis 2 MS ortaminda
gozlendigini, bu oramin 2 mg L ve 3 mg L BA kullamminda diistiigiinii ifade
etmislerdir. Mikro yumru olusumu i¢in yalnizca BA’nin yeterli oldugunu bildiren
arastirmacilar, 2 mg L™ BA kullanimu ile biitiin yumru eksplant1 bagina 5.2 olan
mikro yumru olusum miktarimin 0.1 mg L* NAA ilavesi ile 6 adede ¢iktigini
belirtmislerdir. Goreceli diisiik oksin dozlarmin (<5 pM) mikro yumru olusumu igin
daha uygun oldugunu bildiren arastirmacilar, yiiksek dozlarin yumru olusumunu
azalttigin1 hatta bazen engelledigini belirtmislerdir. Bununla birlikte mikro yumru
olusumunun diger rejenerasyon tepkileri gibi yiiksek oranda g¢evre, genotip ve
uygulanan hormonlara bagli olan kompleks ve degisken bir olay oldugu
bildirilmistir. Rejenerasyonu tesvik etmek igin alt ve list kisimlar1 kesilerek biitiin
halde kiiltiire alinan C. mirabile yumrularinda BA i¢ermeyen kontrol ortamu ile
yalniz basina NAA igeren ortamlarda hicbir gelisme saglanamamustir. Arastirmacilar
pek cok caligmada oldugu gibi siklamenin in vitro siirgiin rejenerasyonu i¢in BA’ya
ihtiyag duydugunu belirterek optimum dozun 2 ila 3 mg L' BA oldugunu
bildirmislerdir.

Bunun yaninda aragtirmacilar diger pek ¢ok ¢aligmada karsilasildigi gibi
ayni bitkiden (genotipten) alinan eksplantlar arasinda ciddi rejenerasyon farkliliklart
tespit etmislerdir. Arastirmacilar bunun biiyilik oranda hiicrelerin eksplant kaynagina
bagli olarak bitki biiylime diizenleyicilere verdikleri farkli tepkilerden

kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Bunun yaninda hiicrelerin sahip oldugu
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endojen hormon seviyeleri ile oksin sitokinin oksidaz aktivitesinin de etkili
olabilecegini rapor etmislerdir.

Seyring ve ark., (2009) ¢alismalarinda farkli dogal siklamen tiirlerine ait (C.
persicum, C. coum, C. cilicium, C. purpurascens, C. hederifolium ve C. africanum)
yaprak, yaprak sapi, ovul ve cigek sap1 eksplantlart ile organogenesis denemesi
kurmuslardir. 1.5 mg L' BAP, 1 mg L't 1AA ve 120 mg L adenin ilave edilmis olan
Nitsch Nitsch ortaminda en yiiksek siirgiin oran1 % 75 ile C. africanum yaprak
eksplantindan elde edilmistir. Bunu % 50 siirgiin orani ile C. persicum ovul eksplanti
ve C. purpurascens yaprak eksplantlar1 takip etmistir.

Nhut ve ark., (2012) C. persicum tiirii ile ger¢eklestirdikleri ¢alismalarinda
eksplant kaynagi olarak Thin Cell Layers (TCL) teknigi ile 1mm boyutunda kesilmig
cigek saplarini kullanmuslardir. Arastirmacilar, MS ortamima 0.2 mg L™t TDZ ve 1.0
mg L 2,4-D ilave ederek % 100 oraninda kallus olusumu elde etmislerdir. Kallus
yapilariin 0.5 mg L™ BA ve 0.7 mg L™ IBA bulunan ortama aktarilmasiyla % 39.4
oraninda siirgiin gelisimi gézlemlendigi bildirilmistir. Calismada TLC yonteminin
in vitro rejenerasyona tepki vermeyen pek ¢ok tiir i¢in olduk¢a timit verici bir teknik
oldugu belirtilmistir.

Jalali ve ark., (2012) yapmuis olduklar1 derlemede, Cyclamen tiirleri tizerine
yapilmis olan doku kiiltiiri galigsmalarini bir araya getirmislerdir. Derlemede, ticari
siklamen tiirlerinin tohum ile iiretilmesine karsin in vitro ¢calismalarin siklamen 1slah1
ve kitlesel tiretimi i¢in énemli bir enstriiman oldugu belirtilmistir. Ayni zamanda,
giiniimiize kadar siklamen iizerine yapilmis in vitro ¢aligmalarin 2012 yilina kadar
biiyiik 6lgilide organogenesis konusu lizerine yogunlastigi, son donemlerde ise
somatik embriyogenesis ile ilgili ¢caligmalara agirlik verildigi goriilmektedir.

Teixeira da Silva, (2016) yapmis oldugu derlemede yalnizca organogenesis
iizerine yapilan siklamen ¢aligmalarim ele almis ve yapilan arastirmalar1 10’ar yillik
dilimler halinde incelemistir. Derlemede, 1956 yilinda Mayer ile baslayan Cyclamen
tiirlerine iliskin organogenesis ¢aligmalarinin Nhut ve arkadaslarinin 2012 yilinda

gerceklestirdikleri calismaya kadar devam ettigi goriilmektedir.
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2.1.2.1. Siklamen Tiirlerinde Mikro Yumru Elde Edilen In vitro Calismalar

Siirgiin ve kok gelisiminin yani sira bazi arastirmacilar ¢alismalarinda mikro
yumru yapilarinin elde edildigini de bildirmislerdir. Yumru ve benzeri yapilar
geofitlerin dogada yaz boyunca canli kalabilmesini saglarken ticari olarak, depo
organlarin {iretimi tasima depolama ve dikim asamasinda tiim bitkiye kiyasla biiyiik
avantajlar saglar (Karam ve Al-Majathoub, 2000a)

Karam ve Al-Majathoub (2000a) calismalarinda in vitro kosullarda
cimlendirilmis aseptik fidelere ait 7 haftalik yumru, petiol, yaprak, kotiledon ve kok
parcalarin1 eksplant kaynagi olarak kullanmislardir. Calismada, 6ncelikle damarli,
damarsiz ve petiollii olarak farkli sekillerde kesilmis yaprak pargalarimin 0.1 mg L
NAA ve 0.22 TDZ igeren > MS ortaminda gelisimlerine bakilarak eksplant tipinin
siirglin olusumuna olan etkileri incelenmistir. Bu denemede, damarsiz yaprak
parcalarinda gelisim goriilmezken, en yiiksek rejenerasyon orami damarli yaprak
ayalarinda gozlenmistir (% 88). Kurulan diger denemede ise aseptik yumru,
kotiledon, kok ve petiol eksplantlariin, NAA (0.1 mg L) ve BA (0, 1,2,3mgL™)
iceren ¥ MS ortaminda ve farkli sukroz dozlarinda (30, 60, 90 ve 120 mg Lt) mikro
yumru olusturmalart incelenmistir. Denemede, yumru ve petiol eksplantinda mikro
yumru olusmazken, en yiiksek mikro yumru olusturma oranmi % 42 ile kok
eksplantinda (2.5 adet/eksplant) gézlenmistir. Deneme bitki biiyiime diizenleyiciler
bakimindan incelendiginde, en yiiksek yumru olusturma orani ve sayisi sira ile % 20
ve 1.1 adet/eksplant ile 1 mg L' BA iceren ortamdan elde edilmistir. Kok
eksplantinda bu oran, 1 mg L™? BA iceren ortamda % 71, mikro yumru sayisi ise 4.6
adet/eksplant olarak bulunmustur. Sukroz konsantrasyonu bakimindan en yiiksek
mikro yumru olusumu % 100 ile 30 mg L™ dozdan elde edilmistir

Sonug olarak arastirmacilar, in vitro rejenerasyonun sukroz ve BBD
konsantrasyonu, sabit veya hareketli kiiltiir ortam, eksplant tipi, bitki gelisim evresi
ve kiiltiir varyetesi (genotip) gibi faktdrlerden etkilendigini bildirmislerdir. Ozellikle

eksplant tipleri arasindaki farkliligin hiicrelerin sahip oldugu endojen hormon
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seviyelerindeki farkliliklar ve hiicrelerin disaridan uygulanan hormonlara farkli
hassaslik seviyesinde tepki vermeleri nedeni ile oldugunu ileri siirmiislerdir.

Abu-Qaoud, (2004) C. persicum *Concerto’ ¢esidine ait aseptik kosullarda
cimlendirdigi fidelere ait, yaprak, yaprak sapi, yamru parcalarini eksplant kaynagi
olarak kullanmistir. Siirgiin gelisimi i¢in en uygun eksplantin yumru pargalari
oldugunun belirtildigi ¢aligmada, mikro yumru yapilar1 sadece yaprak eksplantindan
elde edilebilmistir. En yliksek mikro yumru oranlari sirasi ile % 41.6 ve % 58.3
olarak 2 ve 4 uM TDZ iceren ortamlardan elde edilmistir.

Yamaner ve Erdag, (2008) in vitro rejenerasyon i¢in C. mirabile tiiriine ait
aseptik yaprak, yaprak sapi, kok ve yumru pargalari ile biitiin yumrular
kullanmiglardir. En fazla mikro yumru (6 adet/eksplant), 2 mg L BA ve 0.1 mg L™

NAA igeren ortamlardan ve boliinmemis yumrulardan elde edilmistir.

2.1.3. Siklamen Tiirlerinde Embriyogenesis Calismalari

In vitro Somatik embriyogenesis bitkinin soma (viicut) hiicrelerinin farkli
sekillerde uyarilarak zigotik embriyonun gecirmis oldugu asamalara yonlenerek
embriyo olusturmasidir. Somatik embriyogenesis ile iistiin genotiplerin kisa siirede
adina dogru bir sekilde iiretimine olanak verir. Ayrica, kisa siirede kitlesel {iretim,
biyoreaktorler i¢in embriyo liretimi, enkapsiilasyon, kriyoprezervasyon, genetik
transformasyon ve klonal ¢ogaltim bakimindan avantajlar saglarken, diisiik
¢imlenme oranlar1 somatik embriyo ¢aligmalarini kisitlayan en biiylik dezavantajdir.
Somatik embriyogenesis caligsmalarinin bir amaci da, generatif iiretimin yerini
alabilecek bir sentetik tohum prosediiriiniin olusturulmasidir. Bir diger 6nemli amaci
ise yiiksek degere sahip bilesiklerin biyoreaktdrlerde iiretimi gibi 6zel kullanim
alanlarina hizmet etmektir (Jimnez, 2001; Winkelmann ve ark., 2006; Bian ve ark.,
2010; Winkelmann, 2010; Jalali ve ark., 2012, Tagipur ve ark., 2016).

Somatik embriyo olusumu iizerine bitki biiylime diizenleyiciler, besi
ortaminin pH’s1 kiiltlir odas1 sicakligi veya farkli kimyasal uygulamalar etkilidir

ancak gecerli bir uygulama heniiz tespit edilebilmis degildir. Genelde kullanilan
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eksplantlardan diisiik oranda somatik embriyo yapilar1 elde edilebilmektedir.
Somatik embriyo gelisimi, Faz 0 (induction) ve Faz 1 (expression veya realization)
olmak iizere iki asamadan olusur. ilk asamada oksinli ortamda potansiyel hiicreler
ve hiicre kiimeleri olusur, ikinci asamada eksplant oksinsiz ortama alinir ve somatik
embriyo yapilari ortaya ¢ikar (Jimnez, 2001; Winkelmann, 2010).

Somatik embriyo yapilari, 17 tiirde hormonsuz ortamdan, 29 tiirde oksin
igeren ortamdan, 25 tiirde ise sitokinin igeren ortamdan elde edilmistir. 2,4-D, en sik
basvurulan oksindir (% 49) bunu % 27 ile NAA izlemektedir (Jimnez, 2001). Oksin
uygulamasiin somatik embriyo olusumunu baglatmak icin gerekli oldugu ve
ortamdan oksinin uzaklastirilmasi veya dozunun diisiiriilmesi ile somatik embriyo
yapilarinin ortaya ¢iktig1 birgok arastirmaci tarafindan kanitlanmistir (Jimnez, 2001;
Winkelmann ve Serek, 2005; Seyring ve ark., 2009; Winkelmann, 2010; Kocak ve
ark., 2014; Izgii ve ark., 2016).

Siklamende somatik embriyogenesis, genotip, eksplant kaynagi, ortam
bilesenleri, bitki biiyiime diizenleyicileri ve konsantrasyonlar ile kiiltiir kosullari
gibi pek ¢ok faktdrden etkilenmektedir (Winkelmann ve Serek, 2006; Jalali ve ark.,
2010; Kogak ve ark., 2014; izgii ve ark, 2016; Tagipur ve ark., 2016).

Siklamen tiirleri kullanilarak gerceklestirilen somatik embriyo ¢aligmalarina
en ¢ok konu olan C.persicum tiiriinde pek ¢ok arastirmaci tarafindan etkin bir in vitro
iretim sistemi gelistirilmistir (Takamura ve ark., 1995; Dillen ve ar., 1996;
Schwenkel ve Winkelmann, 1998; Winkelmann ve ark., 1998; Furukawa ve ark.,
2001; Seyring ve ark., 2009; Winkelmann, 2010; Kocak ve ark., 2014; 1zg1"1 ve ark.,
2016; Tagipur ve ark., 2016). C. cilicium ve C. mirabile tiirleri iizerine yapilan
somatik embriyo veya embriyo benzeri yapilarin elde edildigi calismalar ise biraz
sinirlidir (Furukawa ve ark, 2001; Seyring ve ark., 2009; Prange ve ark., 2010a).
Seyring ve ark., (2009) C. africanum Boiss. and Reut., C. cilicium Boiss. and Heldr.,
C. coum Mill., C. hederifolium Ait., C. persicum ve C. purpurascens Mill. tiirlerini
kullanarak embriyo benzeri yapilar elde etmistir. Prange ve ark., (2010a), C. coum,

C. alpinum, C. mirabile ve C. graecum tiirlerinde somatik embriyo olusumlarini
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incelemislerdir. Benzer ¢aligmalar, C. cilicium, C. coum, C. graecum, C.
hederifolium, C. persicum, C. purpurascens ve C. rohlfsianum gibi farkli siklamen
tiirleri kullanilarak gergeklestirilmistir (Furukawa ve ark., 2001; Tagipur ve ark.,
2016).

Otani ve Shimada, (1991) islah materyali olarak kullanilan elit siklamen
hatlarini iiretmek amaci ile C. persicum cv. Table Mini Lilac Rose ¢esidine ait yaprak
parcalar1 ile somatik embriyogenesis denemesi kurmuslardir. Calismada bitki
biiyiime diizenleyici olarak, 1 mg L 2,4-D igeren Linsmaier-Skoog besi ortamina
degisen oranlarda KIN (0, 0.1, 0.5, ve 1.0 mg L) ilave edilerek somatik embriyo
olusumu iizerine etkileri incelenmistir. Yari saydam renkli, dagilabilir ve opak beyaz
renkli, kompakt olmak tizere iki farkli kallus yapis1 gdézleyen aragtirmacilar, bu
yapilar1 bitki biiyiime diizenleyici icermeyen 2 LS ortamina alarak somatik
embriyolarm olugmasini saglamislardir. KIN dozunun artmasi ile birlikte kallus
olusum orani artarken, somatik embriyo olusumu azalmistir. En yiiksek somatik
embriyo oran1, % 46.7 ile 0.1 mg L™ KiN kullanilan ortamda elde edilmistir. Dis
kosullara alistirildiktan sonra g¢igeklenen 200’lin ilizerindeki bitkide her hangi bir
morfolojik farkliliga rastlanilmamustir.

Kreuger ve ark., (1995) in vitro kosullarda yetismis C. persicum ‘Concerto
Scarlet Othello’ (S&G Tohum) ¢esidine ait yumru pargalarini baglangic materyali
olarak kullanarak sivi ortamda somatik embriyogenesis denemesi kurmuslardir.
Bitki biiyiime diizenleyicisi olarak 25 uM 2,4-D ve 5 pM KIN ilave edilerek
hazirlanan B5 ortaminda BBD konsantrasyonu ilk hafta sonunda 1/5, takip eden
haftalarda ise 2 oraninda seyreltilmistir. Alt kiiltiirden 8 giin sonra steril saf su ile
hacminin 2 - 8 kati arast seyreltilen pro-embriyonik kiiltiir, farkli delik gaplarina
sahip eleklerle siiziilerek bitki biiylime diizenleyici icermeyen MS veya B5
ortamlarina aktarilmigtir. Farklilagsma ortaminda en fazla tek embriyonun 150-300
um elek capindan siiziilen siispansiyon kiiltiirinde gelistigi tespit edilmistir.

Aragtirmacilar, yumrunun daha kii¢iik par¢alar halinde kesilmesinin pro-embriyonik
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kiiltiir olusumunu tesvik ettigini belirtmiglerdir. Bununla birlikte, ayri sekilde kiiltiire
alian epidermis ve korteks kisimlarinda rejenerasyon gézlenmemistir.

Takamura ve ark., (1995) Cyclamen persicum ‘Anneke’ ¢esidine ait aseptik
kok, yumru, yaprak sapt ve kotiledon yapraklarimi kullanarak somatik
embriyogenesis calismas1 gerceklestirmislerdir. Birbirlerinden bagimsiz kurulan
denemelerde, farkli dozlarda 2,4-D (0, 5.0 ve 50.0 pM) ve KIiN (0, 0.5, 5.0 ve 50.0
puM) kullaniminin yani sira degisen oranlarda sukroz (% 3, % 6 ve % 9), farkli kiiltiir
odasi sicakliklari (20, 25 ve 30 °C), tamamen karanlik veya 24 saat aydinlik/karanlik
uygulamalarinin somatik embriyo olusumu fiizerine olan etkileri incelenmistir.
Optimum bitki biiylime diizenleyici dozlarinin eksplant kaynagina gore degistigini,
ozellikle yiiksek doz oksin kullaniminin rejenerasyonu olumsuz etkiledigini bildiren
arastirmacilar, benzer sekilde % 9 sukroz dozunun gelisimi olumsuz etkiledigini
rapor etmislerdir. Ayni zamanda arastirmacilar kiltir odasinin 25 ila 30 °C
sicakliklar arasinda ve tamamen karanlik olmasi gerektigini belirtmiglerdir.

Winkelmann ve ark., (1998) Cyclamen persicum cv. Purple Flamed ¢esidine
ait dollenmemis ovulleri eksplant kaynagi olarak kullanarak siispansiyon kiiltiirii
kurmuslardir. Siispansiyon kiiltiiriinti, disiik iscilik ve hizli SE {retimi gibi
nedenlerle tercih eden arastirmacilar, 1 litrelik kiiltiir ortamindan 90.000 adet
bitkicik elde etmenin miimkiin oldugunu bildirmislerdir. %> MS ortamina 2 mg L™
2,4-D ve 0.8 mg L 2iP ilave edilmesi ile aym kiiltiir cesidinden hem embriyojenik
(kahverengimsi yumusak yapili) hem de embriyojenik olmayan (sar1 renkli dagilgan)
kallus yapilar1 elde edilmistir. Embriyojenik kallus yapilari, embriyojenik
olmayanlara nazaran daha hizli kararmaya basladig1 i¢in 4 hafta olan alt kiiltiir siiresi
embriyojenik kalluslarda 3 hafta ile simirlandirilmistir. Arastirmacilar, globuler
asamadaki embriyolarm bitki biiylime diizenleyicisi icermeyen ortama aktarildigi
halde baskin kok gelisimi veya diisiik ¢imlenme gibi nedenlerle ilerleyen
calismalarda ¢imlenme agamasinin optimize edilmesi gerektigini bildirmislerdir.

Seyring ve ark., (2009) ¢alismalarinda farkli dogal siklamen tiirlerine ait (C.

persicum, C. coum, C. cilicium, C. purpurascens, C. hederifolium ve C. africanum)
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yaprak, yaprak sapi, ovul ve ¢icek sap1 eksplantlari ile somatik embriyogenesis
denemesi kurmuslardir. 2 mg L™ 2,4-D ve 0.8 mg L™ 2iP ilave edilmis MS ortaminin
kullanildig1 ¢alismada, en yiiksek somatik embriyo orani, % 50 ile C. africanum ve
C. persicum’un ¢igek sap1 eksplantindan elde edilmistir. Arastirmacilar, 2 mg L?
2,4-D ve 0.8 mg L 2iP igeren besi ortaminda somatik embriyo yapilarinin yan1 sira
stirglin yapilarinin da elde edildigini bildirmisler ancak oranlar1 hakkinda bilgi
vermemislerdir.

Prange ve ark., (2010a) C. coum tiiriinde somatik embriyogenesis ve
protoplast kiiltiirii denemesi kurmuslardir. Bunun igin 10 farkli genotipe ait 1 cm?’lik
yaprak pargalari, 6ncelikle 0.8 mg L™ 2,4-D + 0.5 mg L™ BA igeren ¥ MS ortaminda
4-6 ay kiiltiire almmustir. Ardindan embriyogenesis igin 2.0 mg L™ 2,4-D + 0.8 mg
L! 2iP igeren ortama aktarilan oOrnekler igerisinden sadece bir genotipte
embriyojenik kallus gézlenmis ve ¢alismaya bunun ile devam edilmistir. Calismada
protoplast ve somatik embriyo i¢in kat1 ve sivi olarak hazirlanan besi ortamlarina
degisen dozlarda bitki biiylime diizenleyiciler, aktif karbon ve kalsiyum gibi
maddeler ilave edilerek rejenerasyon iizerine olan etkileri incelenmistir.
Arasgtirmacilar, C. coum tiiriine ait somatik embriyolarda elde ettikleri ¢imlenme
oraninin % 0 ila % 10 arasinda degistigini ve bunun dnceki ¢caligmalarda C. persicum
tiirlindeki ¢imlenme oraninin ¢ok altinda oldugunu belirtmiglerdir. Caligmada son
olarak ploidi seviyeleri incelenmis ve protoplast orijinli kalluslarda % 20, somatik
embriyodan gelisen bitkilerde ise % 0.9 oraninda tetraploid hiicre tespit edilmistir.

Winkelmann, (2010) C. persicum i¢in gelistirdigi somatik embriyogenesis
protokoliinde, en uygun eksplant kaynagimin tozlanmamis ciceklere ait ovuller
oldugunu bildirmistir. Bunun igin tamamen karanlik ortamda 2,4-D (2.0 mg L) ve
2iP (0.8 mg L) ilave edilmis 2 MS besi ortaminda kiiltiire alinan ovuller
embriyojenik kallus yapilarinin olusmasimnin ardindan bitki biiylime diizenleyici
icermeyen ortamlara aktarilmistir. Bu ortamda meydana gelen farklilasma ve
¢imlenmenin ardindan aydinlik kosullara alinan bitkicikler, 2 ila 4 ay i¢inde dis

kosullara aktarilma seviyesine ulagmistir. Somaklonal varyasyon oraninin ¢ok az
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oldugunu belirten aragtirmaci, bu protokoliin klonal ¢ogaltimin yani sira sentetik
tohum iretimi, kriyoprezervasyon, genetik transformasyon ve protoplast
rejenerasyonu i¢in de uygun oldugunu bildirmistir.

Jalali ve ark., (2010a) baslangi¢ materyali olarak C. persicum ‘Halios’
cesidine ait yaprak ve yaprak saplarini kullanarak somatik embriyogenesis ¢alismasi
gerceklestirmislerdir. Bitki biiyiime diizenleyici olarak, Y2 MS ortamina 1, 2 ve 4 mg
L 2,4-D ve 0, 0.1, 0.5 mg L KIN ilave edilmistir. Biiyiikliiklerinin 0.7 - 1 cm
boyuta ulagmasinin ardindan hormonsuz besi ortamina alinan kalluslarda 8 hafta
sonra olusan somatik embriyolar kaydedilmistir. Seffaf - yumusak dokulu ve opak,
beyaz - sert dokulu olmak ftizere iki farkli kallus tipinin gozlendigi arastirmada,
yaprak eksplantindan yaprak sapina nazaran daha yiiksek oranda kallus ve somatik
embriyo elde edilmistir. Kallus olusumu bakimindan deneme genelinde en yiiksek
oran 1 mg L* 2,4-D + 0.5 mg L*KIN dozunda elde edilirken, eksplant bazinda bu
dozlar yaprak igin 1 mg L™ 2,4-D + 0.5 mg L"* KIN, yaprak sapinda ise 1 mg L™ 2,4-
D + 0.1 mg L KIN olarak tespit edilmistir. En yiiksek somatik embriyo oran1 da, 4
mg L* 2,4-D + 0.1 mg L KiN kullaninu ile yaprak eksplantinda gdzlenmistir.

Jalali ve ark., (2010b) C. persicum Halios’ ¢esidi ile gergeklestirdikleri bir
bagka caligmada, eriskin ex vitro bitkiye ait geng yapraklari eksplant kaynagi olarak
kullanmislardir. Bitki biiyiime diizenleyicisi olarak 1,2 ve 4 mg L1 2,4-D ve 0, 0.1,
0.5 mg L* KIN kullamldigi ¢alismada, ayrica MS ve % MS ortamlar1 da
karsilastirilmigtir. Kallus olusumu bakimindan iki ortam arasinda istatistiki olarak
o6nemli bir fark bulunmazken, somatik embriyo orani bakimidan % MS kullanim
daha olumlu sonug¢ vermistir. Arastirmada en yiiksek somatik embriyo orani, % 9.1
ile4mg L*2,4-D +0.1 mg Lt KIN ortaminda elde edilmistir. Oldukga yiiksek oksin
oraninin somatik embriyo olusumunu baskilamasi beklenirken, elde edilen bu sonug
aragtirmacilar tarafindan digaridan uygulanan bitki biiyiime diizenleyicilerine kars
hiicrelerin farkli hassasiyetlerde tepki vermesi olarak yorumlamistir.

Prange ve ark., (2010b) calismalarinda C. mirabile, C. graecum ve C.

alpinum tiirlerini kullanarak kallus, siispansiyon ve protoplast kiiltirleri ile elde
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ettikleri somatik embriyo yapilar1 ile etkin bir rejenerasyon protokoli
gelistirmiglerdir. Besi ortamina ilave edilen bitki bliyiime diizenleyici, CaCl; ve aktif
karbon dozlarinin somatik embriyo olusumunu 6nemli diizeyde etkiledigini bildiren
arastirmacilar, embriyojenik kallus olusumu ve rejenerasyonunun biiyiik olciide
genotipe bagli oldugunu da belirtmislerdir. Her tiir i¢in kullanilan 10 farkh
genotipten C. mirabile ve C. graecum tiiriinde 1, C. alpinum tiiriinde ise sadece 2
adet genotip embriyojenik kallus olusturmustur. Bunun yaninda pek ¢ok eksplant 4
hafta igerisinde kararak olmiistiir. Caligmada, C. mirabile tiiriinde 0.5 g kallustan
1461 adet embriyo ve C. graecum tiiriinde 1 g hiicre siispansiyonundan 1.4x10°
adede kadar protoplast izole edilmistir. Deneme genelinde C. mirabile tiiriinde
diizgiin sekilli, normal gelisen ve c¢imlenebilen somatik embriyo yapilari elde
edilirken, C. graecum tiiriinde elde edilen embriyolar kisa siirede kararmis ve
vitrifikasyon (hyperhydricity) gézlenmis, C. alpinum tiiriinde ise bitki biiylime
diizenleyici igermeyen ortamda alt kiiltiir yapilmasina karsin sekonder somatik
embriyo gelisimi devam etmistir. Sonug olarak yalnizca C. mirabile tiiriine ait 169
adet bitkicik dis kosullara % 88 yasama orani ile aktarilabilmistir.

Naderi ve ark., (2012) C. persicum ‘Halios’ ¢esidine ait yaprak ve yaprak
sap1 eksplantlarini kullanarak, %2 MS ve MS besi ortaminda somatik embriyo kiiltiirii
kurmuslardir. Bitki biiyiime diizenleyici olarak 4 mg L™ 2,4-D ve 0.1 mg L* KIN
kullanildig1 ¢alismada, saydam dagilgan ve beyaz-opak sert yapili olmak iizere iki
farkli kallus tipi gozlenmistir. Ortam etkisi kallus olusumu {izerine Gnemli
bulunmazken, yaprak eksplantinda daha yiiksek oranda kallus gozlenmistir. En
yiiksek somatik embriyo, %2 MS ortaminda yaprak eksplantindan elde edilmistir.

Kocak ve ark., (2014) calismasinda Tiirkiye’de dogal yayilis gosteren C.
persicum tiirtinde, genotip ve farkli eksplant kaynaklarinin somatik embriyo
olusumuna olan etkilerini incelemislerdir. Cukurova Universitesi Kampiis alanindan
toplanarak kiiltiire alinmis olan bitkilerden 15 tanesi segilerek bu bitkilere ait ovul,
ovaryum, yaprak ve yaprak saplar1 eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Besi

ortami olarak %2 MS ortaminin kullanildig1 ¢caligmada, embriyojenik kallus olusumu
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icin ortama Winkelmann (1998) tarafindan 6nerilen dozlarda 2,4-D (2.0 mg L) ve
2iP (0.8 mg L%) ilave edilmistir. Caligmada eksplant kaynagi ve genotip etkisi
istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Arastirmaci en yiiksek kallus oraninin petiol
kullanimu ile elde edildigini ancak somatik embriyo olusumu bakimindan en yiiksek
oranin ovaryum eksplantinda goézlendigini bildirmistir. Kullanilan 15 genotipin
ortalamasina gore somatik embriyo olusturma oranlari sirast ile % 11.3 ovul, % 8.0
petiol, % 4.16 yaprak ve % 2.83 ovaryum olarak tespit edilmistir.

Izgii ve ark., (2016) Tiirkiye’de endemik olan C. cilicium Boiss. et Heldr.,
C. parviflorum Pobed., C. mirabile Hildebr. ve C. pseudibericum Hildebr. tiirlerinde
etkin bir rejenerasyon protokolii gelistirmeye calismislardir. Bunun i¢in ovul,
ovaryum, yaprak ve yaprak sap1 olmak tizere dort farkli eksplant tipi ve 2,4-D (0,
1.0, 2.0 ve 2.5 mg LY) ile 2iP’nin (0, 0.5, 1.0 ve 1.5 mg L'?) 13 farkli kombinasyonu
kullanilmistir. Embriyojenik kallus olusturma yetenekleri tiir ve eksplant tipine bagh
olarak degisim gostermistir. En yiiksek kallus oran1 % 100 ile C. pseudibericum ve
% 80 ile C. mirabile tiirlerine ait petiollerde gézlenmistir, bunu sirasi ile % 59 kallus
olusturma oram ile C. parviflorum ve % 56 ile C. cilicium tiirlerine ait yaprak
parcalart izlemistir. Somatik embriyo benzeri yapilarin gelisim oranlar
incelendiginde, en yiiksek oranin % 39 ile C. pseudibericum tiiriine ait petiollerde
2.5mg L™t 2,4-D ve 1.0 mg L 2iP kullanimu ile elde edildigi goriilmiistiir. Bunu, %
32 ile C. pseudibericum tiiriine ait ovullerin eksplant kaynagi olarak kullanildigi 2.5
mg L 2,4-D ve 1 mg L 2iP ilave edilen besi ortami izlemistir. Elde edilen somatik
embriyo benzeri yapilarin oranlar tiir bazinda ele alindiginda bu oranlarin sirasiyla,
% 38 ile C. mirabile, % 31 ile C. cilicium, % 16 ile C. pseudibericum ve % 15 ile
C. parviflorum tiirlerine ait olduklar1 gézlenmistir. Calisma sonucunda elde edilmis
olan bitkicikler sirasi ile C. mirabile tiiriinde % 70, C. pseudibericum tiiriinde % 63,
C. cilicium tiirtinde % 54 ve son olarak da C. parviflorum tiiriinde % 25 yasama
oranlari ile dis kosullara aktarilmistir.

Tagipur ve ark., (2016) siklamen tiirlerinde somatik embriyo,

kriyoprezervasyon ve in vitro mutasyon konulu yayinlarinda somatik embriyonun
41



2. ONCEKI CALISMALAR Hiisamettin Aycan ALP

elde edilmesini ve gelisim asamalarini agiklamig ve siklamen tiirlerinde somatik
embriyo olusumunu etkileyen etmenlere detayli olarak yer vermislerdir.
Aragtirmacilar somatik embriyogenesis lizerine basta genotip olmak {izere eksplant

kaynag1 ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkili oldugunu belirtmislerdir.

2.1.4. Sentetik Tohum Calismalari

Sentetik tohum terimi ilk kez 1970’lerde kullanilmaya baslanmistir. Sentetik
tohumlar, bitki propagiilleri olarak adlandirilan in vitro kosullarda tiretilmis stirgiin
tomurcuklart veya somatik embriyolarin, siklikla sodyum aljinat ile kaplanmasi ile
iiretilmektedir. Temelde kurutulmus (desiccated) ve yas (hydrated) olmak tizere iki
tip sentetik tohum bulunmaktadir ve kaplama sonrasi rejenerasyonu arttirmak icin,
iretim asamasinda pek cok farkli uygulama kullanilabilmektedir (Cdlgegen ve
Toker, 2006).

Winkelmann ve ark., (2004a) sentetik tohum iiretiminde kullanilmak {izere
C. persicum ‘Purple Flame’ ¢esidine ait somatik embriyo yapilari ile kurutma ve
rehidrasyon ¢alismasi gerceklestirmiglerdir. Bu sekilde sentetik tohumlarin
depolanma siiresini uzatmayir hedefleyen arastirmacilar, farkli nispi nem
degerlerinde kurutma ve iki farkli rehidrasyon yontemini karsilastirmiglardir.
Caligmada somatik embriyolarin kurutma sonrasi en az % 14 neme sahip olmasi
gerektigi sonucuna varmiglardir. Kisa siirede sonuglanan ani nem kaybmin ve
rehidrasyon islemlerinin, somatik embriyo canlilifini azaltmasa bile ¢imlenme
degerlerini dramatik sekilde diisiirdiigii rapor edilmistir.

Winkelmann ve ark., (2004b) siv1 kiiltiirde {iretmis olduklar1 C. persicum
‘Purple Flame’ cesidine ait globuler asamadaki somatik embriyo yapilarm
kullanarak sentetik tohum tiretmislerdir. Caligmada aljinat kapsiil (klasik kaplama)
ve bosluklu aljinat kapsiilii olmak iizere iki farkli kaplama teknigi kullanmilmistir.
Kurulan ikinci denemede 6rneklerin bir kismi saf su ile hazirlanan sodyum aljinat ile
bir kismu ise kalsiyum icermeyen 2 MS ortamu ile hazirlanan sodyum aljinat ile

kaplanmigtir. Kurulan son denemede ise Ornekler +4 °C’de 4 hafta muhafaza
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edildikten sonra ¢imlendirme ortamina aktarilmistir. Calisma sonunda kaplama
isleminin ¢imlenmeyi geciktirdigi tespit edilmistir ancak klasik kaplama isleminde
24 hafta sonunda ¢imlenme oranmi kontrol ile ayni seviyeye ulasmistir. Bosluklu
kapsiil tekniginde ise cimlenme orami kismen diisiik kalmistir. Bunun yaninda,
sodyum aljinatin besi ortami ile hazirlanmasi halinde gozlem siiresi sonunda
cimlenme oraninin arttigi gorilmiistiir. Sogukta muhafaza edilen somatik
embriyolarda ise, klasik aljinat ile kaplanan somatik embriyolar ile kaplanmadan
ekilen somatik embriyolar arasinda c¢imlenme orani bakimindan bir farklilik
gbzlenmemistir.

Seyring ve Hohe, (2005) kurutma islemine ek olarak, C. persicum ‘Purple
Flame’ ¢esidine ait somatik embriyolarda polietilen glikol (PEG) ve absisik asit
(ABA) uygulamalarinin ¢cimlenme iizerine olan etkilerini incelemislerdir. Bunun i¢in
embriyojenik kalluslara farklilagsma ortaminda 75 mg L PEG ve 10 mg L' ABA
uygulamiglardir. Ardindan, 4 farkli nispi nem degerine sahip asir1 doygun tuz
¢ozeltisi ile kurutma islemi gerceklestirilmistir. Kurutma igleminin bazi sentetik
tohum iiretimi prosediirlerinde yer aldigini bildiren arastirmacilar, bunun ayni
zamanda tohum gelisimi ve ¢imlenmesi i¢in gerekli oldugunu belirtmislerdir.
Calismada, kontrol grubunda % 4 olan ¢imlenme oraninin 6n uygulamalarla birlikte
% 28’e kadar ¢iktig1 gdzlenmistir.

Genomik, herhangi bir organizmanin yapisal ve islevsel fonksiyonlarini
kodlayan tiim genlerini tanimlarken, proteomik; belli bir zamanda belli bir yerde
bulunan tiim proteinlerin yapilarini, yerlesimlerini, miktarlarini, translasyon sonrasi
modifikasyonlarini, doku ve hiicrelerdeki iglevlerini, diger proteinlerle ve makro
molekiillerle olan etkilesimini aydinlatir (Basaran ve ark., 2010). Bu nedenle
somatik embriyo yapilari ile zigotik embriyolarin proteomik agidan karsilastiriimasi,
C. persicum tiiriinde, SE yapilarinda eksik olan endosperm dokuda, somatik
embriyolardan farkli olarak hangi maddelerin bulundugunu tespit etmek i¢in 6nemli

bir yere sahiptir (Winkelmann ve ark., 2006).
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Winkelmann ve ark., (2006) gerceklestirdikleri calismada, siklamen
tiirlerine sentetik tohumun ¢imlenmesi i¢in kalsiyum aljinat ile kaplamanin yetersiz
oldugunu belirtmis ve somatik embriyonun ¢imlenme mekanizmasini daha iyi
anlayabilmek icin farkli embriyo yapilar1 {izerinde proteomik analiz yapmiglardir.
Bunun ig¢in, zigotik embriyo, endosperm, ¢imlenmekte olan zigotik embriyo, 30 g
L? sukroz ile 60 g L sukroz dozlarinda gelisen globuler somatik embriyo yapilari
ile ¢cimlenmekte olan somatik embriyolar arasindaki protein yapilarinmi iki boyutlu
poliakramid jel elektroforez yontemi ile karsilastirmislardir. Calisma sonunda
arastirmacilar, somatik embriyo yapilarini olgunlastirmak i¢in ABA gibi maddelerin
kullanilmasinin veya sentetik endosperm (aljinat kapsiilii) igerisine ksiloglukan
ilavesinin sentetik tohumlarin c¢imlenmesine katki saglayabilecegi sonucuna
varmiglardir.

Bian ve ark., (2009) somatik embriyo yapilarinin gelisimini daha iyi ortaya
koyabilmek i¢in C. persicum tiiriine ait globuler ve torpedo asamasinda bulunan
somatik embriyolar ile ¢imlenmekte olan somatik embriyo, zigotik embriyo ve
embriyojenik  olmayan  kallus  yapilann  iizerinde  proteomik  analiz
gerceklestirmislerdir. Orneklerden izole edilerek, iki boyutlu jel elektroforezinde
tespit edilen yaklagik 460 proteinden 35 tanesinin miktar bakimindan 6nemli
derecede farkli oldugu tespit edilmistir. Arastirmacilar, somatik embriyo kiiltiiriinde
besi ortamina ilave edilen absisik asit benzeri maddelerin, hiicre boliinmelerini
azaltarak hiicre farklilagmasini tesvik ettigi ve somatik embriyolarin olgunlasmasi
iizerine etkili oldugunu belirtmislerdir. Bu olayin, absisik asit kullanimi ile bazi
spesifik protein miktarlarinin azalmasindan kaynaklandigir bilinmektedir. Buna
dayanarak arastirmacilar somatik embriyo mekanizmasi iizerine 6zel bir takim
proteinlerin direkt olarak etkili oldugunu 6ne siirmiiglerdir.

Sevindik ve ark., (2019) sentetik tohum iiretimi i¢in baslarda sadece somatik
embriyo yapilar1 kullanilirken, son zamanlarda rejenerasyon yetenegi olan her
dokunun kaplama isleminde kullanilmaya baslandigini bildirmistir. Arastirmacilar

sentetik tohumun kolay ve ucuz taginmasi, uzun siire depolama, gen kaynaklarinin
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muhafazasi, kitlesel iiretim, ¢evre sartlarindan etkilenmeden haploid-dihaploid veya
saf hat gibi elit materyallerin korunmasi gibi bir takim avantajlara sahip oldugunu
ancak yiiksek maliyet, dogal tohum kadar kolay tasinamamasi gibi dezavantajlar
beraberinde getirdigini belirtmislerdir. Geofitlerde sogan, protokorm benzeri yap1 ve
tohum gibi yapilarin sentetik tohum iiretimi i¢in kullanildig: bildirilirken, geofitler
lizerine yapilan ¢alismalarin heniiz sebze ve meyve tirlerindeki kadar fazla

olmadigina deginilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Tez calismasi kapsaminda, iilkemizde dogal yayilis gosteren Cyclamen
persicum Miller, Cyclamen pseudibericum Hildebrand, Cyclamen coum Miller,
Cyclamen cilicium Boissier & Heldreich ve Cyclamen graecum Link Tiirlerine ait
yumrular eksplant kaynagi olarak kullanilmistir. Bu tiirlerden Cyclamen cilicium ve
Cyclamen graecum tiirleri sonbaharda, Cyclamen persicum, Cyclamen coum ve
Cyclamen pseudibericum, tiirleri ise ilkbaharda ¢i¢eklenmektedir.

Bu materyallerden C. pseudibericum, C. coum ve C. cilicium tiirleri,
TUBITAK 1100102 no’lu proje kapsaminda toplanarak Cukurova Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimii Siis Bitkileri serasinda kiiltiire alinan
bitkilerden temin edilmistir. C. persicum ve C. graecum tiirleri ise proje kapsaminda
dogal yayilis gosterdikleri bolgelerden toplanmigstir. Tirlerine gore bitkisel
materyaller; C. persicum; Adana Merkez, Cukurova Universitesi kampiis alani, C.
graecum; Antalya Kemer, C. coum; Osmaniye Uriin Koyii, Ciftmazi Kdyii ve
Zorkun Yaylasi, C. pseudibericum; Adana Aladag ve Feke, C. cilicium; Adana
Aladag ve Pozanti bolgelerinden, her bir lokasyondan 50 adet olacak sekilde

toplanmustir.
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Sekil 3.1. Bitkisel Materyalin Toplanmasi. A) Cukurova Universitesi Kampiis
alaninda yayilim gosteren bitkilerin yumrulari ile birlikte ¢ikartilmasi. B)
Cigekli bir C. persicum tiirtiniin genel goriiniimii. C) Bitkilerin Seraya
getirilerek saksilara aktarilmasi

Bitkisel materyaller vejetasyon periyodu icerisinde, yaprakli ve bir kismi
cicekli halde yumrular1 ile birlikte toplanilarak Cukurova Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Boliimiinde bulunan siis bitkileri serasina getirilmistir.
Kok bolgelerinde bulunan topraklari temizlenen ve kokleri budanan bitkiler,
igerisinde dnceden hazirlanmig torf: perlit : kum (1:1:1) karigimi bulunan 17x15x13
cm ebatlarindaki 3 litrelik tiretim saksilarina dikilmistir. Saksilar tezgahlarin iizerine
yerlestirilmis, dogal yetisme ortamlarina uygun olacak sekilde seranin tizeri % 40’ lik
golge tiill ile golgelenmistir. Sulama islemi, haftada bir kez, 300 ml/saks1 olacak
sekilde musluk suyu kullanilarak yapilmistir. Giibreleme islemi iki ay ara ile EC
degeri 1.5-1.8 mS/cm olacak sekilde 15:10:30 NPK kompoze giibre ile hazirlanan
sulama suyu ile gergeklestirilmistir. Kurulan in vitro denemelerde fungus
hastaliklarinin yogun goriilmesinin ardindan calismanin ikinci yilinda bitkilere
sulama suyu ile birlikte 30 ila 60 giin arasinda degisen siirelerde 250g/100litre
dozunda fungusit (%50 Captan) uygulanmistir.
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3.1.1. Cyclamen persicum Miller

Siis bitkileri sektoriinde ticareti yapilan kiiltiir formlarinin ebeveyni olan
Cyclamen persicum tiirli, Tirkiye’nin giiney ve batisinda dogal olarak yetisir.
Ulkemiz disinda Yunanistan, Suriye, Liibnan, Israil, Urdiin, Kibris, Rodos, Kerpe ve
Girit Adalarinda, Cezayir ve Tunus’ta yayilim gosteren tiir, Tiirkiye’de o6zellikle
Cukurova Havzas1 ve Hatay illerinde yogun yayilis géstermektedir. Aralik ayinda
baslayan ¢igeklenme mayis ayina kadar devam eder. Bu tiire ait ticari ¢esitlerde pek
cok farkli ¢igek rengi ve formu olmakla birlikte, dogal formlar1 genellikle beyaz veya
pembenin degisik tonlarinda olabilmektedir. Petallerin dip kismi (¢igek merkezi)
koyu pembe veya kirmizi tonlarindadir. Bazi genotiplerde ¢i¢egin uc¢ kismina dogru
renkte degisim veya beneklenme goriilebilmektedir. Yumru yapisi, kiire veya basik
kiire seklinde olup, yumrularin 15 cm ¢apima ulasabildigi bilinmektedir. Soguga
kars1 hassas olan C. persicum tiriiniin kromozom sayisi, 2n=2x=48’dir. Tez
caligmasi kapsaminda bu tir, ihtiyag duyuldugu doénemlerde, in vitro kiiltiire

almmadan birkag giin 6nce toplanilmigtir.
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Sekil 3.2. C. persicum tiiriiniin toplanildig1 kampiis alan
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Sekil 3.3. Dogal yayilis alaninda C. persicum tiirii (C.U. Kampiisii, Adana)
3.1.2. Cyclamen coum Miller

Iki temel yayilis alanina sahip olan C. coum tiirii, Tiirkiye’nin giineyinde
bulunan Toros daglarindan Israil’e kadar olan Akdeniz havzasi ile Trakya’da
Istranca daglarindan Karadeniz kiyis1 boyunca Kirim, Kafkasya ve Karadeniz
bolgesini cevreleyen daglara kadar genis bir alanda yayilim gosterir. Dogu
Karadeniz bolgesinde Galanthus woronowii, Cyclamen parviflorum ve Primula sp.
ile birlikte yayilis gostermektedir. Kasim aymin sonunda ¢iceklenmeye baslayan
tiirde, nisan ayinin ortalarina kadar ¢icekler goriilmeye devam eder. Pembe ile agik
veya koyu kirmizi olan ¢igeklere sahip olan tiirde, beyaz cicek rengine yok denecek
kadar az rastlanilmaktadir. Diger siklamen tiirlerine nazaran kii¢iik olan yumru ¢apt,
5 cm c¢apma kadar ulasabilmektedir. Deniz seviyesinden 2135 m’ye varan
yiiksekliklerde, kizilgam ormanlarinda, ¢alilik ya da bodur agaclarla kapli humusca
zengin nemli bolgelerde yayilis gésteren bu tiiriin, en 6nemli 6zelligi soguga
dayanimidir. Bu 6zelligi nedeni ile C. persicum tiiriinden ayrilan tiir siis bitkileri
sektoriinde dis mekan siis bitkisi olarak kendine yer bulmaktadir. Kromozom sayisi
2n=30 olarak bilinmektedir.
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Sekil 3.4. Dogal yayilig gosteren C. coum tiirii (Mendi ve Ciiriik, 2016)

3.1.3. Cyclamen pseudibericum Hildebrand

Tiirkiye’ye endemik ve tehlike altinda olan C. pseudibericum tiirii, Dogu
Akdeniz bolgesinde 6zellikle Hatay, Adana ve Kahramanmaras civarinda ve Nigde
Zamant1 nehri kiyilarinda yayilis gostermektedir. Toros ve Amanos daglarinda 500
rakimdan 1500 rakima kadar olan bdlgelerde yayilisina rastlamak miimkiindiir. Cam
agaclarmin meydana getirdigi ormanliklar, ¢aliliklar ve kayaliklarin arasinda
clirlimiis yapraklarin olusturdugu humusca zengin topraklar, tiiriin dogal yasam
alanin1 olusturmaktadir. Mart ile Mayis aylari arasinda c¢iceklenen tiiriin tag
yapraklart koyu veya soluk pembe, pembemsi mor veya koyu kirmizi olmakla
birlikte nadiren beyaz ¢igeklere de rastlanilmaktadir. Korollalarin tabaninda mora
yakin koyu pembe lekeler bulunmaktadir. Cap1 7 cm’ye karar ulasabilen tiiriin
yumrulart gengken piiriizsiiz bir yiizeye sahipken, bu doku yaslandik¢a bozularak
girintili ¢ikintili bir hal almaktadir. Tiirdi, diger siklamen tiirlerinden ayiran en
belirgin 6zellik, ¢igeklerinin kokulu olmasidir. Tiriin kromozom sayisi 2n= 30

olarak kayitlarda yer almaktadir.
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e N A N S T ke o
Sekil 3.5. Dogal yayilis gosteren C. pseudibericum tiirii

3.1.4. Cyclamen cilicium Boissier & Heldreich

Ulkemizde endemik olan bu tiir, Diinya Doga ve Dogal Kaynaklar1 Koruma
Birligi tarafindan yaimlanan Kirimizi Kitap’ta (Nesli Tiikenme Tehlikesi Altinda
Olan Tirlerin Kirmiz1 Listesi) az tehlike altinda olan tiirler kategorisinde yer
almaktadir. Giineyde Toros daglar1 boyunca, Adana ve Mersin’den Konya, Antalya
ve Isparta illerine kadar olan bdlgede yetismektedir. Toros daglarmda 700 ila 2000
rakimlar arasinda yayilim gosteren tiire, karagam ve goknar agaglarinin olusturdugu
ormanlik alanlarla kayalik ve ¢alilik bolgelerdeki gélge veya yari golge alanlar da
rastlamak miimkiindiir. Eyliil ayinda baslayan ¢igeklenme, yiikselti ve enleme bagl
olarak kasim ayinin sonlarina kadar devam edebilmektedir. Genelde tiire ait ¢igekler
beyaz ve acgik pembe olurken benekli yapida ve hafif kokulu cigeklere de
rastlanilabilmektedir. Yapraklarin tist kismu giimiisi desenli yesil renkliyken, alt
kism1 koyu kirmizi veya mor renktedir. Piirlizsiiz yapida olan yumrular genellikle
basik kiire veya kiire seklinde olup, 7.3 cm ¢apa ulasabilmektedir. Tiiriin kromozom

sayis1 2n=30’dur.
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5 o 2 AR
Sekll 3.6. Dogal yaylhs gosteren C. CIIIC|um turu (Mendl ve Curuk 2016)

3.1.5. Cyclamen graecum Link

Oldukga genis bir yayilis alanina sahip olan C. graecum tiirii, Akdeniz
havzasinda Kibris’in kuzey kisimlarindan baslayarak Rodos, Girit, Ege adalar1 ve
Mora yarimadasinda dogal olarak yetismektedir. Tiirkiye’de yalnizca Antalya ilinde
yayilis gostermekle birlikte, 6zellikle Olimpos-Beydaglart Milli Parki, Kemer ve
Phaselis antik kentinde olduk¢a yogun popiilasyonlarin oldugu bilinmektedir. Deniz
seviyesinden baslayip 600 rakima kadar olan yiikseltilerde, cam agaglari ile kapl
ormanlik alanda, ¢lirlimiis cam yapraklar ile kapli topraklarda, golge ve yar1 golge
alanlarda yetismektedir. Beyaz ve hafif pembeden, mor tonlarinda koyu pembeye
kadar degisen renk tonlarina rastlanabilen cicekleri eyliil ayinda, yapraklardan
hemen 6nce agmaya baglar ve ¢igeklenme kasim ayina kadar siirer. Cigekleri oldukca
biiyiik ve kuvvetli sap yapisina sahip olabilmektedir. Yaprak iizerinde ag seklinde
gri desenler veya gri renkli beneklenmeler goriilmektedir. Kiire seklinde olan

yumrunun ¢api, 3 ila 6 cm arasindadir. C. graecum cesidinin kromozom sayisi
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2n=84’tiir. Bu tiir, tez ¢calismas1 kapsaminda, Olimpos Beydaglar1 Sahil Milli Parki
ve Phaselis Antik Kenti bolgesinden toplanilmustir.

Sekil 3.7. C. graecum tiirtiniin toplanildig1 yerler

3.2. Metot

Tez caligmasi kapsaminda ilk yi1l kullanilan bitkisel materyallerin bakimi,
kurulan in vitro denemeler, aklimatizasyon g¢alismalar1 ve dis kosullara alistirilan
bitkilerin kiiltiirel bakim islemleri, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Béliimii Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarinda ve Cukurova Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii siis bitkileri serasinda gerceklestirilmistir.
Calismanin ikinci yilinda kullanilan bitkisel materyaller, Alata Bahge Kiiltiirleri
Arastirma Enstitiisii Miidiirliigi, Islah ve Genetik Boliimii’ne getirilerek, denemeler
Alata Bahge Kiiltiirleri AEM 1ileri Teknoloji Laboratuvarinda kurulmus ve
aklimatizasyon c¢alismalar icin ayni laboratuvara bagl iklimlendirmeli alistirma
seras1 kullanilmistir.
3.2.1. Sterilizasyon Denemeleri

In vitro cahigmalarin en &nemli basamagmi sterilizasyon asamasi

olusturmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalara iliskin yayinlarda ¢ok fazla
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konu edilmese de, pek ¢ok galigmanin baglangi¢ asamasinda patojenler nedeni ile
bliyiik kayiplar yasanmaktadir. Bu nedenle sterilizasyon prosediiriiniin
optimizasyonu tez c¢alismasinin ilk adimimi olusturmustur. Yumru dokularinin
eksplant kaynagi olarak kullanilmasi nedeni ile karsilasilabilecek muhtemel
patojenlere kars1 bir sterilizasyon 6n denemesi kurulmustur. Bu denemede yalnizca
C. persicum tiiriine ait yumrular kullanilmig olup, her degisken i¢in farkli bitkilere
ait yumrular kullanilmistir. Her uygulama i¢in 8 petri kullanilmis, her petride 4
eksplant yer almustir. Ortam olarak, 30 g L sukroz ilave edilmis hormonsuz 2 MS
ortami, kullanilmistir. Denemede kuru yakma ile birlikte tek ve iki agsamada farkl

dozlarda sodyum hipoklorit kombinasyonlari uygulanmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Sterilizasyon denemesine ait degiskenler

Deneme NaClO % 98 NaClO
no (Domestos ®) Allgol e (Domestos ®) 3 kez Steril
1 15 dk. % 20 1 dk Kabuk 20 dk. % 20 saf su ile
2 15 dk. % 50 Kurlj soyma 20 dk. % 20 Durulama
3 Yok yakma 20 dk. % 20
4 Yok 20 dk. % 50

Deneme sonucunda yeterli oranda steril eksplant elde edilemedigi i¢in farkli
degiskenlerle ikinci bir sterilizasyon denemesi kurulmustur. Denemeye Oncelikle
anti bakteriyel sabun ile fir¢alanarak temizlenme ve akan musluk suyu altinda
bekletme islemleri ile baslanmistir. Bir dncekinden farkli olarak kabuk soyma iglemi
sterilizasyon ajanlarinin uygulanmasindan dnce yapilmistir. Denemede, C. persicum
tiirtine ait 5 farkli bitki (yumru) kullanilmis olup, biiyiik olan yumrular, 3 parcaya
ayrilarak kullamilmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Ikinci sterilizasyon denemesine ait degiskenler

Yumru NaOCI (%

no HgClz (%) (Domestgs(lj) &
1|01 ] 20dk. 30 | 20dk. | &
Akan | @ 5A 101 | 20dk. | © | 30 | 20dk. | 3
Alftitii o msﬁﬂk =28 02204k % 30 | 200k | S
sabun ile | altinda 20 | % —2& | 01 | S0dk b= 30 | 20dk. |75
okama | - dokika | B _SA |047130dk | 2 [20 [200k | 2
botlome | S| 38 |01 [ 30dk | £ [ 40 | 20dk. | §
3C | 0.1 | 30dk. 60 | 20dk. | =
4 |01 | 30dk 30 | 30dk. | &

5 | 01 | 30dk. 50 | 30 dk.

Her uygulama i¢in 13 ila 18 arasinda petri kullanilmis ve her petride 5
eksplant yer almistir. Alt1 hafta sonunda alinan gézlemlerde, enfeksiyon gelisimi ve
canli eksplant sayilar yiizde degerlendirmeye alinmistir. Her iki denemede de elde
edilmis olan ylizde degerlere ag1 transformasyonu uygulandiktan sonra verilerin
analizi JMP (stirim 5.01) paket programi ile yapilmigtir. Ortalamalarin 6nem

seviyeleri, LSD (P<0,01) testi ile karsilagtirilmustir.

3.2.2. Yumru Eksplantlarinin Sterilizasyonu

Ik olarak serada bulunan yumrular, yaprak, kok ve biiyiik toprak
pargalarindan uzaklastirilmigtir. Sonraki asamada laboratuvara getirilen yumrular,
akan musluk suyu altinda bulagik siingeri ile toprak artiklarindan tamamen
temizlenmistir. Anti-bakteriyel (Activex®) sabun ile 3 kez firgalanarak temizlenen
yumrular, beherlere konularak akan musluk suyu altinda 20 ila 30 dakika
bekletilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. A) Cigeklenme doneminde alinan yumru, B) Bulagsik siingeri ile toprak

parcalarinin uzaklagtirilmasi, C) Antibakteriyel sabun ile fir¢alayarak
temizleme, D) Temizlenmis yumrularin genel goriinimii.

Sterilizasyon asamasinda, 6n denemelerde en iyi sonucu vermis olan ikinci
sterilizasyon denmesine ait 4 no’lu uygulama kullanilmigtir. Buna gore yumrular,
akan musluk suyu altinda bekletildikten sonra kabuklari soyularak sterilizasyon
ajanlarinm kullanimina gecilmistir. Ik olarak ceker ocak icerisinde 30 dakika
siireyle % 0.1’lik HgCl, ¢ozeltisinde bekletilen yumrular, ticer kez steril saf su ile
durulandiktan sonra civa g¢ozeltisinin uygulandigi magentalarin icerisinde, agizlari
kapali bir sekilde steril kabine alinmiglardir. Steril kabin icerisinde % 98°lik alkol
dokiilerek kuru yakma islemi gerceklestirilmis ve % 70’lik alkol ile alev beslenerek
yakma iglemin 30 saniye siirmesi saglanmigtir. Ardindan steril magentalara alinan
yumrular burada 30 dakika siireyle % 30’luk sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde
bekletilmislerdir. Son olarak iicer kez steril saf su ile durulanan yumrular, kiiltiire

alma i¢in dilimlenmeye hazir hale gelmislerdir.
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Sekil 3.9. Sterilizasyon igleminin uygulanmasi. A) Ceker ocakta civa kloriir
uygulanmasi. B) Steril kabin igerisinde kuru yakma islemi. C) Sodyum
hipoklorit uygulamasi. D) Dilimlenmeye hazir yumrular

3.2.3. Besi Ortaminin Hazirlanmasi

Yumru pargalarinin in vitro rejenerasyon denemeleri i¢in temel besi ortami
olarak %2 MS ortami (Murashige ve Skoog, 1962) kullanilmstir (Cizelge 3.3). Bunun
i¢in hazir toz halde temin edilen MS besi ortami (Sigma&Aldrich M5524 Murashige
and Skoog Basal Salt Mixture) 2.15 g tartilarak 1 litre saf suda ¢oziilmiistiir. Besi
ortamina otoklav dncesi vitamin olarak 34.51 mg Lt demir EDTA, 250 mg L™ neo-
peptone, 100 mg L myo-inositol, 2 mg L glisin, 0.1 mg L™ nikotinik asit, 0.5 mg
L thiamine HCI ve 0.5 mg L™ pyridoxine ilave edilmistir. Karbon kaynagi olarak
30 g L'tsakkaroz ile 2 g L™ dozlarinda glikoz ilave edilmistir.
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Cizelge 3.3. In vitro rejenerasyon denemelerinde kullanilan MS ortami ve igerigi

Makro elementler (1/2 MS) (mg L)
NH4NOs3 825
KNOs 950
CaCl2 x 2H20 220
MgSOa4 x 7H20 185
KH2PO4 85
Mikro elementler (1/2 MS) (mg L?)
HsBOs 3.1
MnSO4 x1H20 8.45
ZnS0O4 X7H20 5.3
KI 0.415
NazMoO4 x 2H20 0.125
CuSO0O4 x 5H20 0.0125
CoClz2 x 6H20 0.0125
Diger Bilesikler (mg L?)
Fe EDTA 3451
Peptone 250
myo-Inositol 100
Glisin 2
Nikotinik asit 0.1
Thiamine HCI 0.5
Pyridoxine HCI 0.5
Karbonhidratlar (gL
Sakkaroz 30
D(+)-glucose monohydrate 2
Jel yapici ve fenol tutucular (gL
Gelrite 3
Polivinilpolipirolidon 1

edilmemis besi ortami kullanilmistir (Cizelge 3.4).

59

Temel besi ortamina ilave olarak somatik embriyo olusumunu tesvik etmek
icin 0.5, 1, 1.5 ve 2 mg L* 2,4-diklorofenoksi asetik asit (2,4-D) ile 0.1, 0.3, 0.5 ve

0.8 mg L* izopentiladenin (2iP) kombinasyonlari, kontrol olarak BBD ilave



3. MATERYAL VE METOT Hiisamettin Aycan ALP

Son olarak fenolik maddelerin neden oldugu kararmalar1 6nlemek igin
ortamlara 1 g L* PVP (Polivinilpolipirolidon) ilave edilmistir. Ortam pH’s1 1 N
sodyum hidroksit (NaOH) ya da 1 N hidroklorik asit (HCI) kullanilarak 5.6’ya
ayarlandiktan sonra 3 g L gelrite ilave edilmis ve ortam 1.2 atmosfer basing altinda
ve 121°C’de 20 dakika tutularak steril edilmistir. Ortamlar sogumadan 6nce steril
kabin igerisinde 9 cm ¢apindaki petri kaplarina, her petride yaklasik 25 ml ortam
olacak sekilde dokiilmiistiir.

Cizelge 3.4. Somatik embriyo elde etmek i¢in kullanilan BBD kombinasyonlari

BBD 2,4-Dmg L? 2iPmgL?
Kontrol 0 0
1 0.5 0.1
2 0.5 0.3
3 0.5 0.5
4 0.5 0.8
5 1.0 0.1
6 1.0 0.3
7 1.0 0.5
8 1.0 0.8
9 15 0.1
10 15 0.3
11 15 0.5
12 15 0.8
13 2.0 0.1
14 2.0 0.3
15 2.0 0.5
16 2.0 0.8

3.2.4. Uygun Eksplant Boyutunun Belirlenmesi
Denemelerde genotipler arasi farkliligi en aza indirmek i¢in bir bitkiye ait

yumrudan miimkiin olugunca en fazla sayida eksplant elde edilerek tiim dozlarin tek
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bir bitki ile kurulmasina gayret edilmistir. Bunun i¢in yumrular, miimkiin oldugunca
kiigiik kesilmistir. Ozellikle ince hiicre kesiti (TLC; Thin Cell Layer) gibi
caligsmalarda, eksplant boyutunun rejenerasyonu etkiledigi bilindigi i¢in ¢aligmaya
oncelikle uygun eksplant boyutu belirlenerek baglanmistir. Bunun igin, 1, 2 ve 3 mm
kalinlikta ve 0.5 x 0.5, 1 x 0.5, 1 x 1 ve 2 X 1 cm olmak {izere farkli boyutlarda
kesilen C. persicum tiriine ait eksplantlar kiiltire alinmig, kallus olusturma

yetenekleri incelenmistir.

Sekil 3.10. Farkli boyutlarda kesilmis eksplantlarin genel goriinimii A) 2 cm X 1 cm
eninde, B) 1 cm X 1 cm eninde, C) 0.5 cm X 0.5 cm eninde, D) 1 mm, 2
mm ve 3 mm eninde kesilmis eksplantlar

3.2.5. Yumrularin Farkh Dénemlerde Kiiltiire Alinmasi

Caligmada, yumrularin ¢igeklenme ve dinlenme dénemi arasindaki somatik
embriyo olusturma yetenekleri ve rejenerasyon oranlarini karsilagtirmak icin
bitkiler, hem ¢igeklenme donemleri i¢erisinde hem de yazin dinlenmeye girdikleri
donemde in vitro kosullarda kiiltire alinmuslardir. Tirlere gore denemelerin
kuruldugu donemler, Cizelge 3.5’de yer almaktadir. C. pseudibericum tiiriiniin
cigeklenme zamanini Kayitlarda, mart-mayis aylari olarak yer almasina karsin, tezin
yuritiildiigii zaman dilimi igerisinde sera kosullar1 ve kiiltiirel iglemler nedeniyle bu

zaman ocak ayinin ortalarina kadar gerilemistir.
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Cizelge 3.5. Tiirlerin ¢igeklenme donemlerine gore in vitro kiiltiire alinma zamanlari

Tar Ddnem Dinlenme DOnemi Ciceklenme Dénemi
C. persicum Haziran - Temmuz Ocak - Nisan
C. pseudibericum Haziran - Temmuz Ocak - Nisan
C. coum Haziran - Temmuz Ocak - Nisan
C. cilicium Haziran - Temmuz Eylul - Kasim
C. graecum Haziran - Temmuz Eylll - Kasim

Kurulan denemeler sonucunda eksplantlarin kallus olusturma oranlari,
somatik embriyoya doniisiimleri, kok veya siirglin gelistiren eksplant oranlari ile
bitkicige doniisiimleri gézlenerek yiizde deger olarak rapor edilmistir. Elde edilmis
olan yiizde degerlere a¢1 transformasyonu uygulandiktan sonra verilerin analizi, JIMP
(stirtim 5.01) paket programu ile yapilarak ortalamalarin 6nem seviyeleri LSD testi

ile karsilastirilmustir.

3.2.5.1. C. persicum ve C. pseudibericum Tiirleri ilk Y1l Ciceklenme Dénemi
Denemeleri

C. persicum ve C. pseudibericum tiirlerine ait birinci y1l ¢iceklenme dénemi
denemesi nisan ayinda kurulmustur. Deneme icin gerekli sayida eksplant elde
edebilmek amaci ile her tiirde birden fazla yumru (genotip) kullamilmigtir (Sekil
3.11). Sterilizasyon isleminin ardindan yaklagik 2 mm kalinhiginda ve 1 cm? olacak
sekilde dilimlenen yumrular, igerisinde yaklasik 25 ml besi ortami olan petri
kaplarina yerlestirilmistir. Denemede kontroliin yani swra 16 farkli BBD
konsantrasyonu (2,4-D; 0.5, 1, 1.5 ve 2 mg L™ ve 2iP; 0.1, 0.3, 0.5 ve 0.8 mg L
kombinasyonlari) kullanilmistir. Deneme, her petride 5 eksplant olacak sekilde 5
tekerriirlit (her petri bir tekerriir) olacak sekilde kurulmustur. Dikim &ncesi
yumrularin sterilizasyon isleminden zarar goren dis kisimlar1 ince bir tabaka halinde

kesilerek uzaklastirilmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Yumrularm in vitro kiiltiir i¢in hazirlanmasi A) Sterilizasyon isleminde
zarar goren dis ylizeyin temizlenmesi B) Yumrularin dilimlenerek
eksplantlarin elde edilmesi

3.2.5.2. ilk Y1l Dinlenme Dénemi Denemeleri

Yumrularin dinlenme donemi denemesi i¢in mayis ay1 igerisinde sulama
islemine ara verilerek yaprak ve ¢icek gibi toprak iistii aksamlarmim tamamen

kurumasi beklenmistir. Denemede, C. persicum, C. cilicium, C. pseudibericum ve C.

graecum tiirlerine ait yumrular kullanilmigtir. Bahar déneminde kurulmus olan

cigeklenme denemesinde yogun miktarda kok ve slirgiin gelisimi (organogenesis)
gbzlenmistir. Bu nedenle yumrular alt ve iist olmak {izere iki ayr1 kisma boliinerek

bu bolgeler ayn ayr kiiltiire alinmistir. Bu sekilde koklerin gelistigi yumrunun alt
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kismi ile toprak iistii organlarin gelistigi iist kismi arasindaki (kok ve siirgiin)

rejenerasyon farkliliginin gézlenmesi hedeflenmistir.

' ' . D
Sekil 3.13. C. cilicium tiiriine ait 2 no’lu genotip A) Kabuk soyma isleminde
kesilerek atilan iist bolgeye ait kisim, B) yumrunun “iist bolge” olarak

kiiltiire alinan kismi, C) yumrunun “alt bolge” olarak kiiltiire alinan
kismi, D) kabuk soyma isleminde kesilerek atilan alt bolgeye ait kisim

3.25.3. C. graecum ve C. cilicium Tiirleri Ilk Yil Ciceklenme Dénemi
Denemeleri

Giiz doneminde giceklenmeye baslayan C. graecum ve C. cilicium tiirlerinin
bir onceki yilda ¢igeklenme donemi yakalanamadigi ig¢in kasim ayi igerisinde bu
tiirler i¢in ilk kez ¢igeklenme donemi denemeleri kurulmustur. Caligmanin bu
kisminda deneme degiskenlerine 2,4-D ve 2 iP’nin yam sira indol-3-biitirik asit
(IBA) ve Benzil adenin (BA) ilave edilmistir. BA, IBA’nin 3 kat1 (3/1 oraninda)
olacak sekilde, sirasi ile IBA ve BA; 0.1+0.3,0.3+0.9,05+15ve 0.8+ 2.4 mg

L dozlarinda besi ortamlarina ilave edilmistir.

64



3. MATERYAL VE METOT Hiisamettin Aycan ALP

3.2.5.4. C. coum, C persicum ve C pseudibericum Tiirleri Ikinci Y1l Ci¢eklenme
Doénemi Denemeleri

2017 Ocak ayinda, C. persicum, C. coum ve C. pseudibericum tiirleri igin
olast yil farkliligini tespit etmeye yonelik olarak ikinci kez ¢igeklenme donemi
denemeleri kurulmustur. Denemelerde 2,4-D ve 2 iP kullanimina ilave olarak, 0.1 +
0.3,03+0.9, 05+ 15ve 0.8 + 2.4 mg L?! dozlarinda siras1 ile IBA ve BAP
kullanimina devam edilmistir. C. coum tiirii calismaya sonradan (TAGEM karart ile)
dahil edildigi i¢cin bu deneme C. coum tiirii i¢in kurulan ilk ¢iceklenme doénemi
denemesi olmustur. Ilerleyen donemde kurulan ayr1 bir deneme ile bu tiir igin de iki

yillik veri elde edilmistir.

3.2.5.5. ikinci Y1l Dinlenme Dénemi Denemeleri

Toplam 5 tir ile kurulan denemede C. persicum, C. cilicium, C.
pseudibericum, C. graecum ve C. coum tiirlerine ait yumrular kullanilmigtir. Bir
oncekiyle benzer sekilde mayis ayi icerisinde sulama islemine ara verilerek, bitkiler
tamamen dinlenmeye girdikten sonra yumrular in vitro kiiltiire alinmigtir. Bitki
biliyiime diizenleyici olarak, 2,4-D ve 2iP’nin yaninda IBA ve BA kullanilmaya
devam edilmistir. C. coum tiirii calismaya sonradan (TAGEM karan ile) dahil
edildigi i¢in bu deneme C. coum tiirli igin kurulan ilk dinlenme dénemi denemesi
olmustur. ilerleyen dénemde kurulan ayr1 bir deneme ile bu tiir igin de iki y1llik veri

elde edilmesi saglanmusgtir.

3.2.5.6. C. graecum ve C. cilicium Tiirleri ikinci Y1l Ciceklenme Donemi
Denemeleri

Tez galismasina baslandig1 donemde, C. graecum ve C. cilicium tiirlerinin
ciceklenmeleri gectigi icin bu tiirlerin ikinci kez ¢igeklenme donemi denemeleri
ekim ay1 icerisinde kurulmustur. Ayrica ocak ay1 igerisinde, C. coum tiirii i¢in

ciceklenme denemesi ikinci kez kurularak tekrar edilmistir. IBA ve BAP
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kullanimlart ile elde edilmek istenen rejenerasyon saglanamadigi igin ¢alismanin bu

kisminda yalnizca 2,4-D ve 2 iP kullanilmgtir.

3.2.6. Koklendirme Denemeleri

Caligsma stiresince elde edilen koksiiz siirglinlerin ve kok gelisimleri zayif
olan bitkiciklerin dis ortama aktarilmadan 6nce yeterli miktarda kdk olusumlarini
saglamak igin bitkiciklerin bir kismi ile koklendirme denemesi kurulmustur. Bunun
icin alt kiiltiir asamasinda, 1, 2 ve 3 mg L IBA igeren %> MS ortami kullanilmis ve
kok gelisimi iizerine olan etkileri incelenmistir. Elde edilen veriler 1s1ginda,
aklimatizasyon isleminden once gerceklestirilen son alt kiiltiir agamasinda bitkiler

IBA igeren besi ortamina alinmiglardir.

3.2.7. Elde Edilen Bitkilerin Aklimatizasyonu

Caligmada, organogenesis ile elde edilmis olan siirgiin yapilarinin ¢ogunda
ilave BBD kullaniimadan kék yapilar1 gelismistir. Kok yapist bulunmayan yaprak
ve siirgiinler ise, koklendirme ortaminda yeterli kok olusumlari saglandiktan sonra
dis ortama alistirilmigtir. Embriyogenesis ile elde edilmis olan somatik embriyo
yapilar1 ise ¢imlenip kok ve yumru yapilart olusturulduktan sonra dis kosula
alistirilmig, koklendirme igin besi ortamina ayrica BBD ilavesi gerekmemistir. C.
persicum tiirline ait somatik embriyo yapilari, kallus ve embriyolarin olustugu BBD
dozunda alt kiiltiirler esnasinda ¢imlenmistir. Diger tiirlere ait somatik embriyolarin
cimlenmesi i¢in BBD igermeyen besi ortami kullanilmistir.

Bitkicikler oncelikle magentalara aktarilmis, yeterli miktarda olgunluga
erigmeleri  beklenmistir. Yeterli kok gelisimlerinin ardindan bitkiler, besi
ortamlarindan ¢ikarilarak musluk suyu ile yikanmis ve besi yerinden tamamen
arindirilmistir. Son olarak bitkiler, % 0.2°1ik Captan igeren fungusit ¢ozeltisinde
birkag saniye bekletildikten sonra dikim islemi gergeklestirilmistir. Alistirma islemi
icin viyol ve saklama kaplari, kullanilmadan dnce % 5 oraninda hazirlanmis NaOCl

(ticari Domestos®) ¢ozeltisi ile yikanarak temizlenmistir. Gergeklestirilen ilk
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aklimatizasyon isleminde bitkicikler, otoklavda steril edilmis perlit-torf (1:1)
karigimi igeren viyollere dikilerek kiiltiirel bakim islemleri gergeklestirilmistir.
Ancak hizla gelisen fungus miselleri bitkiciklerin kisa siirede Olimiine neden
olmustur. Bu nedenle ilerleyen aklimatizasyon islemleri i¢in kullanilan perlit-torf
karisimi steril edilmeden, otoklavda 90 °C sicaklikta 1.5 saat tutulduktan sonra
kullanilmistir. Dikim isleminden sonra viyoller kapaklar1 yar1 agik sekilde bulunan
saklama kaplarina yerlestirilerek bir hafta siireyle iklim odasinda tutulmaya devam
edilmistir. Bir hafta sonunda bitkiler, tizerlerinde % 40 golge tiilii bulunan aligtirma

serasina alinmustir.

3.2.8. Sentetik Tohum Denemeleri

C. coum, C. cilicium ve C. persicum tiirlerinde yumru eksplantlarindan elde
edilen somatik embriyolar kaplama islemi kullanilmistir. C. graecum tiirtinde ise, SE
yapilari elde edilemedigi i¢in, denemeler yumru eksplantindan elde edilen siirgiin
uclar1 kaplanilarak kurulmustur. C. pseudibericum tiirtinde ise elde edilen kallus
yapilar1 organojenik veya embriyojenik yapilara doniismedigi bu denemeye dahil
edilememistir.

Denemede kaplama iglemi i¢in bitkiler {izerine herhangi bir toksik 6zelligi
olmayan, toz halde bulunan sodyum aljinat (CsH7sNaOs) bilesigi kullanilmistir.
Bunun igin 6nceden 100 ml olarak hazirlanmis olan ortamlara, 1,5 g (%1,5) ve 3 g
(%3) olmak flizere iki farkli oranda sodyum aljinat ilave edilmistir. Hazirlanan
karisim manyetik karigtiricida yaklagik 15 dakika tamamen eritildikten sonra 121
°C’de 15 dakika bekletilerek steril hale getirilmistir. Denemelerde somatik embriyo
ve silirglin yapilant i¢in farkli ortam iceren kaplama materyalleri kullanilmistir
(Cizelge 3.6). Sodyum aljinat bilesiminde bulunan sodyum molekiilii ile yer
degistirerek kaplama isleminin gerceklesmesini saglamak icin, 14,702 g L oraninda
CaCly*2H,0 ¢ozeltisi kullanilmigtir. Kaplama isleminde kullanilan MS ortami
hazirlanirken, ayr1 ayr1 hazirlanmis olan makro ve mikro stok ¢ozeltileri

kullanilmigtir.  Sodyum aljinat ile kaplama isleminden once jellesme
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gerceklesmemesi igin  MS  stok ¢ozeltilerine kalsiyum (CaCl+2H,0) ilave

edilmemigtir.

Sekil 3.14. A) Kesik pipet u¢larimin goriiniimii B) Sodyum aljinat ¢ozeltisi C) Aljinat
cozeltisinde bekletilen eksplantlar D) Tek tek pipetle cekilen aljinat
¢ozeltisi ve eksplantlar E) Eksplantlarin kalsiyum ¢ozeltisine alinmasi F)
Kaplama islemi sirasinda eksplantlarin goriiniimii G) Kaplanmig bir
somatik embriyo H) Sentetik tohumlarin ekimi
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Cizelge 3.6. Kaplama materyalinde kullanilan bilesenler

Somatik Embriyo Sirgtin Ucu
Kontrol Kaplama yapiimadi Kaplama yapiimadi
1 Saf su Saf su
2 Y2 MS (Ca icermeyen) Y2 MS (Ca icermeyen)
2mgL*GAs+1mgL!tBA+

0.1 mg L NAA +

1gL?proline +
3 g L= proline 1 mg L BA

0.1 mg Lt spermin
4mgLtGAs+2mgLiBA+
4 2 g L1 proline
0.2 mg L spermin

0.1 mg LT NAA +
2mg L1 BA

Kaplama isleminde kullanilan pipet uglari, somatik embriyo ve siirgiin uclari
girebilecek sekilde kesilmis ve ardindan otoklavda steril edilmistir. Denemelerde
kullanilan somatik embriyo ve siirgiin uglar1 6ncelikle, ucu kesilmis 1000 pl’lik pipet
ucundan gecebilecek biiyiiklilkte olacak sekilde birbirlerinden ayrilmislardir.
Eksplantlar, MS ortaminda bulunan kalsiyumdan arindirilmak igin steril saf su ile
durulanmigtir. Ardindan, sodyum aljinat ¢6zeltisine konulan eksplantlar, 15 dakika
bekletilerek ¢ozelti ile iyice i1slanmalart saglanmistir. Sodyum aljinat ¢ozeltisinde
1slatmanin ardindan eksplantlar ¢ozelti ile birlikte tek tek steril pipet ucu ile (50 - 75
ul) cekilerek c¢alkalanmakta olan kalsiyum ¢ozeltisine dikkatli bir sekilde
damlatilmiglardir. Kaplama isleminin tamamlanmasi i¢in eksplantlar, 15 - 20 dakika
kalsiyum ¢06zeltisinin igerisinde bekletilmislerdir. Ardindan otoklavda steril edilmis
metal siizgeg ile stiziilerek kalsiyum ¢6zeltisi uzaklastirilmistir. Son olarak steril saf
su ile durulanan sentetik tohumlar, her petride (9mm) 10 6rnek olacak sekilde 2 MS
ortaminda kiiltiire alimmiglardir. Deneme her degisken icin 3 petri (tekerriir)

kullanilarak kurulmustur (Sekil 3.14).

69



3. MATERYAL VE METOT Hiisamettin Aycan ALP

70



4. BULGULAR VE TARTISMA Hiisamettin Aycan ALP

4. BULGULAR

4.1. Sterilizasyon Denemelerine Ait Bulgular
Gergeklestirilen ilk sterilizasyon denemesinde, kuru yakma igleminden 6nce
ve sonra sterilizasyon ajani olarak yalnizca sodyum hipoklorit kullanilmig olup,

denmeye iliskin elde edilen sonuglar agsagidaki gibidir.

Cizelge 4.1. Birinci sterilizasyon denemesine ait sonuglar

Uygulama NaOCI Spdyum Enfeksiyon Canli bitki
(Domestos®) | @ hipoklorit % %

1 15dk. %20 | & % 20 dk. %20 | 53b (46) 46a (43)

2 15 dk. %50 ‘é%’ 20 dk. %20 | 50b (45) 50a (45)

3 Yok S8 | 20dk. %20 | 8la(71) 21b (24)

4 Yok 4 20 dk. %50 |  40b (39) 46a (41)

***LSD Enfeksiyon = 14.29 (p<0001) *LSD cann sitki = 15.43 (p<005)
Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlere a¢1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir.
Farkli harfler farkli degerleri ifade etmektedir.

Buna gore en diisiik enfeksiyon orani (% 40), kuru yakma ve kabuklarin
soyulmasinin ardindan 20 dakika % 50’lik NaOCI ¢ozeltisinde bekletme ile elde
edilmistir. Ancak, bu uygulamada eksplantlarin biiyiikk kisminda kararmalar
meydana gelmis ve canlilik oram diigmiistiir. Diger uygulamalarda da benzer sekilde
en yiksek canlilik orani, ancak % 50’lere kadar c¢ikabilmistir. Bu nedenle
sterilizasyon prosediiriiniin degistirilmesine karar verilerek yeni bir deneme
kurumustur.

Benzer sekilde anti bakteriyel sabun ile yikama ve musluk suyunda bekletme
islemleri ile baglayan bu denemede, kabuk soyma iglemi sterilizasyon ajanlari
uygulanmadan once gergeklestirilmistir. Denemede en diisiik enfeksiyon orani, %
26 ile 4 no’lu uygulamadan (% 0.1°lik civa soliisyonunda, 30 dakika bekletme, kuru
yakma ve son olarak % 30’luk ticari sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 30 dakika
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bekletme) elde edilmis (Cizelge 4.2) ve takip eden denemeler bu sterilizasyon

prosediirii uygulanarak kurulmustur.

Cizelge 4.2. Ikinci sterilizasyon denemesine ait sonuglar

Uygulama £ E Hgl?lgri(fr:)lva rﬁogzllg:i]t
ygno % % Doz | Sire Doz Siire Enfeksiyon | Canlilk

515 % (dk.) % | (dk.)
1 S % 01| 20 30 | 20 | 34d(35) | 66a (55)
2A E‘; § glo1| 20 © | 30 | 20 | 52b(46) | 48c(44)
2B | % g 802 20 § | 30 | 20 | 36cd (36) | 64ab (54)
2C Bk § 01| 30 2 30 | 20 | 50bc (45) | 50bc (45)
3A g S|S 01| 30 | <| 20 | 20 | 84a(72) | 16d(18)
3B 5 < 01| 30 40 | 20 | 40bcd (39) |60abc (51)
3C > é 01| 30 60 | 20 | 30d(33) | 70a(57)
4 3 s 01| 30 30 | 30 | 26d(30) | 74a(60)
5 ©|Z 01| 30 50 | 30 | 40bcd (39) |60abc (51)

***_SD Enfeksiyon = 8.96 (p<0.001) ***LSD cannik= 8.96 (p<0.001)
Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlere a¢1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir.
Farkli harfler farkli degerleri ifade etmektedir.

Birgok doku kiiltiirii ¢alismasinda karsilagilan en biiyiik problemlerden biri,
kullanilan eksplantlarin sterilizasyonu olup in vitro ¢alismalarin en 6nemli asamasini
olusturur (Mayer, 1956; Stichel, 1959). Calisma boyunca kullanilmasina karar
verilen sterilizasyon prosediirii, su haliyle her ne kadar yeterli goriilse de, calisma
stiresince kurulan bazi1 denemelerde bir genotipe ait tiim eksplantlarin kaybina neden
olacak 6l¢iide genis ¢apli fungus veya bakteri enfeksiyonlari ile karsilagilmigtir. Bu
nedenle takip eden denemelerde, enfeksiyon oranlari yalnizca yiizde oranlar
kaydedilmistir. Ancak yiizde oranlar bile donemler veya genotipler arasi farklilig
tespit etmek i¢in yeterli olmustur. Sterilizasyon igleminin basarisinin anag bitkinin
yetistigi ortama ve eksplantin alindig1 organa gore farklilik gosterdigi bilinmektedir
(Dogan-Kalyoncu, 2007). Tez ¢alismasinda C. graecum ve C. cilicium tiirleri ile

kurulmus olan bazi1 denemelerde yogun olarak akar zararlisi ile karsilagilmistir (Sekil
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4.1). Siklamen akar1 (Cyclamen mite) olarak da bilinen Phytonemus pallidus
tirtiniin, Afrika meneksesi ve siklamen gibi siis bitkilerinde zarara yol a¢tig1 ve
siklamen yumrular ile taginabildigi bilinmektedir. Bunun yaninda doku kiiltiirii
uygulamalarinda karsilagilan akar zararlisinin daha sonradan kiiltiir ortamina
girebildigi de bilinmektedir (Anonim, 2019). Uygulanan kiiltiirel islemlerle bu
enfeksiyon kaynaginin kismen Oniine gegilebilmesi, eksplant kaynagi olarak

kullanilan bitkilerin temin edildigi bolge veya yetistirme kosullarimin enfeksiyon

orani tizerine olan etkisini agik¢a ortaya koymaktadir.

. \ A : E

Sekil 4.1. C. graecum tiiriinde in vitro kiiltiir kosullarinda karsilasilan akar zararlis
A) Besi ortamu tizerinde akar zararlisimin olusturdugu izler, B) Akar
zararhisinin gezdigi bolgelerde gelismeye baslayan bakteriler, C) ve D)
akar zararlisinin binokiiler altinda goriiniimii

Geier (1977) sterilizasyon i¢in %3 NaOCI ve % 0.03 civa kloriir kullanarak
gerceklestirdigi sterilizasyon islemi ile yaprak ve c¢igek parcalarinda basari elde
ettigini bildirirken, ayn1 prosediiriin uygulandig siklamen yumrularinda % 65 ile %
97 arasinda degisen oranlarda enfeksiyon gozlendigini bildirmistir. Bu nedenle ayni
laboratuvarda siklamen tiirleri ile gerceklestirilen diger ¢alismalarda (Kogak ve ark.,
2014; izgii ve ark., 2016; Sevindik, 2018) toprak iistii organlarda basar1 ile uygulanan
sterilizasyon prosediirleri ile yumru eksplantinin kullanildig1 tez ¢caligmasinda basar1
saglanamamustir. Stichel (1959) ayrica, in vitro kiiltiiriin kuruldugu yani eksplantin

almdig1 donemin de sterilizasyon basarisini etkiledigini, haziran ayimnda alinan
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yumrular ile kurulan denemelerde, kasim - ocak ayindakilere nazaran daha az
enfeksiyon problemi ile karsilasildigini rapor etmistir. Caligma siiresince, dinlenme
doneminde kurulan denemelerde karsilasilan enfeksiyonlar, ¢igceklenme donemine
nazaran daha az sorun teskil etmistir. Ozellikle ikinci yi1l ¢iceklenme donemi
denemelerinde, fungus etmenlerinin neden oldugu kayiplar denemelerin 3 kez tekrar
kurulmasina neden olmustur. Karsilagilan bu farkliligin, yaz déneminde sulamaya
ara verilmesi ile birlikte topragin kuruyup, mikrobiyal faaliyetlerin azalmasi
nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. Akar zararlisinda oldugu gibi, in vitro kiltiir
oncesi sera kosullarinda pestisit (bakirl preparat) uygulamalari ile in vitro kosullarda
karsilasilan fungus etmeninin kismen oniine gegilebilmistir. Tiim bunlarin yaninda
endojen bakterilerin neden oldugu enfeksiyon problemlerinin pek ¢ok doku kiiltiirii
calismasinda problemlere neden oldugu bilinmektedir (Anonim, 2019). Calisma
stiresince ilerleyen alt kiiltiirlerde ortaya ¢gikmaya devam eden ve besi ortamina ilave
edilen Plant Preservative Mixture (PPM™) veya antibiyotiklerle tam olarak oniine
gecilemeyen bakteri kaynakli enfeksiyonlar, bunlara endojen bakterilerin neden
oldugunu ortaya koymustur. Bunun yaninda ¢alisma siiresince karsilasilan fungus
kaynakli enfeksiyonlarin, yalnizca in vitro kiltir baslangicinda ortaya ¢iktigi

gozlenmistir.

Sekil 4.2. A) In vitro kiitiir bslaglcmda karsllaslla fungus kaynakli enfeksiyonlar
B) Alt kiiltiirlerde ortaya ¢ikan bakteri kaynakli enfeksiyonlar
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Bununla birlikte doku kiiltiirii uygulamalarinda sterilizasyon i¢in siklikla
kullanilan ticari sodyum hipoklorit ¢ozeltilerinin aktif kloriir oranlart net olarak
bilinmemektedir. Bu nedenle ¢alismalarda, sahip olduklar1 kimyasal bilesen oranlart
kesin olarak bilinen Ca(ClO),, H.0. veya HgCl, gibi sterilizasyon ajanlarinin

kullanimi ile daha yiiksek basar elde edilebilmektedir.

4.2. Uygun Eksplant Biiyiikliigiiniin Belirlenmesine Ait Bulgular

Denemede, farkli genislik (L x2cm, 1 x 1 cm, 1x 0.5 cm ve 0.5 x 0.5 cm)
ve kalinlikta (1, 2 ve 3 mm) kesilen C. persicum tiiriine ait yumru pargalarinin
rejenerasyon yetenekleri incelenmistir. Denemede yalnizca eksplantlarin kallus
olusturma yetenekleri (oranlari) gozlenmistir. Yapilan gozlemlerde, yumru kesitinin
alanina bagl olmaksizin tiim eksplantlarda kallus gelisimi g6zlenmistir. Ancak
eksplant kalinlig1 azaldikc¢a rejenerasyon oraninin diistiigii ve 1 mm kalinligindaki
eksplantlarin hi¢ birinde kallus gelisiminin olmadig1 goriilmiistiir. Buna karsin,
yaklasik 3 mm kalinliga sahip tiim yumru pargalar1 kallus olusturmustur. Kalinliklar
yaklasik 2 mm olacak sekilde hazirlanan eksplantlarda ise % 80 oraninda kallus elde
edilmistir. In vitro siklamen iiretimi tizerine calisan ilk arastirmacilardan olan
Okumoto ve Tabakayashi (1969), calismalarinda 1 cm® boyutlarinda kesilmis yumru
pargalarin1 kullanmiglardir. Ancak bu sekilde bir yumrudan alinabilecek eksplant
miktart ciddi sekilde azalmaktadir. Daha yakin donemlerde ise TLC teknigi siis
bitkileri tiretiminde, zambak, Afrika meneksesi, glay6l, begonya ve daha pek ¢ok
tirde basarili sekilde kullanilmaya baslanmuistir. Zambak tizerine gergeklestirilen
caligmalarda, embriyojenik kallus elde etmek i¢in 0.8 - 1 mm kalinligindaki sogan
kesitleri basaril1 bir sekilde kullanilirken (Marinangeli, 2016), yaprak kesiti i¢in 0.3
mm, govde kesiti igin ise 2 - 3 mm kalinligindaki eksplantlar kullanilmigtir (Teixeira
da Silva, 2003). Benzer sekilde, in vitro kosullarda yetistirilen glaydl yumrularindan
alman 0.3 - 0.5 mm kalinhigindaki kesitler kitlesel {iretim icin basarili bir sekilde

kullanilabilmektedir. Ancak Afrika meneksesinde in vitro kitlesel iiretim igin 3 x 3
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mm ebadinda yaprak eksplantlari veya 0.3 - 0.5 mm kalinliginda kesilmis petiollerin
kullanildig: bildirilmistir (Teixeira da Silva, 2003). Geranium melezi (Pelargonium
X hortorum) ile gergeklestirilen bir baska ¢alismada, TCL teknigi ile 1x10mm
boyutunda kesilen hipokotil yapilari, eksplant kaynagi olarak kullanilmistir.
Hipokotil eksplantinin kullanildig1 ¢aligmalarda genelde tek hipokotilden tek bir
eksplant elde edilirken, bu sekilde tek hipokotilden 10 adede kadar ¢ikabilen sayida
eksplant elde etmek miimkiin olmustur (Gill ve ark., 1992;). Ozellikle genotip
etkisinin ciddi farkliliklara yol actig1 dogal tiirlerin kullanildigi caligmalar g6z
oniinde bulunduruldugunda, tek bitkiden miimkiin olan en yiiksek sayida eksplant
temin etmenin Onemi, olast genotip farkliliklarini goézlemleyebilmek agisindan
biiylik 6nem tasimaktadir.

In vitro ¢alismalarda kullanilacak baglangi¢c materyalleri i¢in optimum
eksplant boyutunun tiirlere ve eksplantin alindigi organa gore degistigi
goriilmektedir. Doktora tez galigmasi kapsaminda, siklamen yumrular1 igin 0.5 cm?
biiyiikliik yeterli bulunurken, eksplant kalinliginin 2 mm’nin altina diismemesi
gerektigi tespit edilmistir. Bu sekilde tek yumrudan elde edilen eksplant miktari
maksimize edilmis olsa da, C. cilicium ve C. coum gibi tiirlerde dogal yumru
boyutlarinin yeterli biiyiiklilkte olmamasi nedeni ile her zaman tek genotipten yeterli

sayida eksplant elde etmek miimkiin olmamustir.

4.3. Farkli Donemlerde Kiiltiire Alinan Tiirlere Ait Rejenerasyon Bulgular:
Bu boliimde, ¢i¢eklenme ve dinlenme donemi olmak tizere iki farkli

doénemde in vitro kiiltiire alinan tiirlere ait bulgulara yer verilmistir. Tirler arasinda

biiyiik 6lgtide rejenerasyon farkliligi bulundugu i¢in donemsel denemelerde elde

edilen sonuglar tiir bazinda ayr1 ayri sunulmustur.
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4.3.1. C. persicum Tiiriine Ait Bulgular

C. persicum tiirline ait yumru parcalar1 kullanilarak kurulan in vitro
rejenerasyon denemeleri, ciceklenme ve dinlenme donemi olmak {izere iki farkli
vejetasyon doneminde kurulmugtur. Denemelerde somatik embriyo yapilarini elde
etmek i¢in farkli kombinasyon ve konsantrasyonlarda bitki biiyiime diizenleyicileri
(2,4-D (0,0.5,1.01.5ve 2.0 mg L) ve 2iP’nin (0, 0.1, 0.3, 0.5 ve 0.8 mg L)) igeren
% MS besi ortami kullanilmigtir. Denemelerde somatik embriyo yapilarindan ¢ok
organojenik yapilar elde edilmistir. Bu nedenle ilerleyen denemelere, 2,4-D ve 2
iP’nin yan1 sira 1/3 oraninda olacak sekilde IBA/ BA dahil edilmistir (sirasiyla; 0.1
+0.3,0.3+0.9,0.5+ 1.5ve 0.8 + 2.4 mg L?). Denemelerde genel olarak genotipler
aras1 farkliligi ortadan kaldirmak i¢in, tiim dozlarin tek yumru ile kurulmasina
calisilmistir. Ancak gerek yumrularin yeterli biiyiikliikte olmamasi gerekse

enfeksiyona bagli doz kayiplart nedeni ile her denemede bu saglanamamustir.

4.3.1.1. C. persicum Tiiriine Ait Birinci Ciceklenme Donemi Bulgulari

Deneme, C. persicum tiiriiniin g¢icekli oldugu nisan ay1 igerisinde
kurulmustur. Sterilizasyon igleminin ardindan yaklasik 0.5 x 0.5 cm genislikte ve 3
mm kalinlikta pargalara ayrilan yumrular, her petride 5 adet olacak sekilde kiiltiire
alimmustir. Denemede, kontrol parseli ile birlikte toplam 17 farkli kombinasyon (2,4-
D;0,0.5,1,1.5ve2mgL*ve 2iP; 0, 0.1, 0.3, 0.5 ve 0.8 mg L) yer almis ve her
kombinasyon igin 5 petri (tekerriir) kullanilmustir.

Deneme genelinde kullanilan petrilerin % 27°sinde enfeksiyon gelisimi
gbzlenmistir (bir petride yer alan 5 eksplanttan bir tanesi dahi enfekte olsa, o petri
enfekte olarak ayrilmistir). Bu oran, kullamilan eksplant sayisi goz Oniine
alindiginda, % 10 olmustur. Fungal enfeksiyonlar genel olarak kiiltiire alma
isleminden sonra ilk iki hafta iginde ortaya ¢ikarak tim petriyi kaplayacak sekilde
hizl bir yayilis gostermistir. ilerleyen giinlerde ve alt kiiltiirlerde ise yeni fungus

olusumu goriilmemistir. Benzer sekilde bakteri enfeksiyonlar1 da, yogun olarak ilk
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iki hafta icerisinde ortaya ¢ikmakta ve tiim petriye yayilmaktadir. Ancak
funguslardan farkli olarak bakteri enfeksiyonlarinin ortaya ¢ikmasinda siireklilik
gbzlenmis, kiiltiir baglangicindan 3 - 4 ay sonra bile yeni bakteri enfeksiyonlarinin
gelistigi goriilmiistiir. Bunun yaninda ilerleyen donemlerde ortaya c¢ikan bakteri
enfeksiyonlarinin bir kismi rejenerasyonu aksatmayacak sekilde diisiik bir yogunluk
gostererek aklimatizasyon asamasina kadar bitkiciklerle birlikte varliklarin1 devam
ettirmiglerdir.

Deneme genelinde, yalnizca bir dozda (2.0 mg L 2,4-D + 0.5 mg L* 2iP)
ve tek bir eksplantta somatik embriyo olusumu gozlenmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).
Bunun yaninda c¢ogunlukla organojenik rejenerasyonun gozlendigi kallus
dokularindan, degisen oranlarda kok ve siirgiin yapilari elde edilmistir (Cizelge 4.3).

Somatik embriyo olusumu sadece tek eksplantta gdzlendigi icin BBD dozlarinin, SE

olugumuna etkisi istatistiki olarak 6nemsiz ( Prob > F; 0.4664) bulunmustur.

Sekil 4.3. C.persicum tiiriinde, ilk y1l ¢igeklenme déneminde elde edilen SE yapilari
A) Ayni eksplant iizerinde 6nce organogenik sonra embriyojenik yapilarin
gelisiminin gézlenmesi, B) SE yapilarinin yakindan gérinimi
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Cizelge 4.3. C. persicum tiiriine ait ilk y1l ¢igeklenme dénemi rejenerasyon bulgulari

BBD (mgL?) Kallus Sirgln Kok olusumu Elde edilen
2,4-D + 2iP olusumu % olusumu % % bitkicik orani %
05+0.1 80 a (72.00) | 16 ef (15.46) 8 e (7.85) 0c(0)
0.5+0.3 77 a(67.15) | 11 ef (15.44) 7 e (10.13) 0c(0)
0.5+0.5 76 a (66.68) | 17 de (19.15) 0e(0) 0c(0)
0.5+0.8 44 b (41.31) 8 ef (7.846) 12 e (10.15) 0c(0)
1+0.1 95 a (84.00) 8 ef (10.62) 9e(11.31) 0c(0)
1+0.3 48 b (40.84) 0f(0) 0e(0) 0c(0)
1+0.5 76 a (66.68) 4 ef (5.32) 0e(0) 0c(0)
1+0.8 36 b (30.68) | 20 def (18.00) 0e(0) 0c(0)
1.5+0.1 80 a (72.00) 4 ef (5.313) 0e(0) 0c(0)
1.5+0.3 96 a (84.68) | 77 ab (67.48) | 52 c (49.15) 28 b (25.62)
1.5+0.5 92a(82.15) | 79a(71.66) | 74 ab (65.53) | 28 b (25.84)
1.5+0.8 100 a (90.00) | 81 ab (69.78) | 84 a (74.30) 0c(0)
2+0.1 100 a (90.00) | 72 ab (67.16) | 64 bc (56.53) 52 a (43.37)
2+0.3 100 a (90.00) | 34 cd (35.84) | 59c (50.41) 4c (5.31)
2+05 92 a (82.15) | 58 bc (563.07) | 37d(31.01) | 36 ab (30.68)
2+0.8 100 a (90.00) | 42 ¢ (40.15) |71 abc (60.46)| 24 b (23.31)
Toplam BBD | 80.75 (71.90) | 33.35 (31.40) | 29.85 (26.68) 10.75 (9.63)

***%LSD kanus=23.957; ***LSD siirgin=18.197; ***LSD 4=14.352; ***LSD Biticik=16.702;
(***p<0.001 diizeyinde 6nemli bulunmustur); Parantez icerisindeki degerler yiizde degerlere
ac1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir. Siitunlardaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.
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2 AP SH

Sekil 4.4. C. persicum tiiriine ait somatik embriyo yapilarinin gelisim asamalart.

A) Kallus yapilarindan embriyolarin olusmaya baslamasi. B) Hormonlu

ortamda ¢imlenmeye baslayan embriyolar. C) Koklerin olugsmasi. D)

Hormonsuz ortama aktarilan ¢imlenmis embriyo yapilart. E) Hormonsuz

ortamda gelismeye devam eden bitkicikler. F) Yumrularin

belirginlesmesi. G) Aligtirma asamasina ulasan bitkicik. H) Dikimi
gergeklestirilen somatik embriyo yontemi ile elde edilmis bir bitkicik

C. persicum tiirtine ait 3 farkli yumrunun (genotipin) eksplant kaynagi olarak
kullanildigt denemede, BBD dozlarinin rejenerasyona etkisi istatistiki olarak
p<0.001 diizeyinde oOnemli bulunmustur. Tim BBD dozlar1 bir arada
degerlendirildiginde, eksplantlarin % 80.75 oraninda kallus olusturdugu
goriilmiigtiir. Deneme genelinde eksplantlarin % 33.35’inde siirgin olusumu
gbzlenirken, kok olusumu goézlenen eksplantlar i¢in oran % 29.85 olarak tespit
edilmistir. Kiiltiire alinan eksplantlardan % 10.75’i siirglin yapisi ile birlikte kok
yapisi da gelistirerek bitkicige donlismiistiir. En yiiksek bitkicik orani, kiiltiire alinan
eksplantlarin yarisinin (%52) bitkicige doniistiigii baslangi¢ asamasinda 2 mg L*
2,4-D + 0.1 mg L™ 2iP kullanilan besi ortamindan elde edilmistir. Deneme genelinde
bitkicige doniisen eksplantlarin yaklasik yarisinda (% 48) BBD igermeyen %2 MS
ortaminda siirgiin yapilar ile birlikte kok olusumlari gézlenirken, kdk olusturmayan
siirgiin yapilar1 2 mg L' IBA igeren besi ortammna almarak koklenmeleri

saglanmistir. Aklimatizasyon asamasinda karsilagilan enfeksiyon nedeni ile bu
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denemede elde edilen bitkiciklerin tamami dis ortama alistirma asamasinda

kaybedilmistir.

Sekil 4.5. C. persicum tiiriinde olusmaya baslayan siirgiin yapilarinin A) 8. hafta ve
B) 16. haftadaki genel goriinimii

Denemede kullanilmig olan yumru biyiikliiklerinin tek genotip ile tiim
dozlara ait tekerriirlerin kurulmasi igin yeterli olmamasi nedeni ile kullanilmis olan
3 genotip bir arada degerlendirilmistir. Benzer sekilde enfeksiyon kayiplar1 bazi
BBD dozlarinda 1 genotipe ait tiim tekerriirlerin yok olmasina neden oldugu igin
tekerriirlerdeki genotip sayilarim (oranlarini) homojen tutmak miimkiin olmamaigtir.
Ancak gozlem asamasinda genotipler arasinda gerek kallus olusumu (Sekil 4.6)

gerek ise rejenerasyon tepkileri bakimindan farkliliklar oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.6. C. persicum tiirtine ait farkli genotiplerin olusturdugu farkli kallus tipleri.
A) Acik kahve-sar1 renkli dagilgan, pamuk dokulu kallus yapisi, genellikle
organ olusumu gozlenmemekle birlikte nadiren kok yapilar
olusturabilmektedir. B) Kahverengi kompakt kallus yapisi, siirgiin veya
kok olusumu gozlenmekte, nadiren kallus olarak kalan yapilar C) Koyu
kahverengi ve kompakt, ilerleyen alt kiiltiirlerde karararak olen kallus
yapilari

4.3.1.2. C. persicum Tiiriine Ait i1k Y1l Dinlenme Dénemi Bulgular:

C. persicum tiiriine iligkin ilk y1l dinlenme dénemi denemesi, diger biitiin
tirlere ait yumrularla birlikte, ¢igeklenme donemini takip eden yaz aylarinda,
bitkilerin dinlenmeye girmesinden hemen sonra kurulmustur. Bir 6nceki denemede
yiiksek oranda organojenik yapilar olusmasi nedeni ile yumrular yatay eksende iki
parcaya boliinerek ayr1 ayri kiiltire alinmis ve rejenerasyon farkliliklart
gozlenmistir. Bu sekilde kok yapilarimin olustugu yumrunun alt bolgesi ile toprak
iistli organlarin olustugu, yumrularin iist bdlgesi arasinda meydana gelmesi beklenen
rejenerasyon (kok ve siirgiin olusumu) farkliliklar1 tespit edilmek istenmistir. Elde
edilen sonuclar, kallus, siirgiin, kok ve bitkicik oranlar1 olmak flizere farkh

cizelgelerde (Cizelge 4.4, Cizelge 4.5, Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7) sunulmustur.
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Cizelge 4.4. C. persicum tiiriinde ilk y1l dinlenme doneminde elde edilen kallus
olusum oranlari

Kallus olugsumu (%)
BBD (mg L) | Eksplantinalindigi yumru bolgesi Toplam BBD
2,4-D + 2iP Alt Ust Dozu
0.5+0.1 88 (74.06) 69 (56.81) 78.5 b (65.43)
0.5+0.3 96 (84.68) 100 (90) 98 a (87.37)
0.5+0.5 84 (68.74) 100 (90) 92 ab (79.37)
0.5+0.8 68 (61.84) 80 (72) 74 b (66.92)
1+0.1 100 (90) 80 (72) 90 ab (81.00)
1+0.3 84 (77.31) 84 (77.31) 84 ab (77.31)
1+0.5 100 (90) 92 (82.15) 96 a (86.07)
1+0.8 100 (90) 100 (90) 100 a (90.00)
1.5+0.1 100 (90) 100 (90) 100 a (90.00)
1.5+0.3 100 (90) 100 (90) 100 a (90.00)
1.5+0.5 92 (82.15) 100 (90) 96 a (86.07)
1.5+0.8 100 (90) 100 (90) 100 a (90.00)
2+0.1 100 (90) 80 (72) 90 ab (81.00)
2+0.3 100 (90) 100 (90) 100 a (90.00)
2+0.5 100 (90) 96 (84.68) 98 a (87.37)
2+0.8 100 (90) 100 (90) 100 a (90.00)
Toplam Bolge | 94.5(84.3) 92.56 (82.93) 93.53 (83.62)

*L.SD ggp=16.052; LSD ps1ge=0.D.; LSD ppp*psiee=0.D.; (*p<0.05 diizeyinde énemli
bulunmustur); Parantez icerisindeki degerler yiizde degerlere ag¢i transformasyonu
uygulanmis degerlerdir.

Buna gore kallus olusumu bakimindan yumrunun alt ve iist bdolgeleri
arasinda istatistiki olarak onemli bir farklilik gézlenmezken, deneme genelinde
kullanilan eksplantlardan % 93.53 oraninda kallus elde edilmistir. Bunun yaninda
besi ortamina ilave edilen farkli BBD konsantrasyonlarinin kallus olusumu iizerine
olan etkisinin p<0.5 diizeyinde 6nemli oldugu tespit edilmistir. Denemede toplam 6
farkl1 BBD dozunda (siras1 ile 2,4-D + 2iP; 1 +0.8,1.5+0.1,1.5+0.3,1.5+0.8, 2
+0.3ve 2+ 0.8 mgL™) % 100 oraninda, tiim eksplantlarda kallus elde edilmistir.
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Cizelge 4.5. C. persicum tiiriine ait ilk y1l dinlenme déneminden elde edilen siirgiin
olusum oranlari

Sirglin olusumu (%)
-1 Eksplantin alindigi yumru bélgesi
BZB,A?-D(T-gZiLP) P AR gy st 9 Toplam BBD Dozu
0.5+0.1 28 (31.63) 32 (33.93) 30 f (32.78)
0.5+0.3 32 (34.16) 36 (36.24) 34 f (35.21)
0.5+0.5 48 (43.84) 36 (36.47) 42 def (40.15)
0.5+0.8 36 (36.47) 44 (41.31) 40 def (38.89)
1+0.1 60 (48.21) 48 (46.62) 54 cdef (47.42)
1+0.3 40 (32.99) 40 (39) 40 ef (36.00)
1+0.5 54 (47.3) 60 (50.99) 57 cdef (49.15)
1+0.8 80 (72) 56 (51.46) 68 abcd (61.73)
1.5+0.1 84 (71.52) 84 (71.52) 84 abc (71.52)
1.5+0.3 68 (61.84) 64 (59.31) 66 abcde (60.58)
1.5+0.5 88 (74.06) 88 (74.06) 88 ab (74.06)
1.5+0.8 92 (79.37) 92 (79.37) 92 a (79.37)
2+0.1 56 (51.46) 56 (48.68) 56 bcdef (50.07)
2+0.3 56 (48.68) 52 (46.15) 54 cdef (47.42)
2+0.5 63 (55.62) 48 (43.84) 55.5 bcdef (49.73)
2+0.8 55 (48) 61.4 (51.82) 58.2 bcdef (49.91)
Toplam Bolge | 58.75 (52.32) 56.09 (50.67) 57.42 (51.50)

**LSD ggp=24.670; LSD ps1ee=0.D.; LSD ppp*psiee=0.D.; (**p<0.01 diizeyinde 6nemli
bulunmustur); Parantez icerisindeki degerler yiizde degerlere aci transformasyonu
uygulanmis degerlerdir.

Besi ortamina ilave edilen farkli BBD konsantrasyonlari, siirgiin olusumu
iizerinde p<0.01 diizeyinde etkili bulunurken, BBD*Alindig1i Bolge (eksplantin
alindigi alt ve tist yumru bolgeleri) interaksiyonu siirgiin olusumu tizerinde istatistiki
olarak onemsiz bulunmustur. Benzer sekilde, yumrunun alt (% 58.75) ve {ist (%
56.09) bolgeleri arasindaki siirglin olusturma orani farkliligi da istatistiki olarak
onemsiz bulunmustur. Bununla birlikte, en yiiksek siirgiin olusum orani, 1.5 mg L

2,4-D + 0.8 mg L iP ilave edilen besi ortaminda gozlenmistir.
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Cizelge 4.6. C. persicum tiiriine ait ilk yil dinlenme doneminde elde edilen kok
olusum oranlari

Kok olusumu (%)
BBD (mg L) | Eksplantin alindigi yumru bolgesi Toplam BBD
2,4-D + 2iP Alt Ust Dozu
0.5+0.1 8 (10.62) 12 (13.15) 10 cd (11.89)
0.5+0.3 0 (0) 0 (0) 0d (0)
0.5+0.5 20 (26.56) 20 (20.77) 20 bed (23.67)
0.5+0.8 32 (28.37) 36 (33.69) 34 abc (31.03)
1+0.1 60 (53.77) 68 (56.06) 64 a (54.91)
1+0.3 44 (41.53) 40 (38.78) 42 ab (40.15)
1+0.5 28 (28.62) 28 (28.62) 28 bc (28.62)
1+0.8 28 (25.84) 32 (28.15) 30 bc (27.00)
1.5+0.1 32 (28.37) 45 (42) 38.5 abc (35.19)
1.5+0.3 32 (31.15) 40 (36) 36 abc (33.58)
1.5+0.5 28 (28.62) 24 (26.09) 26 bc (27.35)
1.5+0.8 52 (46.15) 56 (48.46) 54 ab (47.30)
2+0.1 48 (43.62) 40 (32.99) 44 ab (38.30)
2+0.3 24 (23.31) 30.67 (27.36) 27.33 bc (25.33)
2+0.5 26 (24.69) 28 (25.84) 27 bc (25.26)
2+0.8 30 (27) 40 (36) 35 abc (31.50)
Toplam Bolge | 30.75 (29.26) 33.71(30.87) 32.24 (30.07)

**LSD ggp= 24.046; LSD gsiee=0.D.; LSD ap*Bsigee=0.D.; (**p<0.01 diizeyinde énemli
bulunmustur)Parantez igerisindeki degerler ylizde degerlere ag1 transformasyonu
uygulanmis degerlerdir.

Deneme genelinde, % 32.24 oraninda kok olusumu gozlenirken, bu oranin
stirgiin olusum oraninin (% 57.42) altinda oldugu goriilmistiir. Denemede elde
edilen alt ve iist bolgelerdeki kok olusum oranlar arasindaki (sirasi ile % 30.75 ve
% 33.71) farklilik istatistiki olarak Onemsiz bulunmustur. Benzer sekilde,
BBD*Alindig1 Bolge interaksiyonu da kok olusumu iizerine istatistiki olarak

o6nemsiz bulunmustur. Bunun yaninda, ortama ilave edilen BBD dozlarinin kdk
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rejenerasyonu iizerine olan etkisinin p<0.01 diizeyinde onemli oldugu tespit

edilmistir.

Cizelge 4.7. C. persicum tiiriine ait ilk y1l dinlenme déneminde elde edilen bitkicik

oranlari
Elde edilen bitkicik orani (%)
BBD (mg L) Eksplantin alindigi yumru bélgesi Toplam BBD
2.4-D + 2iP Alt Ust Dozu
0.5+0.1 0 (0) 4 (5.32) 2 fg (2.65)
0.5+0.3 0 (0) 0(0) 049 (0)
0.5+0.5 12 (13.15) 8 (10.62) 10 efg (11.89)
0.5+0.8 28 (22.84) 32 (28.15) 30 defg (25.49)
1+0.1 56 (48.68) 60 (54) 58 abcd (51.34)
1+0.3 32 (25.37) 32 (25.37) 32 defg (25.37)
1+0.5 64 (56.53) 68 (58.84) 66 ab (57.68)
1+0.8 84 (74.3) 88 (76.84) 86 a (75.57)
1.5+0.1 36 (30.68) 32 (30.93) 34 cde (30.81)
1.5+0.3 8 (7.846) 8 (10.62) 8 ef (9.236)
1.5+0.5 52 (46.15) 32 (31.15) 42 bed (38.65)
1.5+0.8 32 (31.15) 32 (30.93) 32 bede (31.04)
2+0.1 40 (36) 36 (30.46) 38 bcde (33.23)
2+0.3 32 (28.15) 32 (25.37) 32 def (26.76)
2+0.5 68 (58.84) 64 (51.46) 66 abc (55.15)
2+0.8 56 (48.68) 56 (48.68) 56 bcd (48.68)
Toplam Bélge 37.5 (33.02) 36.5 (32.42) 37.00 (32.72)

***| SD BBD:2-644; LSD }35|ge:o.D.; LSD BBD*BéIge:O-D~; (***p<0001 dﬁzeyinde onemli
bulunmustur); Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlere ag1 transformasyonu
uygulanmis degerlerdir.

Denemeye iliskin diger rejenerasyon oranlarina paralel olarak, eksplantin
alindig alt ve tist yumru bolgelerindeki bitkiye doniisiim oranlari arasindaki farklilik

(swrastyla % 37.5 ve % 36.5) istatistiki olarak onemsiz bulunmustur. Denemede en
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yiiksek bitkicik olusumu, % 86 oram ile 1 mg L 2,4-D + 0.8 mg L 2 iP ilave
edilmis besi ortamindan gozlenmistir. Deneme genelinde % 37 olarak gozlenen
bitkicige doniigiim oraninin, ilk y1l ¢igeklenme déneminde elde edilmis olan % 10.75
oranina nazaran yaklasik 4 kat daha yiiksek oldugu saptanmuistir.

Bir 6nceki denemede oldugu gibi bu denemede de yumru biiyiikligi ve
enfeksiyon kayiplari gibi nedenler, farkli genotiplerin bir arada degerlendirmeye
alinmasini zorunlu kilmustir. Genotiplerin istatistiki olarak ayr1 degerlendirilebilmesi
icin yeterli sayida tekerriir miktarma ulagilamamis olmakla birlikte, gozlem
asamasinda genotipler arasi rejenerasyon farkliliklari net olarak saptanmistir (Sekil

4.7).

= SV g

Sekil 4.7. C. persicum tiiriine ait iki farkli genotipin, 2 mg L* 2,4-D + 0.8 mg L™ 2iP
ortaminda gostermis olduklari farkli rejenerasyon tepkileri. A) Az miktarda
koyu kahverengi kallus dokusu ve iizerinde gelisen siirgiin yapilari ile B)
Yogun miktarda acik kahverengi kallus dokusu ve tizerinde gelismekte
olan kok ve siirgiin yapilari

4.3.1.3. C. persicum Tiiriine Ait Ikinci Y1l Ciceklenme Dénemi Bulgular
Caligmanin ikinci yilinda, ilk yil kurulmus olan denemeler, farkli BBD

konsantrasyonlar ilave edilerek tekrar edilmislerdir.
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Cizelge 4.8. C. persicum tiirline ait ikinci y1l ¢igeklenme donemine ait rejenerasyon

oranlari
BBD (mg 1) Kallus Sdrgln Kok Elde edilen
2,4-D + 2iP olusumu % olusumu % olusumu % bitkicik orani %
05+0.1 80 abc (72) 8 ef (7.85) 8d (7.84) 0c(0)
05+0.3 77 bc (67.15) 0f (0) 7.4 d (10.18) 0c(0)
05+0.5 100 a (90) 9 def (11.31) 0d (0) 0c(0)
05+0.8 44 de (41.31) 0f(0) 12 d (10.15) 0c(0)
1+0.1 95 ab (84) 8 def (10.62) 4d (5.31) 0c(0)
1+0.3 48 de (40.84) 0 f (0) 0d (0) 0c(0)
1+05 80 abc (72) 0 f (0) 0d (0) 0c(0)
1+0.8 24 ef (23.31) 0 f (0) 0d (0) 0c(0)
1.5+0.1 64 cd (59.31) 0 f (0) 0d (0) 0c(0)
1.5+0.3 96 ab (84.68) | 48 b (43.84) 44 c (41.31) 28 b (25.62)
1.5+0.5 100 a (90) 88 a(79.84) | 68.6 a (62.19) 28 b (25.84)
1.5+0.8 100 a (90) 87 a (79.01) 64 ab (56.3) 0c(0)
2+0.1 100 a (90) 72 a (67.16) | 48 bc (43.62) 52 a (43.37)
2+0.3 100 a (90) 27 bed (27.98) |46.8 be (42.97) 4¢ (0)
2+05 100 a (90) 34 bc (29.48) | 46.2 ¢ (36.85) | 36 ab (30.68)
2+0.8 100 a (90) 47 b (43.15) | 63 ab (55.62) 24 b (23.31)
BBD (mg L?) Kallus Surgln Kok Elde edilen
IBA + BA olusumu % olusumu % olusumu % bitkicik orani %
0.1+0.3 100 a (90) 20 cde (18) 2d (2.65) 0c(0)
0.3+0.9 66 cd (59.19) 30 bed (27) 4d (3.92) 0c(0)
05+1.5 36 ef (33.46) 0 f (0) 8d (7.73) 0c(0)
08+24 16 fg (15.57) 2 ef (2.66) 2d (2.65) 0c(0)
1.0+3.0 0g(0) 0 f (0) 0d (0) 0c(0)
Toplam BBD | 72.67 (79.00) | 22.86 (21.33) | 20.38 (18.54) 8.19 (7.09)

***LSD Kaius=21.283; ***LSD siirgin=17.509; ***LSD xs=14.054 ***LSDgitkicik=14.549;
(*** p<0.001 diizeyinde 6nemli)
Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlere a¢1 transformasyonu uygulanmis
degerlerdir. Siitunlardaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.

Parantez igerisindeki degerler ylizde degerlere ag¢1 transformasyonu

uygulanmis degerlerdir. Siitunlardaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.

Yumrularin alt ve st bolgelerinden alinan eksplantlar arasinda rejenerasyon

yetenekleri bakimindan istatistiki olarak 6nemli bir farklilik tespit edilmedigi igin
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takip eden denemelerde bu uygulamaya devam edilmemistir. Denemede yeterli
tekerriir miktarina ulasabilmek i¢in birden ¢ok genotip (yumru) kullanmilmustir.
Bunun yaninda, onceki denemelerde yiiksek oksin/sitokinin orani ile olusan
kalluslardan organojenik yapilarin gelismis olmast ve % 50 oraninda siirgiin
gelisimlerinin gézlenmesi nedeni ile farkli bitki biiytime diizenleyiciler denemelere
dahil edilmistir. Bunun i¢in ticari siklamen {iretiminde inbred hatlarin in vitro
cogaltilmas1 asamasinda siklikla kullanilan IBA ve BA, oksin/sitokinin orani 1/3
olacak sekilde besi ortamlarina ilave edilereck yumru eksplantlarinin tepkileri
incelenmistir.

IBA + BA (sirastyla 0.1 +0.3,0.3+0.9,0.5+1.5,0.8+2.4ve 1.0 + 3.0 mg
L) ilave edilmis besi ortamlarinda 0.1 + 0.3 mg L IBA + BA konsantrasyonunda
% 100 oraninda kallus elde edilmistir. Ancak gdzlenen siirgiin orani beklenenin
oldukga altinda kalmis olup, en yiiksek oran % 30 olarak 0.3 + 0.9 mg L™ IBA + BA
ilave edilmis olan besi ortaminda elde edilmistir. 1/3 oraninda oksin/sitokinin
kullaniminda diisiik oranlarda (en ¢ok % 8) kok gelisimlerinin oldugu gézlenmistir.
Ancak IBA + BA kullaniminda elde edilmis olan siirgiin yapilarindan kok yapilari
olugmamig ve bu siirglinlerden saglikli bitkicikler elde edilememistir. Bu nedenle
IBA ve BA ilave edilmis olan besi ortamlarinda geligmis olan siirglin yapilari
aklimatizasyon denemelerinde yer almamistir. Birden ¢ok C. persicum yumrusunun
kullanildig1 ikinci y1l ¢iceklenme dénemi denemesinde, deneme genelinde % 72.67
oraninda kallus, % 22.86 oraninda siirgiin, % 20.38 oraninda kok rejenerasyonu
gbzlenmistir. Deneme genelinde kullanilan eksplantlarin, % 8.19’undan bitkicik elde
edilmis olup, aklimatizasyon igin yeterli kok olusumu gosterenler dis kosullara
aktarilmustir. Yumru eksplantlari kullanilarak kurulmus olan denemede, 2,4-D + 2iP
ilave edilmis olan besi ortaminda gézlenen C. persicum tiiriine ait organojenik

yapilarin farkli haftalardaki gelisim agamalar1 Sekil 4.8’da goriilmektedir.
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\ ath &~ - =
Sekil 4.8. C. persicum tiiriinde organogenesis asamalar1 A) Ilk 8 haftada
farklilasmaya baslayan kallus yapilari (B) 8-10 hafta arasinda 1k yaprak
taslaklarinin ortaya ¢ikmasi (C) lkinci alt kiiltir asamasinda, 16.
haftadaki yaprak gelisimleri D) Karanlik ortamda gelismeye devam
eden siirgiin yapilart (E) 16-20. haftada aydinlik ortamda gelisen
stirglinlerin gorintimi. (F) 24. haftada aklimatizasyon asamasi igin
yeterli kok olusumunu tamamlamig bitkicik

4.3.1.4. C. persicum Tiiriine Ait Ikinci Y11 Dinlenme Dénemi Bulgular

C. persicum tiri ile kurulmus olan son rejenerasyon denemesinde
embriyojenik kallus elde etmek i¢in yiiksek tutulan oksin / sitokinin oraninin yani
sira slirgiin olusumunu arttirmak i¢in 1/3 oraninda IBA + BA kullanimina devam
edilmistir. Kurulmus olan denemede diger denemelerden farkli olarak, 1.5 + 0.8 mg
L12,4-D + 2iP ve 2.0 + 0.5 mg L 2,4-D + 2iP ilave edilmis olan iki besi ortaminda
SE yapilarinin gelistigi gozlenmistir. Bir dnceki SE gelisiminde oldugu gibi bu
yapilar tek bir tekerriirde ve tek eksplant iizerinde gbzlenmislerdir. Bu nedenle
yapilmig olan istatistiki analizde, BBD dozlarinin SE olusumu flizerine olan etkisi
onemsiz bulunmustur (Prob>F; 0.5332). Bununla birlikte, SE yapilarinin iki ortamda
farkl1 sekillerde ortaya ¢iktigi gézlenmistir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).
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Sekil 4.9. C. persicum tiiriinde, 2.0 mg L? 2,4-D + 0.5 mg L 2iP igeren besi
ortaminda g6zlenen embriyo yapilari (A) Somatik embriyolarin bir arada
goriiniimii, (B) Globuler asamada bulunan embriyo yapilari, (C) Kalp
agamasinda bulunan SE yapilar1i D) Torpedo asamasinda bulunan SE
yapilart

Sekil 4.10. Kok enzeri yapilarin yer aldig1 eksplant zerinde globuler SE yapilarinin
ortaya ¢ikigt (1.5 mg L™ 2,4-D + 0.8 mg L* 2iP)
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BBD konsantrasyonunun 2.0 mg L 2,4-D + 0.5 mg L* 2iP oldugu ortamda,
acik sar1 renkli embriyojenik kalluslar {izerinde yalnizca SE yapilarinin olustugu
gozlenmistir (Sekil 4.9). Ancak 1.5 + 0.8 mg L 2,4-D + 2iP igeren ortamda gelisen
kallus tizerinde kok benzeri yapilar ile globuler asamada bulunan somatik
embriyolarin bir arada bulunduklari gozlenmistir (Sekil 4.10). Ardindan, ayni
noktada hizla artan sayida ve farkli gelisim evresinde, embriyolar olugsmaya devam
etmistir. Bununla birlikte, C. persicum tiiriinden elde edilmis olan bu SE yapilarinin
biiyiik boliimii, diger siklamen tiirlerine ait SE yapilarindan farkli olarak, BBD
icermeyen besi ortamina alinmadan 6nce ¢imlenmeye baglamistir. Cimlenme

goriilmeyen SE yapilar ise alt kiiltiir isleminde BBD igermeyen besi ortamlarina

dagitilarak ¢imlenme ve bitkicige doniistimleri saglanmustir (Sekil 4.11).

o

Sekil 4.11. C. persicum tiirine ait bir globuler embriyonun bitkicige dontisiimii. A)
Cimlenerek kok yapisinin olusmasi, B) ve C) Yeni gelismekte olan
stirglin yapis1t D) ve F) Yapragin belirginlesmeye baslamasi, F) Kok,
yumru ve yaparak yapilari tam olarak olugsmus bir bitkicik

Elde edilmis olan bu SE yapilarindan gelismis olan bitkicikler, herhangi bir
BBD ilavesine ihtiyag¢ duymadan yeterli miktarda kdk yapisi olusturmustur.
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Ardindan bu bitkicikler, organogenesis yontemi ile liretilmis olan diger bitkiciklerle
birlikte bagarili bir sekilde dig ortama aktarilmiglardir.

Denemede BBD dozlarina bagh olarak degisen oranlarda organojenik
yapilarin rejenere oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.9). Denemede elde edilmis olan
toplam kallus oran1 % 81.21 olarak goézlenirken, 5 farkli BBD dozunda % 100
oraninda kallus gelisimi kaydedilmistir. En yiiksek siirgiin olusum orani, % 90.33 ile
1.0 mg L? 2,4-D + 0.8 mg L* 2iP ilave edilmis olan besi ortaminda gozlenmistir.
Kok olusumlart incelendiginde ise % 57 olarak tespit edilen en yiiksek kdk olusum
orani, 2.0 mg L 2,4-D + 0.1 mg L* 2iP igeren besi ortamindan gozlenmistir. BBD
dozlarinin bitkicik olusumu iizerine olan etkileri incelendiginde ise en yiiksek
bitkicik oranmim, 2.0 mg L* 2,4-D + 0.5 mg L™! 2iP igeren ortamda % 72 oraminda
gerceklestigi  goriilmiistir. IBA + BA kullaniminda ise elde edilmis olan
rejenerasyon oranlari, 2,4-D ve 2iP kullaniminda elde edilenlerin olduk¢a altinda
oldugu gozlenmistir. Sitokinin oraninin 1/3 oldugu IBA-BA kullaniminda, kok
olusumu gézlenmemis ve bu bitki biiylime diizenleyicilerin kullaniminda bitkicik

elde edilememistir.
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Cizelge 4.9. C. persicum tiiriine ait ikinci y1l dinlenme donemi rejenerasyon oranlari

BBD (mg L?) Kallus Siirgtin olusumu Kok olugumu Elde edilen
2,4-D + 2iP olusumu % % % bitkicik orani %
05+01 | 73de (60.26) | 22fghi (22.15) | 20def (19.61) | 2 gh (2.65)

74 bcde
0.5+0.3 (6405) 36 efg (31.15) | 7.33ef (8.83) 2 gh (2.65)
05405 ??7"‘2;? 41.83 efg (39.68) | 8 ef (9.23) 11 fgh (9.57)
05+08 |74cde(62.41)| 52de (44.52) | 14 def (14.42) | 24 cdef (21.68)
1+0.1 90 ab (81) | 74 abcd (66.68) 27('5’5 é’zc)de 26 cdef (23.31)
1+03 100 a (90) 84 a(73.03) | 15.66 def(15.69) | 12 fgh (10.15)
1+05 | 96a(86.07) | 82.33 ab (69.11) | 23.66 cde(23.06) | 55.33 ab (49.15)
1408 1004 (90) | 90.33 a (76.96) 16 def (18) 52 ab (48.29)
80 bcde
15+0.1 07 73) 30efgh (27) | 40 abed (36.11) 0h(0)
84
L5+03 | itrsog) | 46€f(4171) | 36abcd (3358) | 8fgh(7.:84)
15+05 | 90ab(81) | 44.66 efg (40.15) | 28 bede (28.37) | 39 bede (36.81)
15+0.8 | 100a(90) | 54 bcde (47.65) | 53ab (46.73) | 22 efgh (17.76)
2401 |90abc(79.49)| 49 ef (43.03) 57 a (50.65) 4%3663‘)“
2+03 100 a (90) | 52.33 cde (45.01) | 52 ab (46.15) |50.66 abc(43.89)
2+05 98 a (87) 76 abc (66.92) 50 ab (45) 72 a (61.37)
2+0.8 100a(90) | 41.33 efg (38.37) |45.66 abc (43.72) 4%é3é33t;‘)’d
BBD (mg L?) Kallus Sirgiin olusumu Kok olugsumu Elde edilen
IBA + BA olusumu % % % bitkicik orani %
0.1+03 | 66ef(56.29) | 32 efg (30.68) 07 (0) 0h(0)
74 bcde
0.3+0.9 (66.62) 20 fghi (19.5) 0f(0) 0h(0)
05+15 | 60ef (54.11) 8 hi (7.73) 07(0) 0h(0)
0.8+24 | 461(41.19) 01(0) 07(0) 0h(0)
10+30 | 229 (22.15) 01(0) 07(0) 0h(0)
Toplam BBD | 81.21 (72.06) | 4456 (39.57) | 2352 (22.13) | 21.95 (19.67)

***LSD Kallus=18.298***LSD sirgin=22.177; ***LSD kexk=21.877; ***LSDgiicik=20.599;

(*¥** p<0.001 diizeyinde 6nemli)

Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlere ag1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir.
Siitunlardaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.

4.3.1.5. C. persicum Tiiriine Ait Dénem Farkhliklari

Tez galigmasi siiresince, C. persicum tiiriine ait yumru parcalari kullanilarak

dinlenme donemi ve ¢igeklenme donemi olmak tizere iki farkli dénemde, iki yil

stireyle tekrar edilen denemeler kurulmustur. Kurulmus olan ilk iki denemede BBD
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olarak yalmizca 2,4-D ve 2iP kullanilirken, takip eden iki denemede IBA ve BA
caligmalara dahil edilmistir. Bu denemelerde elde edilen rejenerasyon bulgulari
gdzlem asamasinda yiizde degerler olarak kaydedilmistir. Istatistiki analizler igin ise,
yiizde degerlere ac1 doniisiimii yapilarak elde edilmis veriler kullanilmustir. 1k y1l ve
ikinci yil verileri kendi aralarinda dinlenme ve ¢iceklenme donemi verileri olmak
tizere karsilastirllmis ve donemler arasi rejenerasyon farkliliklari ortaya
konulmusgtur. Bu boéliimde yalnizca donemler arasindaki toplam rejenerasyon
BBD, donem ve BBD*Alindig1

interaksiyonlarini igeren detayli tablolar Ek 1 ve Ek 2°de sunulmustur.

farkliliklarina  yer verilmis olup, Donem

Cizelge 4.10. C. persicum tiirtine ait ilk yil ¢iceklenme ve dinlenme dénemleri
arasindaki rejenerasyon farkliliklari

Kallus Orani % Sirglin Orani %

Dinlenme Ciceklenme Toplam Dinlenme Ciceklenme Toplam
Dénemi Dénemi Doénem Dénemi Dénemi Dénem
93.53 a 80.75b 87.14 57.42 a 33.35b 45.39
(83.61) (71.89) (77.76) (51.50) (31.39) (41.45)

Kok Orani % Elde Edilen Bitkicik Orani %

Dinlenme Ciceklenme Toplam Dinlenme Ciceklenme Toplam

Dénemi Dénemi Dénem Dénemi Doénemi Dénem
32.24 29.85 31.04 10.75b 23.88
(30.07) (26.68) 28.38) |372(272) | "g63 (21.18)

Dénemler arasi farkliliklar; ***LSD kaus=5.057; ***LSD siirgin=5.225; LSD ksk=0.D.;
***LSD Bitkicik=21.292; (***p<0,001 diizeyinde O6nemli). Parantez icerisindeki degerler
ylizde degerlere ag1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir. Kallus, siirgiin ve bitkicik
stitunlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.
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Cizelge 4.11. C. persicum tiiriine ait ikinci y1l ¢iceklenme ve dinlenme dénemleri
arasindaki rejenerasyon farkliliklari

Kallus Orani % Sirgtin Orani %
Dinlenme | Cigceklenme Toplam Dinlenme | Cigeklenme Toplam
Doénemi Doénemi Dénem Doénemi Doénemi Dénem
89.84 a 81.75b 85.79 54.74 a 26.73 b 40.74
(79.72) (73.41) (76.57) (48.29) (25.02) (36.66)
Kok Orani % Elde Edilen Bitkicik Orani %
Dinlenme | Cigeklenme Toplam Dinlenme | Cigeklenme Toplam
Dénemi Dénemi Dénem Dénemi Dénemi Dénem
30.88 a 25.75b 28.32 288l a 10.75b 19.78
(29.05) (23.27) (26.16) (25.82) (9.63) (17.73)

Dénemler arasi farkliliklar; *LSD kanus=4.857; ***LSD giirgin=5.318; *LSD ksk=5.168;
***LSD Biticik=5.096; (*p<0,05 diizeyinde Snemli; ***p<0,001 diizeyinde Onemli).
Kallus, siirgiin, kok ve bitkicik siitunlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir. Parantez
icerisindeki degerler yiizde degerlere ag1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir.

Ik y1l denemelerinde, ¢igeklenme ve dinlenme donemlerinde yumrularin
sahip oldugu rejenerasyon yetenekleri karsilastirildiginda, kok olusum oranlar
bakimindan istatistiki olarak 6nemli bir farklilik bulunmamistir. Diger yandan
kallus, siirgiin ve elde edilen bitkicik oranlari incelendiginde, yumru eksplantlari
arasindaki rejenerasyon farkliliginin dinlenme dénemi lehine, p<0.001 diizeyinde
onemli oldugu gozlenmistir.

Benzer sekilde, ikinci yil tekrar edilen denemelerde de rejenerasyon
oranlarmin dinlenme doneminde daha yiiksek olduklar1 gériilmektedir. Ikinci yil
denemelerinde, in vitro denemelerin kuruldugu (gi¢eklenme ve dinlenme)
vejetasyon donemi, kallus ve kok olusum oranlari tizerinde p<0.05, siirgiin ve
bitkicik olusum oranlar {izerine ise p<0.001 diizeyinde istatistiki olarak dnemli
bulunmustur. Ik y1l denemelerinde oldugu gibi, ikinci yilda da rejenerasyon
oranlarinin dinlenme doneminde daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Sonug olarak,
dinlenme déneminde bulunan C. persicum yumrularinin, daha yiiksek bir in vitro
rejenerasyon potansiyeline sahip oldugu ag¢ik¢a goriilmektedir.
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C. persicum tiriine iliskin elde edilmis olan rejenerasyon bulgular
incelendiginde deneme genelinde SE olusumunun oldukca disiikk oldugu
goriilmektedir. Somatik embriyogenesis yontemi de 6zellikle C. persicum tiiriinde
pek ¢ok arastirmaci tarafindan etkin bir in vitro {iretim sistemi olarak kullanilmistir
(Schwenkel ve Winkelmann 1998; Winkelmann, 2010; Winkelmann ve ark., 2004;
Kocak ve ark., 2014; Tagipur ve ark., 2016, Izgii ve ark., 2016). Farkl1 arastirmaci
gruplar tarafindan gergeklestirilen bu ¢aligmalarda somatik embriyogenesis yontemi
ile elde edilen bitki rejenerasyonunun organogenesis yontemine nazaran diigiik
oldugu belirtilmistir (Tagipur ve ark., 2016). Benzer sekilde gergeklestirilen tez
calismasinda organogenesis orani SE oranina nazaran oldukga yliksek bulunmustur.
Ancak yine de elde etmis oldugumuz SE orani istatistiki olarak onemsiz olacak
derecede diisiiktiir. Oranin bu derece diisiik olmasinin ¢alismada kullanilan eksplant
kaynagindan ve dokularin yasli olmasindan ileri geldigi diistintilmektedir. Etkin SE
protokolleri incelendiginde yumru parcalarindan c¢ok, gen¢ yaprak, yaprak sapi,
cicek tomurcugu ve ¢igcek sap1 gibi toprak iistii organlar somatik embriyo eldesi i¢in
kullanildigr goriilmektedir. Arastirmacilar bu toprak iistii organlarin eksplant
kaynagi olarak kullanilmas ile gelistirdikleri somatik embriyo protokollerinin, her
siklamen tiirinde ¢alistigini ancak bu tiirlere ait tiim eksplantlarda somatik embriyo
olusumu elde edilmedigini bildirmislerdir (Schwenkel ve Winkelmann, 1998,
Seyring ve ark., 2009; Tagipur ve ark., 2016). Yumru kullanimi durumunda ise
aragtirmacilar enfeksiyon nedeni ile aseptik fide yumrularimi tercih etmislerdir
(Takamura ve ark., 1995; Karam ve Al-Majathoub, 2000a; Prange ve ark., 2010;
Abu-Qaoud, 2004, Yamaner ve Erdag, 2008). Bununla birlikte gergeklestirilen pek
cok ¢alismada aseptik (in vitro) kosullarda elde edilmis olan geng bitki pargalarinin
(Kreuger ve ar., 1995; Furukawa ve ark., 2002) veya diger geng bitki organlarinin
kullanildig1 (Seyring ve ark., 2009; Jalali ve ark., 2010b; Yang ve Zhang, 2010;
Tagipur ve ark., 2016) dikkati ¢ekmistir. Kreuger ve ark., (1995) C. persicum
‘Concerto Scarlet Othello’ (S&G Tohum) ¢esidine ait yumru parcalarini baslangic
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materyali olarak kullanarak somatik embriyogenesis kiiltiirii kurmuslardir.
Calismada yumru pargalart kiigiildikge elde edilen pro-embriyonik kiiltiir
olusumunun tesvik edildigi rapor edilmistir, ancak aragtirmacilar tez
calismamamizdan farkli olarak in vitro fidelere ait geng¢ yumru pargalar
kullanmiglardir. Tez ¢aligsmasinda genotip etkisini minimumda tutabilmek i¢in tek
bir yumrudan en fazla sayida eksplant elde edilmeye calisilmistir. Bu nedenle
denemelerde miimkiin oldugunca biiyiik, dolayisi ile yasli yumrular kullanilmstir.
Organlarin yaslanmasi ile birlikte bitkinin sahip oldugu endojen hormonlardaki
degisimlerin, elde edilen somatik embriyo oranini olumsuz etkiledigi
diistintilmektedir.

Somatik embriyo gelisiminin Faz 0 (embriyojenik kallus gelisimi) ve Faz 1
(kallus yapilarinin embriyoya doniisiimii) olmak {izere iki asamadan olustugu
bilinmektedir. Ilk asamada oksinli ortamda potansiyel hiicreler ve hiicre kiimelerinin
olustugu, ikinci agamada ise eksplantin oksinsiz ortama alinarak somatik embriyo
yapilari ortaya ¢iktigi bildirilmektedir (Jimnez, 2001; Winkelmann ve Serek, 2005;
Seyring ve ark., 2009; Winkelmann, 2010; Kogak ve ark., 2014; Izgﬁ ve ark., 2016).
Ancak bu durum, bizim gergeklestirdigimiz tez ¢aligmasinda C. persicum tiirii i¢in
gegerli olmamistir. Calisma stiresince C. persicum tiiriinde elde edilen SE yapilari
kallus yapilarinin elde edildigi BBD igeren ortamda gelismeye baslamistir, ayrica bir
farklilagtirma ortami kullanilmamistir. Bununla birlikte bu SE yapilarindan bir

kisminin ayni ortamda ¢imlenmeye basladigi gézlenmistir.

4.3.2. C. graecum Tiiriine Ait Bulgular

Caligma siiresince, C. graecum tiiriine ait yumru parcalari kullanilarak
ciceklenme ve dinlenme doénemi olmak {iizere iki farkli dénemde in vitro
rejenerasyon denemeleri kurulmustur. Denemelerde somatik embriyo yapilarini elde
etmek i¢in bitki biiylime diizenleyici olarak besi ortamina (2 MS), 2,4-D (0, 0.5, 1.0
1.5 ve 2.0 mg L) ve 2iP’nin (0, 0.1, 0.3, 0.5 ve 0.8 mg L) farkli kombinasyonlari
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ilave edilmistir. Yapilan gozlemlerde, C. graecum tiiriinde hi¢ somatik embriyo
gelisimine rastlamilmamis ancak yiliksek oksin kullanimma ragmen siirgiin
olusumlar1 gozlenmistir. Bu nedenle ilerleyen denemelere, 2,4-D ve 2 iP’nin yan
sira deneme degiskenlerine oksin - sitokinin oran1 1/3 olacak sekilde IBA ve BA
(srrasiyla 0.1 + 0.3, 0.3 + 0.9, 0.5 + 1.5 ve 0.8 + 2.4 mg L™) dahil edilmistir.
Denemelerde genel olarak genotipler arasi farkliligi ortadan kaldirmak igin tiim
dozlarin tek yumru ile kurulmasina dikkat edilmistir. Ancak gerek yumrularin yeterli
biiytikliikte olmamasi, gerekse enfeksiyona bagli tekerriirler arasi heterojen kayiplar
nedeni ile her denemede bu saglanamamustir. Bununla birlikte, yeterli yumru
biiytikliigiine sahip birden ¢ok genotip ile kurulan ve enfeksiyon nedeni ile olugsan
kayiplarin deneme desenini bozmadigi denemelerde, genotipler arasi farkliligi net
bir sekilde ortaya koymak miimkiin olmustur. Calismada aynm1 BBD
konsantrasyonlarinda, hem kok hem de siirgiin yapilarinin farkli veya ayni
eksplantlarin tizerinde gelisebildigi gozlenmistir. Bu nedenle yumrular, kok
stirglinlerinin gelistigi alt kisim ve toprak iistii organlarinin gelistigi iist kisim olmak
iizere yatay eksende iki pargaya ayrilmis ve bu parcalar ayr1 ayr kiiltiire alinarak
elde edilen kdk ve siirglin oranlari arasindaki farkliliklar karsilagtirilmistir. Kurulan
sentetik tohum denemelerinde tez ¢alismasi kapsaminda, C. graecum tiiriinde SE
elde edilemedigi i¢in tiire ait in vitro siirgiin uglar1 kaplanilarak enkapsiilasyonun
rejenerasyon iizerine olan etkileri incelenmistir. Gergeklestirilen in vitro ¢alismalar
sonucunda elde edilen bitkicikler, yeterli k6k olusumlari saglandiktan sonra basarili

bir sekilde dis ortama aktarilmustir.

4.3.2.1. C. graecum Tiiriine Ait Birinci Ciceklenme Donemi Bulgulari
Denemede C. graecum tiirine ait birden fazla genotip (yumru)

kullanilmistir. Her bir genotipe ait yumru pargalari, 5 eksplant/petri olacak sekilde

ve her BBD dozu igin 12 ila 15 petri (tekerriir) kullanilarak kiiltiire alinmiglardir.

Bunun yaninda, yumrular alt ve iist olmak iizere iki kisma ayrilmis ve bu bolgeler
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ayr1 ayr kiiltire alimmistir. G6zlem asamasinda degiskenler 5 petri tizerinden iki

farkli genotip olacak sekilde degerlendirmeye alinmislardir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Genotip ve bolgeler arasi farklilik i¢in kullanilan deneme deseni

Genotip 1 Genotip 2
Her BBD konsantrasyonu igin Her BBD konsantrasyonu igin
Yumrunun alt Yumrunun Ust Yumrunun alt Yumrunun Ust
bolimi bolimu bolimi bolimi
5 eksplant / petri 5 eksplant / petri 5 eksplant / petri 5 eksplant / petri
X5 petri X 5 petri X5 petri X 5 petri
(tekerriir) (tekerrir) (tekerriir) (tekerriir)

Tekerriir miktarinin 5°den fazla oldugu durumlarda ise hi¢ rejenerasyon
gozlenmeyen petriler degerlendirme disinda tutulmus ve istatistiki analizler 5
tekerriir tizerinden yapilmistir. Bu sekilde genotipler arasi rejenerasyon farkliliklari
kendi iginde, yumrularin alt ve {ist bolgeleri arasinda olusan rejenerasyon farkliliklar
da kendi icinde istatistiki olarak karsilagtirilmistir. Cizelge 4.13’de bolgeler
arasindaki farkliliklar, Cizelge 4.14°de ise genotipler arasindaki farkliliklar yer
almaktadir. BBD*Eksplantin Alindig1 Bolge (Ek 3) interaksiyonu ile BBD*Genotip

(Ek 4) interaksiyonlarinin yer aldig1 tablolara Ek boliimiinde yer verilmistir.

Cizelge 4.13. Birinci ¢igceklenme doneminde kiiltiire alinan C. graecum tiiriine ait alt
ve Uist yumru bolgelerine iliskin rejenerasyon oranlari

Eksplantin Kallus Orani % Sirgun Orani %
al|_r_1d|g| Alt Ost To_plam Alt Ost To_plam
bélge Bdlge Bolge
Toplam BBD| 60.75 63.25 62 3.92 55
dozu (543) | (55.58) | (54.94) | (a18) | (5.86) | +71 (5:02)
Eksplantin K&k Orani % Elde Edilen Bitkicik Orani %
al|_r_1d|g| Alt Ost To_plam Alt Ost To_plam
bdlge Bdlge Bolge
Toplam 37.75 40.25 39 2.25
Bolge | (35.59) | (36.51) | (36.05) | (2.64) |5 (3:46)|2:625 (3.05)

Bolgeler arasindaki farkliliklar; LSD wanus =O.D.; LSD Siirgiin =0.D.; LSD xs=0.D.;
LSD siwicik =0.D. Parantez icerisindeki degerler yiizde degerlere ag1 transformasyonu
uygulanmis degerlerdir.
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Yumrularin alt ve iist olmak iizere ikiye bolinerek kiiltiire alinmasi
sonucunda bdlgeler arasinda meydana gelen rejenerasyon farkliliklari, istatistiki
olarak Onemsiz bulunmustur. Deneme genelinde elde edilen siirgiin ve kok
olusumlarma iligkin rejenerasyon oranlari incelendiginde, denemede kullanilan
genotiplerin daha ¢ok kok olusturma egiliminde oldugu goriilmiistiir. Siirgiin
olusturma orani, deneme genelinde % 4.71 iken, kok rejenerasyonu % 39 olarak
gbzlenmistir. Siirglin oraninin diisiik olmasi, direkt olarak elde edilen bitkicik
oraninin da diigik olmasi ile sonu¢lanmistir. Deneme genelinde kullanilan

eksplantlardan yalnizca % 2,6 oraninda bitkicik elde edilebilmistir.

Cizelge 4.14. Birinci ¢iceklenme déneminde kiiltiire alinan C. graecum tiiriine ait
genotipler arasi rejenerasyon farkliliklar

Kallus Orani % Sirgiin Orani %
Genotip | Genotip | Genotip | Genotipler | Genotip | Genotip | Genotipler
1 2 toplami 1 2 toplami
Toplam
79.75a | 44.25b 9.42 a
ggaz[; (70.54) | (39.34) 62 (54.94) (9.87) 0b(0) | 4.71(4.93)
Kok Orani % Elde Edilen Bitkicik Orani %
Genotip | Genotip | Genotip | Genotipler | Genotip | Genotip | Genotipler
1 2 toplami 1 2 toplami
Toplam
38.5 39.5 5.25a
S(I)SZI?J (37.1) (35.35) 39 (36.22) (5.44) 0b(0) |2.625(3.05)

Genotipler arasindaki farkliliklar; ***LSD Kallus=7.982; ***LSD Siirgiin=3.046; LSD
Kk=0.D.; ***LSD Bitkicik=2.560; (***p<0.001 diizeyinde 6nemli).

Parantez icerisindeki degerler yiizde degerlere a¢1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir.
Kallus, siirgiin, kok ve bitkicik siitunlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.

Genotiplerin rejenerasyon yetenekleri incelendiginde, 1 no’lu genotipin
kallus ve siirgiin olusturma bakimindan rejenerasyon yeteneginin daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. Genotip 1’de % 79.75 olarak gbzlenen kallus olusum oraninin,
Genotip 2’de % 44.25 oldugu goriilmiistiir. Genotip 1°de, % 9.42 oraninda siirgiin
olusumu gozlenirken, bunun aksine 2 no’lu genotipte siirgiin olusumu goézlenmemis

ve sonug olarak bu genotipten bitkicik elde edilememistir. Genotip farkliliginin kok
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rejenerasyonu lizerine olan etkisi ise istatistiki olarak onemsiz bulunmustur. Bununla
birlikte genotipler arasinda olusan kalluslarin yap1 ve renk olarak farklilik gosterdigi
ve benzer olarak kok yapilarinin da farkli olduklart goriilmiistiir (Sekil 4.12). Benzer

sekilde, Genotip 1’in kdk ve siirglin rejenerasyonu olarak cevap verdigi dozlarda

Genotip 2’de yalnizca kallus yapilarinin olustugu agik¢a goriilmektedir (Sekil 4.13).

= - — X R \ . ¢ =
Sekil 4.12. ik yil ¢igeklenme déneminde kiiltiire alman iki farkli C. graecum
genotipinde ayn1 BBD dozlarinda gézlenen farkliliklar A) Sari - agik
kahverengi tonlarinda dagilgan kallus yapisi, yesil renkli kok benzeri
yapilar, B) Koyu kahverengi kompakt yapili kallus, diger genotipe
nazaran daha uzun yapida, agik kahverengi kok benzeri yapilar
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Sekil 4.13. Aym BBD dozuna farkh tepkller gosteren 1k1 farkll C. graecum genotipi.
Sol tarafta yer alan Genotip 1’e ait eksplantlarin tamaminda kok ve
slirglin yapis1 gelisirken, sag taraftaki Genotip 2’ye ait eksplantlardan,
tim BBD konsantrasyonlarinda, yalmzca kallus yapilart elde
edilebilmigtir

Deneme genelinde, genotip ve bolgelerin birlikte degerlendirilmesi ile elde
edilen BBD dozlarinin, rejenerasyon iizerine olan etkilerine Cizelge 4.15°de yer

verilmistir.
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Cizelge 4.15. Birinci ¢igeklenme doneminde kiiltiire alinan C. graecum tiirliinde
farkli BBD dozlarinda elde edilen rejenerasyon oranlari

BBD (mg L) | Kallus orani | Siirgiin orani Kok orani Elde edilen
2,4-D + 2iP % % % bitkicik orani %
0.5+0.1 42 (37.15) 0c(0) 14 fg (14.31) 0 c (0.00)
0.5+0.3 46 (43.96) |3.33 bc (4.82) | 20 efg (22.39) 0 c (0.00)
0.5+0.5 84 (73.03) 4 bc (5.31) |44 bcde (40.03) 2 bc (2.65)
0.5+0.8 72 (62.76) 4 bc (5.31) 56 abc (48.57) 2 bc (2.65)
1+0.1 66 (58.96) 0c(0) 10g(11.89) 0 c (0.00)
1+0.3 48 (42.34) | 10 bc (9.00) |30 cdefg (28.50) 4 bc (3.92)
1+05 70 (64.51) 0c(0) 26 defg (24.46) 0 c (0.00)
1+0.8 44 (38.53) 2 c (2.65) 70 a (64.50) 2 bc (2.65)
15+0.1 74 (65.53) 0c(0) 20 efg (23.78) 0 c (0.00)
1.5+0.3 46 (39.57) 2 c (2.65) 24 efg (23.31) 2 bc (2.65)
1.5+0.5 62 (55.26) | 16 ab (14.07) | 50 abc (46.50) 8 b (9.23)
1.5+0.8 68 (58.95) 6 bc (7.96) 66 ab (56.29) 4 bc (5.31)
2+0.1 64 (57.81) | 24 a (23.20) |36 cdefg (30.68) 16 a (17.08)
2+0.3 68 (58.84) 4 bc (5.31) |46 bcde (39.68) 2 bc (2.65)
2+05 64 (56.42) 0c(0) 38 bcdef (36.34) 0 ¢ (0.00)
2+0.8 74 (65.42) 0c (0) 74 a (65.42) 0 ¢ (0.00)
Toplam BBD | 62 (54.94) | 4.71 (5.02) 39 (36.05) 2.63 (3.05)

LSD Ka||u5:O.D.; ***] SD Sﬁrgﬁn:2.621; ***| SD kex=22.468; ***LSD spitkicik=7.578;
(***p<0.001 diizeyinde 6nemli); Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlere ag1

transformasyonu uygulanmis degerlerdir. Siitunlardaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.

Buna gore farkli BBD dozlarinin kallus olusumu iizerine olan etkisi
istatistiki olarak dnemli bulunmazken, deneme genelinde % 62 oraninda kallus elde
edilmis ancak hi¢bir dozda C. persicum tiirtinde gozlenen % 100 kallus oranina
ulagilamamustir. Benzer sekilde, gézlemlenen siirgiin, kok ve elde edilen bitkicik
oranlarmim da, C. persicum tiiriinin altinda olduklar1 goriilmiistir. Deneme
genelinde % 24 ile en yiiksek siirgiin olusum orani, 2 mg L™ 2,4-D + 0.1 mg L* 2iP
iceren ortamdan elde edilmistir. Buna paralel olarak en yiiksek bitkicik olusumu da,
% 16 ile aym BBD konsantrasyonundan elde edilmistir. Dillen ve ark., (1996)
calismalarinda acik renkli sarimtirak kalluslarin koyu kahverengi olanlara nazaran
daha yiiksek organojenik potansiyele sahip olduklarini belirtmistir. Ancak tez

caligmamamizda genotip etkisi daha 6n plana ¢ikmustir. Genotip 2’den elde edilen
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kallus yapilarinin tamami agik renkli ve kismen dagilgan yapiya sahipken

iizerlerinde hi¢cbir BBD konsantrasyonunda siirgiin gelisimi gézlenmemistir.

4.3.2.2. C. graecum Tiiriine Ait Birinci Dinlenme Donemi Bulgular:

Dinlenme dénemine iliskin denemeler diger tiirlerle birlikte sulama islemine
ara verilip, bitkilerin toprak iistii organlar1 tamamen kuruduktan sonra kurulmustur.
Denemede, birden ¢ok C. graecum yumrusu (genotip) kullanilmistir. Daha 6nceden
kurulmus olan denemelerde uygulanan yumrularin alt ve iist olmak {izere iki parca
halinde kiiltiire alinmasi islemine, bu denemede de ayn1 deneme deseni uygulanarak
devam edilmistir (Cizelge 4.12). Denemede genotiplerin ayn1 BBD dozlarina
gostermis oldugu farkli tepkiler ile yumrularin alt ve iist blgeleri arasinda olusan
rejenerasyon farkliliklari, istatistiki analizlerle ortaya konulmustur. Cizelge 4.16’da
bolgeler arasinda farkliliklar, Cizelge 4.17°de de genotipler arasinda farkliliklar
goriilmektedir. Denemeye iliskin BBD*Eksplantin Alindig1 Bolge interaksiyonu (Ek
5) ile BBD*Genotip interaksiyonlarinin (Ek 6) bulundugu detayli tablolar Ek

boliimiinde yer almaktadir.

Cizelge 4.16. ilk y1l dinlenme déneminde kiiltiire alman C. graecum tiiriine ait alt ve
iist yumru bolgelerine iligkin rejenerasyon oranlari

Eksplantin Kallus Orani % Sdrgun Orani %
Alindigi . Toplam - Toplam
Bolge Alt Ust | Bhige | At Ust | ‘Bhige
Toplam 94.5 92.25 93.38 29.75 27 28.38
BBD Dozu (84.83) | (82.55) | (83.7) | (26.49) | (24.79) | (25.64)

. Elde Edilen

Eksplarltm Kok Orani % Bitkicik Orant %

Alindigi - Toplam . Toplam
Bélge Alt Ust p Alt Ust p

Bolge Bolge
Toplam 39.25 35 37.13 26.5 23.75 25.13
BBD Dozu (35.55) | (31.67) | (33.61) | (23.98) | (20.82) | (22.41)

Bolgeler arasindaki farkliliklar; LSD kaius =O.D.; LSD siirgin =O.D.; LSD xs=0.D.; LSD
gitkicik =O.D.; Parantez icerisindeki degerler yiizde degerlere a1 transformasyonu
uygulanmis degerlerdir.
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Buna gore yumrularin alt ve iist olmak iizere iki farkli bdlgeye ayrilarak
kiltire alinmast durumunda, bolgeler arasinda meydana gelen rejenerasyon

farklilig istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur.

Cizelge 4.17. ik yi1l dinlenme déneminde kiiltiire alinan C. graecum tiiriine ait
enotipler arasi rejenerasyon farkliliklar

Kallus orani % Sirgun orani %
Genotip Genotip | Genotip | Genotipler | Genotip | Genotip | Genotipler
1 2 toplami 1 2 toplami
Toplam BBD | 98,75 a 88 b 93,38 5225a | 45b 28.38
Dozu (88,34) | (79,05) (83,70) (46.36) | (4.92) (25.64)
Kok orani % Elde edilen bitkicik orani %
Genotip Genotip | Genotip | Genotipler | Genotip | Genotip | Genotipler
1 2 toplami 1 2 toplami
Toplam BBD 62 a 12.25b 37.13 48.25 a 2b 25.13
Dozu (55.39) | (11.83) (33.61) (42.86) | (1.94) (22.41)

Genotipler arasi farkliliklar; ***LSD kaiys=3.881; ***LSD siirgiin=5.123;

***|_SD k5k=6.644;***LSD piticik=6.073; (***p<0.001 diizeyinde 6nemli); Kallus, siirgiin,
kok ve bitkicik siitunlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir. Parantez igerisindeki
degerler ylizde degerlere ag1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir.

Denemede kullanilan genotiplerin rejenerasyon yetenekleri
karsilastirildiginda ise, Genotip 1’in BBD dozlarina daha yiiksek oranda cevap
verdigi goriilmektedir. Gozlemler sonucu elde edilen verilere gore genotipler
arasindaki farkliliklar istatistiki olarak p<0.001 diizeyinde onemli bulunmustur.
Kallus olusturma yetenekleri incelendiginde, aradaki farklilik yalnizeca % 10
diizeylerindeyken, Genotip 1’de elde edilen kok, siirgiin ve dolayisiyla elde edilen
bitkicik oranlar1 Genotip 2’den oldukca yiiksek bulunmustur.

Toplam kallus olusum oraninin % 93.38 oldugu denemede, toplam 7 farkli

BBD dozunda % 100 oraninda kallus olusumu gézlenmistir (Cizelge 4.18). Deneme

106



4. BULGULAR VE TARTISMA Hiisamettin Aycan ALP

genelinde, BBD dozlar1 toplaminda % 28.38 oraninda siirgiin ve % 37.13 oraninda

kok rejenerasyonu gozlenirken, % 25.13 oraninda bitkicik elde edilmistir.

Cizelge 4.18. ilk yil dinlenme déneminde kiiltiire alinan C. graecum tiiriinde farkl
BBD dozlarinda elde edilen rejenerasyon oranlari

05+01 ?729?3'07‘; 29(2.656) | 2f(2.66) 2 e (2.65)
0.5+0.3 | 100a(90.00) | 52 a (46.26) (32%%1;) 30 b (28.39)
05+05 | 100 a (90.00) éfl%b?‘; (21(;%%1; 32 b (26.87)
05+0.8 | 98a(87.34) %g;’:gf 16 f (16.96) | 32 b (26.76)
1+01 | 100 a (90.00) (11‘;_%% é‘g%bz‘; 2 e (2.65)

1+0.3 50 c (45.00) | 6fg (6.579) | 16 ef (15.57) 4 de (3.92)

38 bcde
1+0.5 84 bc (75.92) | 26 de (23.19) (33.45) 24 bc (21.92)
36 bed 48 abc
1+0.8 98 a (87.34) (30.68) (42.34) 40 ab (36.00)
14 efg 40 abcd
15+0.1 96 ab (86.08) (15.81) (36.00) 4 cde (5.31)
52 abc
1.5+0.3 | 100 a (90.00) | 50 ab (43.49) (46.15) 58 a (51.34)
15+05 | 100a(90.00) | 32 cde (26) ‘g;’"gg;j 22 bede (19.26)
1.5+0.8 | 100a(90.00) | 30cde (27) | 60 a (54.00) 38 b (33.34)
40 abcd
2+0.1 98 a (87.34) | 26 de (24.57) (36.00) 22 bed (20.76)
22 def 52 abc
2+0.3 96 ab (86.08) (20.65) (47.65) 30 b (25.49)
34 bed 34 cde
2+05 82 c (74.66) (30.81) (29.42) 26 b (23.07)
2+0.8 100 a (90.00) | 30 de (25.49) | 58 ab (51.23) | 36 b (30.68)
93.38 28.38 37.13
Toplam BBD (83.70) (25.64) (33.61) 25.13 (22.41)

***_SD Kaius=10.977; ***LSD siirgiin=14.490; ***LSD ¢s=18.793; ***LSD
Bitkicik=17.177; (***p<0.001 diizeyinde 6nemli);

Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlere ag1 transformasyonu uygulanmis
degerlerdir. Siitunlardaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.
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4.3.2.3. C. graecum Tiiriine Ait Ikinci Ciceklenme Dénemi Bulgular:

Tez ¢alismast kapsaminda, ilk yi1l kurulmus olan denemeler bazi
degisiklikler yapilarak ikinci y1l tekrar edilmistir. Ik y1l denemelerinde, yumrularin
alt ve iist olmak tizere iki bolgeye ayrilarak kiiltiire alinmasi iglemi ile bolgeler
arasinda istatistiki olarak onemli bir farklilik tespit edilmemistir. Bu nedenle
ilerleyen denemelerde bu uygulamaya devam edilmemistir. C. graecum tiiriine ait
ikinci y1l ¢igeklenme donemi denemeleri, ayn1 donemde ¢igeklenen C. cilicium tiirti
ile birlikte sonbahar déneminde kurulmustur. Birden fazla genotipin kullanildig:
denemede, yumrularin yeterli biiyiikliikte olmasi1 ve enfeksiyon kayiplarinin deneme
desenini aksatmayacak diizeylerde goriilmesi, denemede genotipler arasindaki
rejenerasyon farkliligini gozlemlemeye imkan vermistir. Genotipler arasi farklilik
(Cizelge 4.19) ile BBD dozlarinin rejenerasyon iizerine olan etkileri (Cizelge 4.20),
bu boliimde belirtilirken, BBD*Genotip interaksiyonunun yer aldigi detayli tabloya

Ek boliimiinde Ek 7 baglig1 altinda yer verilmistir.

Cizelge 4.19. ikinci ¢igeklenme doneminde kiiltiire alman C. graecum tiiriine ait
genotipler arasi rejenerasyon farkliliklar

Kallus Orani % Sargun Orani %
Genotip | Genotip | Genotip | Genotipler | Genotip | Genotip | Genotipler
1 2 toplami 1 2 toplami
TOPRM | g1.0ab | 8854a | 8479 | 388b | 1579a | o ©9)
Dozu | (72:08) | (78.12) | (75.11) (4.71) | (15.09) ' :
Kok Orani % Elde Edilen Bitkicik Orani %
Genotip | Genotip | Genotip | Genotipler | Genotip | Genotip | Genotipler
1 2 toplami 1 2 toplami
ToPRM | 14351 | 5283a | 3359 | 146b | 8.98a |, 5.62)
Dozu | (13:48) | (47.44) (30.46) (1.96) (9.67) : :

Genotipler arasi farkliliklar; ¥LSD kaius=5.724; ***LSD srgin=3.720; ***LSD

kok=1.046; ***LSD giuicik=3.306; (*p<0.5; ***p<0.001 diizeyinde 6nemli)

Kallus, siirgiin, kok ve bitkicik siitunlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.
Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlere ag1 transformasyonu uygulanmig

degerlerdir.
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Denemede genotipler arasinda gozlenen kallus oranlari arasindaki farklilik,
istatistiki olarak p<0.05 diizeyinde énemli bulunurken, siirgiin, kok ve elde edilen
bitkicik oranlar arasindaki farkliliklar, p<0.001 diizeyinde onemli bulunmustur.
Deneme genelinde, % 84.79 oraninda kallus, % 9.84 oraninda siirgiin, % 33.59

oraninda kok ve % 5.22 oraninda bitkicik elde edildigi gozlenmistir.

Cizelge 4.20. ikinci ciceklenme doneminde kiiltiire alinan C. graecum tiiriinde farkli

BBD dozlarinda elde edilen rejenerasyon oranlari

Elde Edilen
1
BZBAI'.D-[()rTlgzli_P) Ka”ui/ooram Sirgun Orani % | Kok Orani % | Bitkicik Orani
’ %
05+0.1 | 70 ef (61.49) 0 d (0.00) 6 g (6.57) 0 ¢ (0.00)
05+0.3 |82bcde(71.76)] 0d(0.00) |18 defg (18.23)| 0 c (0.00)
0.5+05 |84bcde(73.03)] 0d(0.00) | 16 efg(16.96) | O c (0.00)
05+08 |78cde (69.34)] 0d(0.00) | 16efg(16.96) | O c (0.00)
1+0.1 94('8637 g‘f)Cd 0d(0.00) | 3.669(5.06) | 0c(0.00)
1+03 96 ab (86.07) | 2d (2.65) 16 fg (15.57) 0 ¢ (0.00)
94 abcd 38 bedef
1+05 (83.42) 4d (5.31) (3245) 4 be (5.31)
1+0.8 96 abc (84.68)| 18 bc (16.84) | 48 abc (42.34) | 10 ab (10.50)
15+01 |58.33f(51.59)| 9.67 cd (10.25) 3%323 g;ef 7.67 abc (8.99)
15+0.3 | 70ef(61.49) | 30a(29.78) | 46 abc (38.18) | 16 a (17.08)
15405 69.67 ef 24.67 ab 42 abcd 13.33 ab
2+ 0 (61.46) (25.17) (37.26) (13.91)
15+0.8 | 76de (68.07) | 18bc (16.84) | 60a (54.00) | 8ab (10.62)
94 abcd 40 abcde
2401 (83.42) 0 d (0.00) (36.00) 0 ¢ (0.00)
2+0.3 |96abc (84.68)] 0d(0.00) |46 abc (42.46)| 0c (0.00)
2405 100 a (90.00) | 29 a (29.31) 4(2'5 ?"j‘gc 12.5 ab (13.50)
2+08 98 ab (87.34) | 22 ab (22.27) | 60 ab (52.49) | 12 ab (13.15)
33.59
Toplam BBD |84.79 (75.11)| 9.84 (9.9) (30460534 | 522 (5:82)

***%LSD Kaiys=16.192; ***LSD siirgin=16.196; ***LSD x=19.928; ***LSD piticik=9.351;
(***p<0.001 diizeyinde 6nemli)
Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlere ag1 transformasyonu uygulanmis
degerlerdir. Siitunlardaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.
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Denemede, yalnizca 2 mg L™ 2,4-D + 0.5 mg L™ 2iP igeren besi ortaminda
% 100 oraminda kallus olustugu gozlenmistir. Deneme genelinde, % 33.59 olan kdk
rejenerasyon orani,1.5 mg L* 2,4-D + 0.8 mg L* 2iP ilave edilmis olan besi
ortaminda % 60 ile en yiiksek seviyede tespit edilmistir. En yiiksek siirgiin olusumu,
% 30 ile 1.5 mg L* 2,4-D + 0.3 mg L? 2iP ilave edilen besi ortamindan elde
edilmistir. Buna paralel olarak en yiiksek bitkicik oraninin da, ayn1t BBD dozundan
elde edildigi goriilmiistiir.

Bununla birlikte denemede, gozlem asamasindan ¢ok daha sonra, yaklagik
bir y1illik alt kiiltiir asamasinda, kararmakta olan bazi kallus yapilarindan yeni siirgtin

yapilarinin gelismeye basladigi gézlenmistir (Sekil 4.14).

Aﬂ,' S e Al y

Sekil 4.14. C. graecum tiiriinde bir y1llik alt kiiltiir sonrasinda, kararmakta olan kallus
yapilar1 {izerinde olusmaya baslayan organojenik yapilar. (A) Aym
eksplant lizerinde hem siirgiin hem kok benzeri yapi olusumu (B)
Gelismeye baslayan yaprak siirgiinleri (C) Belirginlesen yapraklar

4.3.2.4. C. graecum Tiiriine Ait ikinci Dinlenme Dénemi Bulgular

C. graecum tiirline ait ikinci y1l dinlenme donemi denemesi, diger tiim
tiirlerle birlikte, toprak iistii organlarin tamamen kuruyup yumrularin dinlenmeye
girmesinden sonra kurulmustur. ki farkli genotipe ait verilerin elde edildigi
denemede, 2,4-D ve 2iP’nin yami sira IBA ve BA ilave edilen ortamlarin

rejenerasyon lizerine olan etkileri de gdzlenmistir (Cizelge 4.21).
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Cizelge 4.21. Ikinci dinlenme déneminde kiiltiire alinan C. graecum tiiriinde farkl
BBD dozlarinda elde edilen rejenerasyona oranlari

BBD mg L1 |Kallus olusumu|Stirglin olusumu| Kok olusumu |Elde edilen bitkicik
(2,4-D+2iP) % % % orani %
44.76 abcd
0.5+0.1 [98.33 a(87.59)| 35 bcde (31.34) (43.29) 15.23 cde (19.24)
05+03 | 95a(85.5) |16.66 efg (15.9) ‘ggbgg)e 8.33 e (10.75)
38.33 abc 28.33 ef
0.5+0.5 100 a (90) (35.02) (26.02) 20 bed (23.74)
05+08 | 100a (90) 2(“2'; gg)ef 12.38 1 (13.25)| 16.6 de (18.73)
41.66 abc 39.04 bcde
1+0.1 100 a (90) (38.55) (38.27) 14.52 de (18.8)
32.91 abcd 57.91 ab
1+0.3 [98.75a (87.93) (33.05) (52.54) 19.58 bed (24.69)
29.52 def
1+05 100 a (90) 45 ab (42.22) (28.14) 30 ab (31.73)
37.14 bcde 22.85 abcd
1+0.8 100 a (90) |43.57 ab (41.11) (37.33) (25.45)
43.21 abc 49.28 abc
1.5+0.1 | 100 a (90) (36.47) (44.58) 26.36 bed (24.89)
1.5+0.3 100 a (90) [46.78 ab (43.08)|70.05 a (57.15) 28(28;5 gg)cd
15+05 | 100 a(90) |46.96 ab (44.41)|54.22 abc(46.05)| 24.1 abcd (26.31)
1.5+0.8 | 100a(90) |41.19 abc (38.25) |66.66 a (56.88)| 27.85 abcd (27.16)
2+0.1 100 a (90) | 55.95 a (50.06) |61.23 a (56.03)| 26.19 abc (29.2)
2+0.3 |98.75a (87.93) 47.2 ab (42.04) [62.44 a (57.23)| 23.69 abcd (26.33)
2+0.5 |99.07 a(88.37)|41.95 ab (41.18) 5?4‘235??(: 34.66 a (35.55)
30.41 bcde 39.58 cde 23.75 abcd
2+08 | 100a(30) (31.12) (35.89) (25.79)
BBD mg L1 |Kallus olusumu|Siirglin olusumu| Kok olusumu |Elde edilen bitkicik
(IBA + BA) % % % orani %
0.1+ 0.3 |66.66 b (56.88)|26.66 bcde(27.92) 0f(0) 0f(0)
0.3+0.9 |76.66 b (65.74)|16.66 def(17.48) 0f(0) 0f(0)
0.5+15 | 60b(54.14) |8.333 efg (8.03) 0f(0) 0f(0)
0.8+ 2.4 |46.66 c (41.47) 049 (0) 0f(0) 0f(0)
1.0+ 3.0 |18.33d (19.75) 049 (0) 0f(0) 0f(0)
Toplam | 88.49 (79.31) | 32.5(30.51) | 35.91(32.44) | 17.27 (18.86)
*** SD  kans=12.136; ***LSD  sirgin=17.046; ***LSD  ¢e=15.536; ***LSD

Bitkicik=10.238; (***p<0.001 diizeyinde 6nemli).
Stitunlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir. Parantez icerisindeki degerler yiizde
degerlere ag1 transformasyonu uygulanmig degerlerdir.
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Deneme % 88.49 oraninda kallus olusumu goézlenirken, 11 farkli BBD
konsantrasyonunda % 100 oraninda kallus gelistigi gortilmistiir. Toplam %32.05
olarak gozlenen siirgiin olusturma orani, 2 mg L* 2,4-D + 0.1 mg L? 2iP ilave
edilmis besi ortaminda % 55.95 ile en yiiksek oranda gozlenmistir. Elde edilen
bitkicik oranlar1 incelendiginde, en yiiksek oranin 2 mg L* 2,4-D + 0.5 mg L 2iP
ilave edilmis olan besi ortamindan % 34.66 olarak gozlendigi gorilmistiir. Diger
denemelerde en yiiksek bitkicik orani, en yiiksek siirglin gelisimi gosteren BBD
dozundan elde edilmisken, bu denemede farkli olarak en yiiksek siirgiin ve bitkicik

oranlar1 farkli BBD dozlarinda gézlenmistir.

Cizelge 4.22. Ikinci dinlenme déneminde kiiltiire alinan C. graecum tiiriine ait
genotipler arasi rejenerasyon farkliliklar

Kallus olusumu % Sirgin olusumu %
Genotip . .
Genotip 1| Genotip 2 Gti';?;'ﬂ?r Genotip 1 | Genotip 2 Gtirgl):raller
T%‘gaDm 89.12 | 87.86 88.49 47 a 18b 325
Doz | (79:69) | (78.92) | (79.31) | (41.97) | (19.05) (30.51)
Kok olusumu % Elde edilen bitkicik orani %
Genotip : .
Genotip 1| Genotip 2 G,g:)?:ﬂ?r Genotip 1 | Genotip 2 Gti T)(I):r?wlfr
Toplam | 41.14a | 3068b | 3591 | 23.05a | 1L49b | 17.27
Dozu | (36:95) | (27.94) | (32.44) | (2367) | (14.06) (18.86

Genotipler arasindaki farkliliklar; LSD kans= O.D.; ***LSD Sirgin=9.266; ***LSD
kok=4.799; ***LSD sgiticik=3.163; (***p<0.001 diizeyinde 6nemli);

Kallus, siirgiin, kok ve bitkicik siitunlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir. Parantez
icerisindeki degerler yiizde degerlere ag1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir.

Genotipler aras1 rejenerasyon farkliliklar1 incelendiginde, kallus olusum
oran1 bakimindan genotipler arasinda istatistiki olarak bir farklilik olmadigi

goriilmiistiir. Bununla birlikte, genotipler arasindaki siirgiin ve kok rejenerasyonu ile
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elde edilen bitkicik oranlar1 arasindaki farkliliklar, istatistiki olarak p<0.001

diizeyinde 6nemli bulunmustur.

4.3.2. 5. C. graecum Tiiriine Ait Donem Farklihiklar

C. graecum tiiriine ait yumru parcalarinin eksplant kaynagi olarak
kullanildig1 caligmada, elde edilmis olan veriler son olarak ¢i¢ceklenme ve dinlenme
donemleri arasindaki rejenerasyon farkliliklarini kargilastirmak i¢in kullanilmusgtir.
Ik y1l ve ikinci y1l verileri kendi iclerinde ayr1 olarak degerlendirmeye alinmistir.
Sonuglar, denemeler genelinde elde edilmis olan toplam rejenerasyon oranlari (BBD
toplamlar1) olarak bu bolimde sunulurken, BBD*Alindigi  Do6nem
interaksiyonlarinin yer aldig1 detayli gizelgelere Ek béliimiinde Ek 9 (ilk yil) ve Ek
10 (ikinci y1l) basliklar1 altinda yer verilmistir.

Cizelge 4.23. C. graecum tiiriine ait ilk yil ¢iceklenme ve dinlenme donemleri
arasindaki rejenerasyon farkliliklari

Kallus olusum orani % Sirgln olusum orani %
Dinlenme | Cigeklenme Toplam Dinlenme | Ciceklenme Toplam
93.38 a 62.00 b 77.69 28.38 a 16.55
(83.69) (54.94) (69.32) 2564y |F1POOD 1533

K6k olusum orani % Bitkicige donlisim orani %
Dinlenme | Cigeklenme Toplam Dinlenme | Cigeklenme Toplam
37.13 39.01 38.07 25.13a 13.88
(33.61) (36.05) (34.83) (22.40) |283PBO8)| 1575

Dénemler arasindaki farkliliklar; ***LSD kaius=5.460; ***LSD siirgin=4.760; LSD
ksx=0.D.; LSD giicik=4.991; (***p<0.001 diizeyinde 6nemli); Parantez igerisindeki
degerler yiizde degerlere ac1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir. Kallus, siirgiin ve
bitkicik siitunlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.

Buna gore ilk yil kurulmus olan denemelerde kok olusum oranlari
bakimindan donemler arasinda gozlenen farklilik, istatistiki olarak Onemli
bulunmamustir. Bununla birlikte, dinlenme déneminde elde edilmis olan kallus,
stirgiin ve bitkicik oranlarinin (p<0.001 6nem diizeyinde) daha yiiksek oldugu
g6zlenmistir. Elde edilmis olan bulgular, C. persicum tiiriine iligkin ilk y1l bulgular

ile karsilastirildiginda (Cizelge 4.10), C. persicum tiiriinde de kok rejenerasyon
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oranlan arasinda istatistiki olarak 6énemli bir farklilik bulunmazken, genel olarak
yumru eksplantlarina ait rejenerasyon yeteneklerinin dinlenme doneminde daha

yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.24. C. graecum tiiriine ait ikinci yil ¢iceklenme ve dinlenme dénemleri
arasindaki rejenerasyon farkliliklar

kallus olusum orani % Sirgln olusum orani %
Dinlenme | Ciceklenme | Toplam Dinlenme Ciceklenme Toplam
99.36 a 84.79 b 92.08 39.61 a 24.72
(89.18) (75.10) | (8215) | (36.83) | 283D O90) | 5539y
Kok olusum orani % Bitkicige donisim orani %
Dinlenme | Ciceklenme | Toplam Dinlenme Ciceklenme Toplam
47.41 a 33.59b 40.50 22.83 a 14.03
(42.81) (30.46) | (36.63) | (24.86) | 222D B8 | 4534

Doénemler arasindaki farkliliklar; ***LSD kanus=2.915; ***LSD siyrgin=4.718; ***LSD
k5k=6.018; LSD Bitkicik=3.640; (***p<0.001 diizeyinde 6nemli);

Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlere ag1 transformasyonu uygulanmis
degerlerdir. Kallus, siirgiin ve bitkicik stitunlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.

i1k y1l elde edilmis olan C. graecum ve C.persicum tiirleri verilerine paralel
olarak ikinci yil denemelerinde de yumru eksplantlarinin ekzogen BBD
uygulamalarina verdigi rejenerasyon tepkisi, oransal olarak daha yiiksek
bulunmustur. Veriler incelendiginde, dinlenme doneminde kiiltiire alinan C.
graecum yumrularinin, C. persicum tiiriinde de tespit edildigi gibi, daha yiiksek bir

in vitro rejenerasyon yetenegine sahip olduklari gériilmektedir.
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Sekil 4.15. Farkli C. graecum yumrularmin rejenerasyon tepkilerine 6rnekler

C. graecum tiirii ile kurulmus olan denemeler genel olarak
degerlendirildiginde, C. persicum tiiriinde karsilasildigi gibi pek ¢ok eksplant
iizerinde hem yaprak siirgiinii hem de kok yapilarmin bir arada gelistigi goriilmiistiir
(Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Dinlenme déneminde kiiltiire alinan C. graecum tiiriinde, ayn1 eksplant
tizerinde gbzlenen kok ve siirgiin gelisimi ile kok yapilarindan gelismeye
devam eden kallus yapilari

Tez cgaligmas siiresince C. graecum tiirtinde SE elde edilememistir. Ancak
Prange ve ark., (2010) C. graecum tiiriine ait yaprak dokularindan 2 mg L 2,4-D +
0.8 mg L* 2iP kullanarak SE elde ettiklerini bildirmektedir. Benzer sekilde
Furukawa ve ark., 1 mg L™* 2,4-D + 0.1 mg L* KiN ilave ettikleri ortamda C.
graecum tiirlinde SE elde etmislerdir. Calismamizda SE elde edilememesinin biiyiik
6l¢tide denemelerde kullanilan genotiplerin SE potansiyeline sahip olamamasindan
kaynaklandig diistiniilmektedir. Bununla birlikte kullanilan eksplant kaynaginin SE
olusumunu etkiledigi bilinmektedir (Schwenkel ve Winkelmann, 1998, Seyring ve
ark., 2009; Tagipur ve ark., 2016). Benzer durum organogenesis i¢in de gecerlidir.

Abu-Qaoud (2004) yaprak sap1 eksplantindan hi¢ organ olusumu elde edemezken en
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yiiksek siirgiin oranini in vitro yumru eksplantindan elde ettigini bildirmistir.
Yamaner ve Erdag (2008) ise C. mirabile tiiriine ait tiim bitki organlari arasinda
yalnizca in vitro yumru pargalarindan organojenik yapilar elde edebilmislerdir.
Calismamizda, C. persicum tiirlinde elde edilen SE oraninin da ¢ok diisiik oldugu
géz Oniine almdiginda bu durumun eksplant kaynagindan ileri gelebilecegi
diisiiniilmektedir.

Bunun yaninda Geier (1977) BBD konsantrasyonlari iizerinde degisiklik
yaparak organ olusumunu manuple edebildigini bildirmistir. Aragtirmaci, 0.1 - 0.5
mg L araliginda 2,4-D uygulamasi ile yumru elde ederken bu konsantrasyon 2.5
mg L%e ¢ktiginda yalnizca kok olustugunu rapor etmistir. Ancak bizim
calismamizda ise organ olusumu iizerine genotipin daha etkili oldugu ve 0.5 mg L™
konsantrasyonunda bile kok yapilarinin olustugu gozlenmistir. Prange ve ark.,
(2008) ise C. graecum tiiriinde 1 mg L'* BA + 0.5 mg L™ NAA kullanim ile % 44
oraninda siirgiin elde ettiklerini bildirmistir. Bizim ¢alismamizda ise oksin/sitokinin
oran1 diisiik oldugu durumda en fazla (0.1 mg L IBA + 0.3 mg L BA) % 27
oraninda siirgiin elde edilebilmistir. Siirgiin olusumunun, 2 mg L 2,4-D + 0.1 mg
L 2iP kullaniminda ise % 56’ya kadar ¢ikabildigi gozlenmistir (2. Y1l dinlenme

donemi).

4.3.3. C. coum Tiiriine Ait Bulgular

Tez caligmas1 kapsaminda, C. coum tiiriine ait yumru eksplantlar
kullanilarak iki y1l dinlenme ve iki yil ¢igeklenme donemi olmak {izere toplam 4
farkli in vitro rejenerasyon denemesi kurulmustur. Bu denemelerde embriyojenik ve
organojenik yapilar elde etmek igin besi ortamlarina 2,4-D (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg L
1Y ve 2iP (0.1, 0.3,0.5,0.8 mg L) ile IBA (0.1,0.3,0.5,0.8, 1.0 mg L) ve BA’nin
(0.3, 0.9, 1.5, 2.4, 3.0 mg L) farkli konsantrasyonlardaki kombinasyonlari ilave

edilmisgtir.

117



4. BULGULAR VE TARTISMA Hiisamettin Aycan ALP

Daha 6nce rejenerasyon bulgulart sunulmus olan C. graecum ve C. persicum
tiirlinden farkli olarak, C. coum tiiriinde elde edilmis olan sonuglarm bu iki tiirin
oldukca altinda oldugu gozlenmistir. C. coum tlirlinde go6zlenen kallus
gelisimlerinin, diger iki tiire nazaran, daha diisiik ve kallus kiitlesi olarak (en fazla 5
mm c¢apinda) daha kiigiik oldugu goriilmistiir. Elde edilen kalluslarin tamamina
yakini siyah ve sert yapida olup, ilerleyen alt kiiltiirlerde Slmislerdir (Sekil 4.17).
Bunun yaninda tez ¢alismasi siiresince kurulmus olan denemelerde, siirgiin veya kok
benzeri her hangi bir organojenik yapinin gelisimine rastlanilmamstir. Bu nedenle
gozlemlerde elde edilmis olan kallus rejenerasyonuna iligkin veriler, BBD
konsantrasyonu ve donem bilgilerini i¢eren tek bir ¢izelge halinde sunulmustur.

Degerlendirme asamasinda, 2,4-D + 2iP ile IBA + BA igeren ortamlar bir arada ele

alinmustir.

Sekil 4.17. C. coum tiirlinde gozlenen siyah renkli kompakt kallus yapilar1 A) Aym
petrideki eksplantlarin bir arada goriiniimii, B) Kallus yapisinin yakindan
goriiniimii
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Cizelge 4.25. C. coum tiirlinde ¢aligma siiresince elde edilmis olan kallus oranlar1

BBD mg Lt _IIk yil _ Ik il I!(|n0| yil .Ik|n0| yil
. dinlenme ciceklenme dinlenme ciceklenme
(2,4-D + 2iP) . . i . . ) e :
doénemi doénemi donemi donemi
05+0.1 0f(0) 0f(0) 0d (0) 0d (0)
0.5+0.3 |35.6b(36.46) 0 f (0) 0d (0) 0d (0)
05+0.5 0 f (0) 0f (0) 0d (0) 0d (0)
0.5+0.8 0f (0) 15.4bcde(19.79) | 11.6 cd (12.92) | 8 cd (10.62)
1+0.1 19.2 cd (20.4) | 14.8bcde(17.55) | 6.4 cd (9.36) 4 cd (5.31)
11.6 de 21.6 bed
1+0.3 (15.64) (24.71) 0d (0) 0d (0)
1+05 12 de (15.93) | 11.6bcdef(15.64) | 20 bc (23.78) |11.2 bcd(15.35)
1+0.8 8 def (10.62) 4 ef (5.31) 7.2 cd (10.04) 4 cd (5.31)
17.6 cde 14.4 cdef 12.4 bed
15+0.1 (19.27) (14.74) 14 cd (17.27) (16.06)
15+0.3 |35.2Db(36.09) | 20 bcd (26.56) | 28 bc (28.98) 22 bc (21.68)
15+05 34 b (35.61) 8 def (10.62) | 16 bcd (21.25) 8 cd (10.62)
21.2 bed
1.5+0.8 |35.2bhc (32.9) (21.82) 28 bc (28.62) 18 bc (19.8)
2+01 4 ef (5.31) |20.8bcd(21.56) | 24 cd (20.3) | 20.4 bc (21.32)
2+0.3 35.6 b (36.34) | 21.2 bc (26.62) | 15.6 cd (15.46) | 9.6 cd (11.7)
2+05 15.2bcd(22.45) | 32 ab (31.38) 52 ab (43.37) 28 ab (28.85)
17.6 bed 14.4 bcde 17.6 bed
2+0.8 (22.32) (20.04) (22.32) 14.4-1 bc (20.03)
BBD mg L _IIk yil _ [k yil I!(lnm yil .Ik|n0| yil
dinlenme ciceklenme dinlenme ciceklenme
(IBA + BA) . . e . . ) e ,
doénemi doénemi dénemi dénemi
0.1+0.3 0 f (0) 0 f (0) 0d (0) 0d (0)
0.3+0.9 0f (0) 4 ef (5.31) 7.6 cd (10.33) 0d (0)
05+1.5 |27.2bc(31.15) 0f (0) 16 cd (18.47) 8 cd (10.62)
08+24 80 a (66.21) 52 a (46.15) 64 a (59.31) 43.6 a (41.01)
1.0+3.0 |7.6def(12.28) 4 ef (5.31) 11.6 cd (13.03) 5.6 cd (8.6)
Toplam BBD
(Dénem 18.84 a 13.30ab | 1617 4(16.90) | 10.34 b (11.76)
(19.95) (14.91)
ortalamasi)

***LSD 1.inlenme=14.584; ***LSD 1 iceklenme=15.947; ***LSD 2 pinlenme=22.681; ***LSD
2.Cigeklenme=17.025; *LSD Toplam ep = 5.106; (* p<0.05; *** p<0.001 diizeyinde 6nemli
bulunmustur). Siitunlardaki ve alt satirdaki harfler birbirlerinden bagimsizdir. Parantez
icerisindeki degerler, yilizde degerlere ag1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir.
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Aymi donem iginde geligmis olan kallus oranlar1 incelendiginde, BBD
ortalamalarinin, % 10.34 ile % 18.84 arasinda oldugu goriilmiistiir. En yiiksek kallus
orani, % 80 ile ilk y1l dinlenme donemi denemesinde, 0.8 mg L™* IBA + 2.4 mg L™
BA igeren besi ortamindan elde edilmistir. Diger donemlere ait sonuglar
incelendiginde, en yiiksek kallus oraninin her denemede ayni1 konsantrasyonda (0.8
mg L IBA + 2.4 mg L? BA ) elde edildigi goriilmiistiir. Donem ortalamalari
arasindaki farkliliklar incelendiginde, kallus olusum oranlar iizerine olan dénem
etkisinin, p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugu tespit edilmistir. En yliksek kallus orani,
ilk y1l dinlenme dénemi denemesinden elde edilmis olup, bunu ikinci y1l dinlenme
donemi izlemistir. Kallus olusumunun dinlenme déneminde daha yiiksek olmasi,
dinlenme donemindeki yumrularin daha yiiksek bir rejenerasyon potansiyeli
oldugunu gostermektedir. C. persicum ve C. graecum tiirlerinde ortaya ¢ikan
donemler arasi rejenerasyon farkliligi, C. coum tiirlinde olusan kallus oranlari
iizerinde de goriilmektedir.

Tez ¢alismasi siiresince, C. coum tiirii ile kurulmus olan denemelerde iki kez
embriyojenik kallus (Sekil 4.18) ve ardindan somatik embriyo (Sekil 4.19)
yapilarinin gelistigi gdzlenmistir.

Bu SE olusumlarindan ilki, ¢iceklenme déneminde; 2.0 mg L™ 2,4-D + 0.5
mg L 2iP igeren ortamdan gozlenmistir. Digeri ise, dinlenme déneminde; 2.0 mg
L 2,4-D + 0.3 mg L™ 2iP ilave edilmis besi ortamindan saglanmigtir. Ancak her iki
denemede de bu yapilar, yalnizca tek bir eksplanttan elde edilmistir. Bu nedenle,
yapilan istatistik analizlerde BBD dozlarinin, SE olusumu iizerine olan etkisi
onemsiz ( Prob > F; 0.4664) bulunmustur. Embriyojenik kallus yapilarinin, deneme
genelinde gozlenen siyah ve kompakt kallus yapilariin igerisinden hizla geliserek
ortaya cikan beyaz renkli ve dagilgan yapilar oldugu gozlenmistir. Renk ve doku
olarak diger kalluslardan ayrilan bu yapilar, BBD igermeyen besi ortamina alinmasi

ile birlikte somatik embriyo yapilar1 olugsmaya baslamustir.
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Sekil 4.19. C. coum tiiriine farklilasmaya baglayan embriyojenik kallus ve iizerinde
olusmaya baslayan globuler, kalp ve torpedo asamalarindaki SE yapilart
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4.3.4. C. cilicium Tiiriine Ait Bulgular

Tez ¢aligmasina kullanilan C. cilicium tiiriine iliskin gerceklestirilen ilk
deneme 2016 yili Haziran aymnda kurulmus olan dinlenme dénemi denemesidir.
Takip eden siirede kurulan denemelerle birlikte iki y1l ¢igeklenme ve iki y1l dinlenme
donemi olmak iizere toplamda dort farkli deneme kurulmustur. Bu denemelerden ilk
ikisinde BBD olarak 2,4-D (0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg L) ve 2iP (0.1, 0.3, 0.5 ve 0.8
mg L?) ile IBA (0.1, 0.3,0.5, 0.8 ve 1.0 mg L?) ve BA’nin (0.3, 0.9, 1.5, 2.4 ve 3.0
mg L?) farkli doz kombinasyonlari denenmistir. Kurulan diger iki denemede ise
yalnizca 2,4-D ve 2iP (sirasiile 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg L* ve 0.1, 0.3, 0.5 ve 0.8 mg
L) kombinasyonlar1 kullanilmistir.

Calisma siiresince tiire ait yumrulardan elde edilen kallus oranlar
incelendiginde tiirlin rejenerasyon yeteneginin C. graecum ve C persicum tiiriinden
farkli olarak oldukca diisilk oldugu gozlenmistir. Diger tiirlerle ayni kiiltiir
kosullarinda ve ayn1 donemlerde in vitro kiiltiire alinmalarina karsin C. cilicium
tiirlinde her hangi bir kdk veya siirgiin olusumu gézlenmemistir. Bununla birlikte,
ilk iki denemede kullanilmis 1/3 oranindaki IBA-BA konsantrasyonlarinda kallus
yapist dahi olusmamis ve her hangi bir rejenerasyon gézlenmemistir. Bu nedenle
istatistik analiz yapilirken IBA ve BA dozlarina yer verilmemistir. Yiiksek oksin
diisiik sitokinin kullaniminda ise elde edilen kallus yapilart C. persicum ve C.
graecum tiirlerinde elde edilenlere nazaran diisiik oranlarda olmasinin yani sira elde
edilen kallus yapilar kiitle olarak da oldukga kiigiiktiir (en fazla 5 mm c¢apinda).
Tamamina yakin1 siyah ve sert yapida olan bu kallus yapilarinin geligimi ilerleyen

alt kiiltiirlerde tamamen durmustur.
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Cizelge 4.26. C. cilicium tiiriinde elde edilmis olan kallus oranlar

Sy | ametme |l vicieckenme | dicnme | gielienme
onemi dénemi dénemi
0.5+0.1 0f(0) 0d (0) 0f(0) 0¢c(0)
0.5+0.3 0f (0) 0d (0) 0f(0) 0¢c(0)
0.5+0.5 0f(0) 0d (0) 0f(0) 0c(0)
0.5+0.8 0f(0) 0d (0) 0f(0) 0c (0)
1+0.1 0f(0) 0d (0) 13.6 cd (18.18) 0¢c(0)
1+0.3 0f(0) 8 cd (10.63) |20 abcd (23.79) 0¢c(0)
1+05 |26.4bc(30.68)|18.8 abc (22.87) | 26 ab (30.43) | 19.6 a (26.27)
1+0.8 [23.6cd(28.81)| 16 bc(18.47) | 12 cde (15.94) | 14 ab (19.63)
1.5+0.1 8 ef (10.63) | 7.6cd (10.33) | 12de (13.16) 12 ab (15.94)
15+0.3 |44ab(41.54)| 16 bc (18.47) | 12 de (13.16) | 16 ab (21.25)
15+05 |16cde(21.25)| 8cd (10.63) |15.6bcd (19.23)| 12b (13.16)
1.5+0.8 12 de (18) | 14.8 bc (17.55) [21.2 abc (26.88)| 8 bc (10.63)
2+0.1 16 cde(21.25)| 12 bc (15.94) 0f(0) 0c (0)
2+0.3 24 cd (26.31) | 16 bc (18.47) 4 ef (5.31) 18.4 ab (22.53)
2+0.5 32 bc (31.39) | 28 ab (28.85) 30 a (32.74) 8 bc (10.63)
2+08 |51.2a(45.69)] 32a(33.94) |26.8ab(30.71)| 20a(26.57)
Toplam BBD [15.83a(17.22) | 11.08 ab (12.88) | 12.08ab(14.35) | 8.00 b (10.41)

***LSD 1.pintenme=11.420; ***LSD 1 cigekienme=14.271; ***LSD 2 pintenme=12.190; ***LSD
2.Ciceklenme=12.070; *LSD  toplam B8D=4.867; (*p<0.05; ***p<0.001 diizeyinde Onemli
bulunmustur). Siitunlardaki ve alt satirdaki harfler birbirlerinden bagimsizdir. Parantez
icerisindeki degerler, ylizde degerlere ag1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir.

Donemler arasindaki

kallus gelisim oranlari

arasindaki

farkliliklar

incelendiginde kiiltiire allmma doneminin kallus rejenerasyonu iizerinde p<0.05
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onem diizeyinde etkili oldugu tespit edilmistir. ilk y1l dinlenme dénemi (% 11.08 ab)
ile ikinci yil ¢igeklenme donemi (% 12.08 ab) arasindaki farklilik istatistiki olarak
onemli degilken, ilk yil ve ikinci yil verileri kendi i¢lerinde kargilastirildiginda
dinlenme dénemlerindeki rejenerasyon oranlarmin istatistiki olarak 6nemli (p<0.05)
diizeyde farkli olduklar1 gériilmiistiir. C. cilicium tiiriinde gézlenmis olan dénemler
arasindaki rejenerasyon farklihigi C. persicum, C. graecum ve C. coum tiiriinde
gbzlenen farkliliklar ile paralellik gostermektedir. C. cilicium tiirtinde elde edilen bu
bulgu, diger tiirler ile birlikte, yumru eksplantlarinin dinlenme déneminde daha
yiiksek rejenerasyon yetenegine sahip oldugu sonucunu desteklemektedir.

C. cilicium yumru eksplantlari ile kurulmus olan toplam dort rejenerasyon
denemesinde yalnizca bir kez, ikinci yil dinlenme dénemi denemesinde, 2.0 mg L™
2,4-D + 0.5 mg L 2iP ilave edilmis besi ortaminda somatik embriyo olusumu
gozlenmistir (Sekil 4.21). Yapilan varyans analizinde BBD dozlarinin SE olusumu

tizerine olan etkisi istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur (Prob > F; 0.4664).
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Sekil 4.20. C. cilicium tiirinde elde edilen SE yapilarinin gérﬁﬁmﬁ A) Farkli
gelisim evresinde bulunan somatik embriyolar1 B) Globuler asamada
bulunan SE yapilari C) Kalp asamasinda bulunan bir SE yapist D)
Torpedo agamasinda bulunan SE yapilari
4.3.5. C. pseudibericum Tiiriine Ait Bulgular
C. pseudibericum tiirtinde gergeklestirilen ilk deneme, 2016 yili bahar
aylarinda C. persicum tirt ile birlikte kurulan birinci ¢igeklenme donemi
denemesidir. Takip eden siire igerisinde dinlenme donemi denemesi diger tiim
tirlerle birlikte kurulmus ve denemeler ikinci yilda tekrar edilmistir. C.
pseudibericum tiiriine ait yumru pargalar1 kullanilarak, iki y1l ¢igeklenme ve iki y1l
dinlenme donemi olmak tizere toplamda dort farkli deneme kurulmustur. Bu
denemelerden ilk ikisinde, 2,4-D (0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg L) ve 2iP (0.1, 0.3, 0.5 ve
0.8mgL%)ileIBA(0.1,0.3,0.5,0.8ve 1.0 mg L") ve BA’nin (0.3, 0.9, 1.5, 2.4 ve
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3.0 mg L) farkli konsantrasyon ve kombinasyonlar1 denenmistir. IBA ve BA
kullanimu ile rejenerasyon saglanamadigi igin, takip eden iki denemede yalnizca 2,4-
D ve 2iP (siras1 ile 0.5, 1.0, 1.5 ve 2.0 mg L* ve 0.1, 0.3, 0.5 ve 0.8 mg L)

kullanimina devam edilmistir.

Cizelge 4.27. C. pseudibericum tiiriinde elde edilmis olan kallus oranlari

BBD mg L | ik yil dinlenme . ke yil il_(inci yl _ikinci yl
@avvar)| donem | Sgkerme | dnienme | ceenme
0.5+0.1 20 a (26.56) 0c (0) 0 (0) 0d (0)
0.5+0.3 4 cd (5.31) 0c (0) 0 (0) 0d (0)
05+0.5 0d(0) 4 bc (5.31) 0 (0) 0d (0)
0.5+0.8 12 b (15.94) 0 c (0) 0 (0) 0d (0)
1+0.1 0d(0) 0c (0) 0 (0) 0d (0)
1+0.3 0d(0) 0c (0) 0 (0) 0d(0)
1+05 0d(0) 0c (0) 0 (0) 0d (0)
1+08 0d (0) 0c (0) 4 (5.3) 16 bc (15.69)
1.5+0.1 8 bc (14.62) 0c (0) 0 (0) 0d (0)
1.5+0.3 0d(0) 0c (0) 4 (5.3) 0d (0)
15+05 0d (0) 0c (0) 0 (0) 8 cd (7.85)
15+0.8 0d (0) 0c (0) 0 (0) 44 a (38.53)
2+0.1 0d (0) 0c (0) 0 (0) 12 bed (13.16)
2+0.3 16 ab (18.47) 12 b (13.16) 12 (10.15) 0d (0)
2+0.5 0d(0) 8 bc (7.85) 8 (10.62) 0d (0)
2+0.8 0d (0) 20 a (23.78) 20 (18) 20 ab (26.56)
Toplam BBD | 2.75 (3.13) 3.75 (5.06) 6.25 (6.36) 3.00 (3.01)

***.SD 1. pintenme= 9.346; ***LSD 1. cigektenme= 9.991; LSD 2. pintenme= O.D.; ***LSD 2,
Ciceklenme = 13.517; LSD Toplam 8o=0.D. (***p<0.001 diizeyinde énemli bulunmustur)
Siitunlardaki harfler birbirlerinden bagimsizdir. Parantez igerisindeki degerler, yiizde
degerlere ag1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir.
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Caligma siiresince tiire ait yumrulardan yalmizca diisiik (en fazla % 44;
Cizelge 4.27) oranlarda kallus elde edilebilmistir. C. pseudibericum tiiriinde elde
edilen kallus oranlari incelendiginde, tiiriin rejenerasyon yeteneginin C. graecum ve
C persicum tiiriinden farkli olarak oldukga diisiik oldugu gézlenmistir. Diger tiirlerle
ayni kiiltiir kogullarinda ve ayn1 dénemlerde in vitro kiiltiire alinmalarina karsin, C.
pseudibericum tiirinde her hangi bir organojenik yapt olusumu gézlenmemistir.
Bununla birlikte, ilk iki denemede kullanilmis 1/3 oranindaki IBA-BA
konsantrasyonlarinda, kallus yapisi dahi olusmamuistir. Yiiksek oksin diisiik sitokinin
kullaniminda ise elde edilen kallus yapilari, C. persicum ve C. graecum tiirlerinden
elde edilenlere nazaran diisiik oranlarda olmasinin yani sira kiitle olarak da oldukca
kiigiiktiir (en fazla 5 mm ¢apinda). Tamamina yakini siyah ve sert yapida olan bu
kallus yapilarimin gelisimi ilerleyen alt kiiltiirlerde tamamen durmustur. Denemeler
kurulduklar1 donemlere gore karsilagtirildiklarinda, elde edilmis en yiiksek kallus
oran1 (BBD toplamlar1) % 6.25 ile ikinci y1l dinlenme doneminde gozlenmistir.
Ancak BBD ortalamalarina iliskin elde edilmis olan bu verilere varyans analizi
(ANOVA) yapildiginda, gozlenen farklilik istatistiki olarak 6nemsiz (Prob > F;
0.2321) bulunmustur.

Kurulan denemelerde alt kiiltiir islemlerine 1 yil siire ile devam edilmistir.
Bu siire igerisinde eksplantlar canliligini korumaya devam ederken, her hangi bir

kallus olusumu goézlenmemistir.

127



4. BULGULAR VE TARTISMA Hiisamettin Aycan ALP

[
‘IA

Sekil 4.21. C. pseudibericum tiirtine ait eksplantlarin genel goriiniimii, A, B ve C)
farkli BBD konsantrasyonlarinda elde gozlenen siyah renkli kompakt
kallus yapilari, D) In vitro kiiltiirlin 6. ayinda kararma veya her hangi bir
rejenerasyon gozlenmeyen eksplantlar, E) Bir kismu kararmis eksplantlar

Bu bolime kadar, yumrularin farklt donemlerde kiiltiire alinmasi
kapsaminda C. persicum, C. graecum, C. coum, C. cilicium ve C. pseudibericum
tirleri ile kurulmus olan in vitro denemelere iligkin bulgular sunulmustur. Bu
denemelerde, dogadan toplanilarak sera kosullarinda kiiltiire alinan tiirlere ait yumru
parcalar1, farkli donemlerde, farkli BBD konsantrasyonlar1 iceren 2 MS besi
ortaminda in vitro kiiltiire alinarak verdikleri rejenerasyon tepkileri incelenmistir.
Dinlenme ve ciceklenme donemi olmak {lizere iki farkli dénemde kurulan
denemelerde vejetasyon donemleri ve tiirler arasinda biiyiik farkliliklar oldugu
gdzlenmistir. Ayrica, ayn tiire ait genotiplerin ayn1 BBD konsantrasyonlarma farkli
tepkiler verdigi tespit edilmistir.

Gergeklestirilen ilk in vitro rejenerasyon ¢alismalart daha ¢ok C.persicum
tiirii ile sinirlt kalmigtir. Bu ¢alismalarda oncelikle, enfeksiyon problemlerine daha

sonra ise vejetatif cogaltima odaklanilmistir (Jalali ve ark., 2012). Soganli bitkiler
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ile gerceklestirilen toprak alti organlarin kullanildig1 ¢aligmalarda, farkli tiirlerde
karsilasilan enfeksiyon oranlarinin % 50°lere kadar ¢ikabildigi ve enfeksiyonu en
fazla etkileyen faktoriin materyalin yetistigi ortam ve iklim kosullar1 oldugu
belirtilmektedir (Giirlek, 2011). In vitro siklamen ¢alismalarinda yumru pargalarinin
eksplant kaynag1 olarak kullanilmasi halinde rejenerasyon oraninin diger organlara
gore daha yiiksek oldugu bu arastirmalarda belirtilmesine karsin (Geier, 1977; Ando
ve Murasaki, 1983), karsilasilan enfeksiyon problemleri aragtirmacilari yumru
kullanimindan uzaklastirmistir. Bu nedenle giincel ¢alismalarda, in vivo kosullarda
yetisen veya dogal tiirlere ait yumru pargalarinin eksplant kaynagi olarak
kullanimina rastlamak pek miimkiin olmamakla birlikte daha ¢ok aseptik (in vitro)
kosullarda yetisen bitkiler tercih edilmektedir (Teixeira da Silva, 2016).

Seyring ve ark. (2009) gergeklestirdikleri c¢alismada C. africanum, C.
cilicium, C. coum, C. hederifolium, C. persicum ve C. purpurascens tiirlerini
kullanarak embriyo benzeri yapilar elde etmistir. Prange ve ark. (2010) ise C. coum,
C. alpinum, C. mirabile ve C. graecum tiirlerinde somatik embriyo olusumlarint
incelemislerdir. Benzer bir ¢alisma Furukawa ve ark. (2001) tarafindan C. cilicium,
C. coum, C. graecum, C. hederifolium, C. persicum, C. purpurascens ve C.
rohlfsianum gibi farkli siklamen tiirlerini kullanarak gerceklestirilmistir. Izgii ve ark.
(2016) gerceklestirdikleri calismada, Tiirkiye’de endemik olan C. cilicium, C.
parviflorum, C. mirabile ve C. pseudibericum olmak tizere dort farkli siklamen
tiirlinde etkin bir somatik embriyo protokolii gelistirmiglerdir. Farkli arastirmaci
guruplar1 tarafindan gerceklestirilen c¢aligmalarda SE yapilarinin  yani sira
organojenik yapilar da elde edilmis ve somatik embriyogenesis yontemi ile elde
edilen bitki rejenerasyonunun organogenesis yontemine nazaran diisiik oldugu
belirtilmistir (Tagipur ve ark., 2016). Tez ¢alismasinda da, bu ¢aligmalara paralel
olarak, elde edilmis olan organojenik yapilarin SE olusumundan oldukca yiiksek

oranda oldugu gozlenmistir.
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Bununla birlikte arastirmacilar farkli toprak iistii organlarin eksplant kaynagi
olarak kullanilmast ile gelistirdikleri somatik embriyo protokollerinin, her siklamen
tiirlinde galistigini ancak bu tiirlere ait tiim eksplantlarda somatik embriyo olusumu
elde edilmedigini bildirmislerdir (Schwenkel ve Winkelmann, 1998, Seyring ve ark.,
2009; Tagipur ve ark., 2016). izgii ve ark., (2016) farkl tiir ve eksplant tiplerini
kullandiklar1 ¢aligmalarinda tiir ve eksplanta gére % 39 ( C. pseudibericum; yaprak
sap1) ila % 0.8 (C. mirabile; petiol) arasinda degisen oranlarda SE olusumu
gozlemislerdir. Tez calismasinda dénemler ve BBD konsantrasyonlar1 arasindaki
farkliliklar incelendigi icin eksplantlar arasi farkliliklar1 gézlemlemek miimkiin
olmamustir. Ancak, ¢alismada SE olusumu gozlenen genotiplerde farkli organlarin
kullanilmasi1 halinde yiiksek SE olusumlarini elde etmenin miimkiin oldugu
diistiniilmektedir. Benzer sekilde Seyring ve ark., (2009) 6 farkli siklamen tiirii ile
caligmig ancak C. cilicium ve C. coum tiirlerinde siirgiin elde edememislerdir, yine
ayni ¢calismada eksplantlar arasinda biiytik farkliliklarin gozlendigi rapor edilmistir.
Prange ve ark., (2010) ise C. mirabile ve C. graecum tiirtinde 1, C. alpinum tiiriinde
ise sadece 2 adet genotipte embriyojenik kallus elde etmisler, sonuglarin eksplant
tipi ve tiire gore farkli oldugunu belirtmislerdir. Gergeklestirilen bu caligmalara
benzer olarak, yiiriitilmiis olan tez ¢alismasinda, C. persicum ve C. graecum
tirlerinde yiiksek oranlarda organojenik yapilar elde edilirken diger tiirlerde
organojenik yap1 olusumu gézlenmemistir. Elde edilmis olan SE yapilari da tiirlere
gore farklilik gostermis olup C. pseudibericum ve C. graecum tiirlerinde SE
yapilarina rastlanilmamustir. Calismamiza paralel olarak Furukawa ve ark., (2001)
C. cilicium ve C. coum tiirlerinde elde edilen kallus olusumunun daha az oldugunu
bildirmislerdir.

Doku kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan eksplantin yasi in vitro rejenerasyon
basarisini etkileyen bir diger faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Pek ¢cok caligmada
aseptik (in vitro) kosullarda elde edilmis olan geng bitki pargalarinin (Kreuger ve

ark., 1995; Furukawa ve ark., 2002) veya diger geng bitki organlarinin kullanildigt
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(Seyring ve ark., 2009; Jalali ve ark., 2010b; Yang ve Zhang, 2010; Tagipur ve ark.,
2016) dikkati gekmistir. Bununla birlikte eksplant yasinin rejenerasyon iizerine olan
etkisini konu alan c¢alismalar incelendiginde bu farklilik daha net goriilmektedir.
Solanum melongena fidelerine ait koklerin eksplant kaynagi olarak kullanildig:
calismada 15, 30 ve 45 giinliik fidelerde rejenerasyon oraninin sirasi ile % 80, % 60
ve % 33 olarak gozlendigi rapor edilmistir (Franklin ve ark., 2004). Siis bitkisi
(Saussurea obvallata) ile gergeklestirilen bir bagka ¢alismada ise 5 giinden geng ve
20 gilinden yasli eksplantlarda rejenerasyon oraninin ciddi derece diisiik oldugu, in
Vvitro rejenerasyon igin en uygun fidelerin 10 ila 15 giinliik oldugu bildirilmistir
(Dhar ve Joshi, 2005). Tez ¢alismasinda genotip etkisini minimumda tutabilmek igin
tek bir yumrudan en fazla sayida eksplant elde edilmeye ¢alisilmistir. Bu nedenle
denemelerde miimkiin oldugunca biiyiik, dolayis1 ile yash yumrular kullanilmistir.
Organlarin yaslanmasi ile birlikte bitkinin sahip oldugu endojen hormonlardaki
degisimlerin, elde edilen somatik embriyo oranini olumsuz etkiledigi
diisiiniilmektedir. Kreuger ve ark., (1995) yumru parcalari kiigiildiik¢ce elde edilen
pro-embriyonik kiiltir olusumunun tesvik edildigi rapor edilmistir, ancak
aragtirmacilar bizim ¢alismamamizdan farkli olarak in vitro fidelere ait geng yumru
pargalar1 kullanmislardir.

Tez caligsmasinda elde edilen veriler incelendiginde tiirler arasinda ve tiir
icinde biiyliik oranda genotip etkisi oldugu goriilmektedir. Genotip etkisinin
bitkilerin sahip oldugu farkli endojen hormonlardan veya farkli genotiplerin
disaridan uygulanan (ekzogen) BBD’lere tepki verme yeteneginin farkliligindan
kaynaklandigi farkli arastirmacilar (Geier, 1977; Jimnez, 2001; Winkelmann ve
Serek, 2005) tarafindan ileri stirtilmiistir.

Tez ¢aligmasi siiresince pek ¢ok eksplantta hem kdk benzeri yapilarin hem
de siirgilin ve yaprak olusumlarinin bir arada gelistigi gozlenmistir (Sekil 4.22, Sekil
4.23). Baz1 durumlarda ise lizerinde kdk benzeri yapilarin yer aldig eksplanttan SE

yapilarinin gelisebildigi goriilmistiir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.22. C. persicum tiiriinde kok benzeri yapilar ve siirgiin yapilarmin ayni
eksplant iizerinde gelisimi

» 5 : .

Sekil 4.23. C. graecum tiirtinde farkli organojenik yapilarin ayni eksplant iizerinde
gelisimi, A) Eksplantin genel goriiniimii, B) Uzerinde emici tiiyler
bulunan kok benzeri yapilar (K) ile yaprak taslaklarinin (S) yakindan
gorinimu
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Tez calismasinda elde edilmis olan bu bulgulara paralel olarak, Seyring ve
ark., (2009), 2 mgl* 2,4-D ve 0,8 mgl™ 2iP igeren besi ortaminda somatik embriyo
yapilarinin yani sira siirgiin yapilariin da elde edildigini bildirmislerdir. Benzer
sekilde, Jalali ve ark., (2010) ayn1 bitkiye ait farkli dokularin sahip oldugu dogal
oksin sitokinin aktivitesinin ekzogen bitki biiyiime diizenleyicilere verdigi tepkileri
etkiledigini Dbelirtmistir. Arastirmacilarin bulgularma gore tepkiler disaridan
uygulanan bitki biiytime diizenleyici konsantrasyonlarindan daha Onemli
olabilmekte ve bu nedenle ayni ekzogen dozlarda (besi ortaminda) bile
varyasyonlara yol agmaktadir. Yapilmis olan bu calismalar, tez caligmasi
kapsaminda aynt BBD dozunda farkli organojenik yapilarin bir arada ortaya
cikabilmesini agiklamaktadir. Bununla birlikte ayni eksplant iizerinde kok, siirgiin
hatta somatik embriyo yapilarmin bir arada gelisebilmesi durumuna da agiklik
getirmektedir. Winkelmann ve ark., (1998) Cyclamen persicum cv. Purple Flamed
cesidi ile yiiriittiikleri ¢alismada % MS ortamina 2 mg L 2,4-D ve 0.8 mg L* 2iP
ilave edilmesi ile ayni kiiltiir ¢esidinden hem embriyojenik (kahverengimsi yumusak
yapili) hem de embriyojenik olmayan (sar1 renkli dagilgan) kallus yapilari elde
etmislerdir. Jimnez (2001), ayn1 eksplant iizerinde hem somatik embriyogenesis hem
de organogenesis olusumunun gozlendigi rapor edilmistir, ancak arastirict bu iki
farkli olusumun ayni eksplant iizerindeki farkli hiicre katmanlarindan gelistigini
bildirmistir. Bu veriler 1s18inda, tez ¢alismasinda, ayn1i BBD konsantrasyonlar1 ve
eksplant iizerinde hem organojenik hem de embriyojenik yapilarin gézlemlenmis
olmasi beklenilen bir durumdur.

Tez galismasinda 3 tiirde, farkli BBD konsantrasyonlarinda SE yapilar: elde
edilmistir. Bu konsantrasyonlar tiir bazinda Cizelge 4.28’de yer almaktadir. Elde
edilmis olan bu veriler siklamen tiirlerinde SE olusumunu inceleyen pek ¢ok
arastirmact tarafindan bildirilmis olan bulgular ile paralellik gostermektedir.
Winkelmann (2010) C. persicum tiiriinde 2 mg L™ 2,4-D + 0.8 mg L™ 2iP kullanimi
ile basarili sonu¢ elde edildigini bildirmistir. Izgii ve ark., (2016) ise C.
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pseudibericum tiiriinde 2,5mg L'+ 1mgL*2iPve25mgL*+0.5mgL*2iP, C.
cilicium tiiriinde 2 mg L™ + 1.5 mg L™ 2iP, C. mirabile tiiriinde ise 2 mg L™ + 2 mg
L' 2iP dozlarinda SE yapilar1 elde etmislerdir. Prange ve ark., (2010) da
embriyojenik kallus olusturmak igin C. coum tiiriinde eksplantlar1 6nce 0.8 mg L™
2,4-D+0.5mg L*BA ve 4-6 ay sonra 2 mg L* 2,4-D + 0.8 mg L 2iP ortaminda

kiiltiire aldiklarini bildirmistir.

Cizelge 4.28. Farkl tiirlerde somatik embriyo elde edilen BBD konsantrasyonlari

Tir BBD mg Lt (2,4-D + 2iP)
C. persicum 2+05vel1l5+0.8
C. coum 2+05ve2+0.3
C. cilicium 2+05

Tez calismasi siiresince elde edilmis olan SE yapilarinin ¢imlenme oranlari
tirlere gore farklilik gostermistir. C. persicum tiiriinde ¢imlenme bakimindan sorun
yasanilmazken, C. cilicium ve C. coum tiirlerinde bu oranin daha disiik oldugu
kaydedilmistir. Tiir bazinda elde edilmis olan bu farkli ¢cimlenme oranlar1 diger
arastirmalar ile paralellik gostermektedir. Prange ve ark., (2010a) C. coum tiiriine
ait somatik embriyolarda elde ettikleri ¢cimlenme oraninin % 0 ila % 10 arasinda
degistigini ve bunun C. persicum tiiriindeki ¢imlenme oraninin ¢ok altinda oldugunu
belirtmislerdir. Benzer sekilde Sevindik (2018) somatik embriyolarin globuler veya
torpedo asamasinda tutuklu kaldiklari i¢in ¢imlenme konusunda sikint1 yagandigini
rapor etmistir.

Tez calismasi siiresince yapilan gozlemler neticesinde rejenerasyonun
kullanilan BBD konsantrasyonlarindan ¢ok genotipe bagli oldugu tespit edilmisgtir.
Ozellikle iki farkli genotipin karsilastirldign C. graecum tiirii ile kurulan denemede
bir genotip organojenik kallus yapilar1 olustururken, diger genotipten elde edilen
kallus yapilarinda hicbir sekilde organ farklilasmasi gozlenmemistir. Bununla

birlikte siklamen tiirlerinde organogenesis konu alan pek c¢ok arastirmada rutin
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olarak kullanilmakta olan IBA ve BA bizim tez ¢alismamizda beklenen sonucu
vermemigtir. Calisma siiresince IBA ve BA kullanimi ile hi¢ bitkicik elde
edilemezken siirgiin oranlar1 2,4-D ve 2iP kullanilan ortamlarin olduk¢a gerisinde
kalmistir. Mayer (1956) ve Stichel (1959) NAA dozunun direk olarak organ
farklilagmasin etkiledigini, 0,3 mg/1 altinda siirgiin, 0,5 mg/1 {izerinde kok, 0,3-0,5
mg/l arasinda ise her iki organin bir arada gelistigini tespit etmistir. Geier (1977)
benzer sekilde oksin/sitokinin dengesine bagli olarak kok veya siirgiin yapilar elde
etmistir. Ancak bizim gerceklestirdigimiz ¢calismada ayn1 besi ortami igerisinde hem
kok hem de siirglin benzeri yapilart gozlemlemek veya hi¢c bir BBD dozunda
organojenik yapi gelisimi gOstermeyen genotiplere rastlamak miimkiin olmustur.
Okumoto ve Takabayashi (1968), siirgiin olusumu i¢in NAA’in 0,1 mg/l dozunda
yalniz basina yeterli oldugunu, % 49 ile en yiiksek siirgiin oranina ise 1 mg/l NAA
ile 20 mg/l adenin siilfatin bir arada kullanimi ile ulasildigini tespit etmistir.
Aragtirmacilar siklamen yumrularinin uygun kosullarda siirgiin ve kdk olusturma
yetenekleri oldugu i¢in, ¢alismada disaridan BBD uygulamasi olmaksizin organ
olusumlarinin gozlendigini belirtmislerdir. Prange ve ark., (2008) 2 MS ortamina
0.5mg Lt NAA + 1.0 mg L' BA veya 0.5 mg L IAA + 1.0 mg L BA ilavesi ile
optimum siirglin gelisimi elde etmislerdir. Arastirmada ayrica ayn tiire ait farkl
genotiplerin ortamlara farkli tepkiler verdigi vurgulanmigtir. Bunun yaninda diisiik
sitokinin kullaniminda yiiksek kok gelisimi gozlendigi ve bunun muhtemelen
dokuda yer alan yiiksek ekzogen oksin nedeni ile oldugu belirtilmistir. Yamaner ve
Erdag (2008) diger pek cok c¢alismada karsilasildigi gibi ayni bitkiden alinan
eksplantlar arasinda ciddi rejenerasyon farkliliklar tespit etmislerdir. Arastirmacilar
bunun biiylik oranda hiicrelerin eksplant kaynagina bagli olarak bitki biiyiime
diizenleyicilere verdikleri farkli tepkilerden kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.
Bunun yaninda hiicrelerin sahip oldugu endojen hormon seviyeleri ile oksin sitokinin
oksidaz aktivitesinin de etkili olabilecegini not etmislerdir. Karam ve Al-Majathoub

(2000a) in vitro rejenerasyonun, sukroz ve BBD konsantrasyonu, sabit veya haraketli
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kiiltiir ortami, eksplant tipi, bitki gelisim evresi ve kiiltiir varyetesi (genotip) gibi
faktorlerden etkilendigini bildirmislerdir. Ozellikle eksplant tipleri arasindaki
farkliligin hiicrelerin sahip oldugu endojen hormon seviyelerindeki farkliliklar ve
hiicrelerin disaridan uygulanan hormonlara farkli hassaslik seviyesinde tepki
vermeleri nedeni ile oldugunu ileri siirmiislerdir. Yapilmis olan tiim bu ¢aligmalar
1s181inda, tez calismasina iligkin bulgular degerlendirildiginde, embriyogenesis
caligmalarinda oldugu gibi, organogenesis ¢aligmalarinin da genotip ve eksplant
kaynag1 gibi degiskenlerden etkilendigi goriilmektedir. Yiiriitilmiis olan ¢calismada
genotiplerin ayn1 BBD dozlarina vermis olduklar1 farkli rejenerasyon tepkileri, tiim
denemelerde gozlenmistir.

Tez calismasinda, farkli donemlerde kurulmus olan denemeler
karsilastirildiginda, dinlenme doneminde olan yumrularin daha yiiksek bir
rejenerasyon yetenegine sahip oldugu gozlenmistir. Donemler arasindaki
rejenerasyon farkliliklarini konu alan arastirmalar incelendiginde benzer sonuclara
rastlamak miimkiindiir. Prasad ve Chaturvedi, (1988) kasimpati iizerine
gergeklestirdikleri organogenesis ¢alismasinda 2 aylik periyotlar halinde y1l boyu 6
deneme kurmuslar ancak yalnizca mart - nisan aymdaki denemeden saglikli bitki
elde edebilmislerdir. Benzer sekilde zencefil yumrulari ile gerceklestirilen baska bir
calismada ise kis, bahar ve yaz donemlerinde kiiltiire alinan eksplantlardan en
yiiksek siirgiin rejenerasyonunun yaz doneminde gozlendigini bildirilmistir
(Nongalleima ve ark., 2013). /n vitro baslangi¢ materyali olarak toprak iistii organlar
kullanildiginda bitkinin aktif bilylime doneminde, toprak alti depo organlarinin
kullanilmasi1 durumunda ise bikinin dinlenme déneminde daha yiiksek rejenerasyon
elde edildigi goriilmektedir. Bu galismalar 1s5181nda tez bulgulari irdelenmistir. Depo
organi olarak islev yapan yumrunun yaz aylarinda daha yiiksek besin icerdigine
sahip oldugu icin rejenerasyon oraninin dinlenme doneminde daha yiiksek oldugu

diistintilmektedir.
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Sekil 4.25.

C. graecum tiiriinde farkli genotiplerin ayn1 BBD konsantrasyonuna
gosterdigi farkli rejenerasyon tepkileri A) Acik renk, dagilgan yapida
kallus olusumu ve zay1f kok gelisimi, B) Koyu renk kallus ve yogun kok
olusumu, C) Koyu renk kallus ve zayif kok gelisimi, D) Organojenik
yapi elde edilemeyen yesil - sar1 renkli kompakt kallus yapisi
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4.4. Koklendirme Ve Aklimatizasyon Bulgular:

Tiirlere ait rejenerasyon bulgulart incelendiginde, bazi1 eksplantlarda BBD
dozlarina bagli olmaksizin siirgiin yapilarinin kokler ile birlikte gelistigi
goriilmektedir. Bunun yaninda yalnizca siirgiinlerden olusan veya kok yapilart zayif
olan bitkiciklerin koklenmelerini tesvik etmek igin besi ortamina 1, 2 ve 3 mg L*
dozlarinda IBA ilave edilmistir. Her doz igin 5 eksplant i¢eren 5 petri (tekerriir) ile
kurulan bu denemede, degiskenler arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik

goriilmemistir.

Cizelge 4.29. Farkli IBA dozlarinda elde edilen koklenme oranlar1

IBA (mg L1) Koklenme oranlari

1 80 (66)
2 88 (74)
3 76 (60)

Parantez igerisindeki degerler ac1
transformasyonu uygulanmig degerlerdir

Bu nedenle ¢alismada elde edilen koksiiz siirgiin yapilari, 2 mg L™ oraninda
IBA igeren besi ortaminda yeterli kok olusumu elde edilene kadar tutulmustur.
Yaklagik olarak 8 hafta IBA igeren magentalarda tutulan bitkicikler, ardindan dig
kosullara aktarilmislardir. Mohannad ve Karam (2000) kéklenme i¢in 0, 0.025, 0.5
veya 1 mg L oranlarinda IBA kullanilmistir. Kontrol ve 0.025 mg L dozunda
koklenme gdzlenmezken, 0.5 ve 1 mg/l dozlarmmda siras1 ile %86 ve %100
oranlarinda kok elde edilmistir. Tez ¢calismasinda ise cogunlukla koklendirme islemi
icin ayrica BBD kullanimi gerekmeden siirgiin yapilariin koklendigi gézlenmistir.

Aklimatizasyon asamasinda ise, kiiltiir odasindan sera kosullarina
aktarildiktan 1 ay sonra canli kalan bitkilerin adedi belirlenmistir. Ardindan toplam

aktarilan bitki sayilari iizerinden canli kalan bitkilerin % oranlari tespit edilmistir.

138



4. BULGULAR VE TARTISMA

Hiisamettin Aycan ALP

Cizelge 4.30. C. persicum tiiriine ait aligtirma sonrasi yasama oranlart

BBDmg L | ik yil _iIk yil _ikinci yil i!(inci yil
(2.4-D+2iP) g|gg_klenme dlr)llenm_e glgeiklenme dm_lenmg
doénemi doénemi doénemi doénemi
0.5+0.1 - - - - - - - -
0.5+0.3 - - - - - - - -
0.5+0.5 - - - - - - 50 1/2
0.5+0.8 - - 50 4/8 - - 67 2/3
1.5+0.1 - - 58 7112 - - 60 3/5
1.5+0.3 - - 50 1/2 - - 50 1/2
1.5+0.5 - - 48 | 12/25 - - 70 7/10
1.5+0.8 - - 28 7125 - - 75 9/12
1+0.1 - - 38 3/8 - - - -
1+0.3 0 0/12 - - 60 3/5 - -
1+0.5 0 0/10 | 18 3/17 80 4/5 60 12/20
1+0.8 - - 44 | 14/32 - - 53 8/15
2+0.1 0 0/15 | 44 8/18 88 | 15/17 | 64 7/11
2+0.3 - 42 5/12 - - 88 15/17
2+0.5 0 0/28 | 85 | 17/20 | 56 5/9 93 26/28
2+0.8 0 0/8 63 5/8 50 5/10 86 18/21
Toplam 0 0/73 | 47 | 86/187 | 67 | 32/46 | 68 | 109/146

Donemlere ait ilk siitunda yer alan degerler yiizde (%) olarak yasam oranlarini,
ikinci siitun ise yasayan / aktarilan bitkicik sayilarini gostermektedir.

Buna gore C. persicum tiiriinde en yiiksek yasama oran1 % 93 ile 2 mg L™
2,4-D + 0.5 mg L™ 2iP igeren besi ortamindan elde edilen bitkiciklerde gézlenmistir.
Donemlere gore yasama oranlari karsilastirildiginda, en yiliksek hayatta kalan
bitkicik oran1 % 68 ile ikinci yil dinlenme donemi denemesinden gozlenmistir.
Bunun yaninda ilk y1l ¢igeklenme déneminde elde edilmis olan bitkiciklerin tamami,
hizla gelisen fungus miselleri nedeni ile kaybedilmistir. Bu durumun, kullanilan
ortamin steril edilmesi sonucunda bozulan fungus dengesi nedeni ile meydana
geldigi disiiniilmektedir. Tamamen sterilize edilmis ortamda mevcut bulunan tim

mikroorganizmalar 6lmiistir. Fungus misellerinin, kendilerini baski altina alacak
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bagka bir organizma kalmadigi icin kisa siirede hizla yayilis gosterdikleri
diistiniilmektedir. Bu nedenle takip eden aklimatizasyon islemlerinde, torf : perlit

ortami, 90 °C’de 1.5 saat pastorize edilerek kullanilmistir.

fungus miselleri A) 2. giinde belirgin olmaya baslayan miseller, B) 5.
giin ve C) 8. giinlerde bitkiciklerin hizli1 6limii

Bunun yaninda aklimatizasyon agamasina ulasan bitkicikler incelendiginde,
somatik embriyogenesis ile elde edilmis olan bitkiciklerin yumru olusturdugu,
organogenesis yoluyla gelismis olan bitkiciklerin ise yumrusuz oldugu dikkati
cekmektedir. Bu bitkiciklerde yumru yapilar1 dis ortama aktarildiktan sonra gelisim

gostermislerdir.
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L 1!

Sekil 4.27. Organogenesis ve embriyogenesis yontemleri ile gelisen bitkiciklerin
genel goriiniimii A) C. persicum tiirtinde SE ile elde edilen yumrulu bir
bitkicik B) C. persicum tiiriine ait organogenesis ile elde edilen bir
bitkicik C) C. graecum tiiriine ait organogenesis yontemi ile elde edilen
yumrusuz bir bitkicik

- -

Sekil 4.28. A) organogenesis yontemi ve B) Embriyogenesis yontemi ile elde edilmis
bitkiciklerin aklimatizasyon sonras1 goriiniimleri
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Cizelge 4.31. C. graecum tiiriine ait aligtirma sonras1 yasama oranlari

BBD mg L _ ik yil .iIk yil _ikinci yil ikinci yil
(2.4-D+2iP) g|geiklenme dm_llenm_e glgeiklenme d|r1Ienm_e
dénemi dénemi dénemi donemi
0.5+0.1 - - - - - - 33 1/3
0.5+0.3 - - 33 1/3 - - - -
0.5+0.5 - - 67 2/3 - - 40 2/5
0.5+0.8 - - 67 2/3 - - 33 1/3
1.5+0.1 - - - - - - - -
1.5+0.3 - - = - - - 29 217
1.5+0.5 - - 57 a/7 33 1/3 29 217
1.5+0.8 - - 38 3/8 40 2/5 60 3/5
1+0.1 - - - - - 62 8/13
1+0.3 50 1/2 20 2/10 33 2/6 54 7/13
1+0.5 33 1/3 43 3/7 40 2/5 50 6/12
1+0.8 50 1/2 50 5/10 - - 64 18/28
2+0.1 75 3/4 33 2/6 - - 45 5/11
2+0.3 50 1/2 43 3/7 - - 62 8/13
2+0.5 - - 80 8/10 88 718 100 | 12/12
2+0.8 - - 67 8/12 71 5/7 77 10/13
Toplam | 52 | 713 | 50 | 43/86 | 50 | 19/34 | 59 85!.)“

Dénemlere ait ilk slitunda yer alan degerler yiizde (%) olarak yasam oranlarini,
ikinci siitun ise yasayan / aktarilan bitkicik sayilarini gostermektedir.

C. graecum tiiriinde gozlenen yasama oranlar1 incelendiginde, en yiiksek
yagsama oraninin % 100 ile 2 mg L 2,4-D + 0.5 mg L 2iP igeren besi ortamindan
elde edilen bitkiciklerde oldugu goriilmektedir. Donemlerin ortalama yasama
oranlar incelendiginde, en yiiksek oran % 59 ile ikinci yil dinlenme doneminde

gozlenmistir.
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Murasaki ve Tsurushima, (1988) 16 saat 2500 lux aydinlatma altinda C.

persicum tiirtine ait bitkiciklerin birka¢ haftada % 95 yasama orani ile dis ortama
aktardiklarim1 bildirmislerdir. Arastirmacilar, tez c¢alismamiz ile benzer olarak
organogenesis ile elde edilen bitkiciklerin dis ortama aktarildiktan sonra mini yumru
olusturduklarini rapor etmistir. Bunun yaninda pek ¢ok arastirmada elde edilmis olan
yasama oranlar1 biiyiilk bir varyasyon gostermektedir. Prange ve ark., (2010) C.
mirabile tiiriinde % 88, Izgii ve ark., (2016) C. persicum tiiriinde % 70, Abu Qaoud
(2004) C. persicum tiiriinde % 30 yasama orami ile aklimatizasyon islemini
gerceklestirdiklerini bildirmislerdir. Caligmamizda yalnizca C. graecum tiirline ait
bir BBD dozunda % 100 yasama orani elde edilmisken Nhut ve ark., (2012) C.
persicum tiiriinde deneme genelinde % 100 basar1 elde ettiklerini rapor etmistir.
Kogak ve ark. (2014) ise, deneme genelinde % 38.3 yasama orani gozlemlediklerini
bildirirken bu oranin baz1 genotiplerde (farkli eksplant kaynaklarinda) % 9.5ila 5.4’e
kadar diistligiinii rapor etmistir. Arastirmacilarin ortak goriisii, ilk giinlerdeki nem
oraninin yagama orani lizerine genotip veya BBD konsantrasyonundan daha fazla
etki ettigi lizerinedir. Bu nedenle tez ¢alismada viyoller, plastik kapakli saklama
kaplarina konularak bir hafta siire ile iklim odasinda tutulmaya devam edilmistir.

Aligtirma serasinda da nem muhafazasi i¢in ayrica algak plastik tiinel kullanilmistir.
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4.5. Sentetik Tohum Denemelerine Ait Bulgular

Sentetik tohum denemeleri i¢in yumru eksplantlarindan elde edilen bitki
propagiilleri kullanilmistir. Bunun i¢in C. coum, C. cilicium ve C. persicum
tirlerinde somatik embriyolar, somatik embriyo yapilarinin elde edilemedigi C.
graecum tiiriinde ise siirgiin uglar kaplanarak denemeler kurulmustur. Tez
calismasinda yalnizca kallus gelisimi gosteren C. pseudibericum tiirii, gerekli in vitro
materyal temin edilemedigi i¢in, ¢aligmanin bu kisminda da yer almamustir.

Denemelerde somatik embriyolar ve siirgiin yapilari i¢in farkli ortamlar
kaplama materyalinin igerisine ilave edilerek kullanilmistir (Cizelge 4.32). Sodyum
aljinat bilesiminde bulunan sodyum molekiilii ile yer degistirerek kaplama isleminin
gerceklesmesini saglamak i¢in 14,702 g/l oraninda hazirlanmis olan steril CaClo*H,0
cozeltisi kullanilmistir. On denemelerde kullanilan % 1.5 konsantrasyondaki
sodyum aljinat ¢ozeltisi kalsiyum kloriir ¢ozeltisine damlatma asamasinda dagildigi
icin diizgiin sekilli kapsiillerin elde edilmesi miimkiin olmamustir. Bu durum
ozellikle C. graecum tiiriine ait siirgiin yapilarinin SE yapilarindan daha biiyiik
olmalari nedeni ile tam olarak kaplanamamasi ile sonuclanmistir. Bu nedenle tiim
denemelerde daha yogun yapida bulunan % 3 oranindaki sodyum ¢dzeltisinin
kullanimina karar verilmistir.

Sentetik tohum denemeleri igin hem globuler hem de torpedo asamasinda
bulunan somatik embriyo yapilar1 kullamlmistir. Ilk gozlemler 4 hafta sonra
alinmaya baslanmis olup son gozlemler deneme kurulduktan sonra 20. haftada
alimmugtir. Deneme genelinde C. persicum ve C. graecum tiirlerinde bitkicige
doniistim saglanirken, C. cilicium tiiriinde somatik embriyo olusumu devam etmistir.
C. coum tiiriinde ise ¢imlenen somatik embriyolarin yani sira yeni somatik
embriyolarin gelismeye devam ettigi goriilmiistiir. Benzer sekilde Sevindik (2018)
caligmasinda somatik embriyo yapilarmin globuler veya torpedo asamalarinda
tutuklu kalarak, ¢imlenme ortamina aktarildiktan sonra da embriyo olusumunun

devam ettigini bildirmistir.
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Uygulamalar arasindaki ¢imlenme farkliliklar1 grafik iizerinde, yiizde ve
standart sapma degerleri bakimindan karsilastirmali olarak sunulmustur
(Winkelmann ve ark. 2004). Bunun yaninda uygulamalara ait ¢imlenme bulgulari

yiizde degerler olarak ayrica hazirlanmig olan ¢izelgede yer almaktadir.

4.5.1. C. persicum Tiiriine Ait Sentetik Tohum Denemesi Sonuglari

Sentetik tohum denemelerinde en yiiksek ¢imlenme degeri, C. persicum
tiirtinden elde edilmistir. Saf su ve MS ortamui ile hazirlanmis olan kalsiyum aljinat
kapsiillerinde ¢gimlenme orani yaklasik olarak kontrol ile ayni olmustur. Proline ve
sperminile 2 mg Lt GAs + 1 mg L BA + 1 gL proline + 0.1 mg L spermin ve
4mgLTGAs;+2mgL!BA+2gL?proline + 0.2 mg L spermin) hazirlanan
kapstillerde bu oran % 70’lere kadar yiikselmistir. Haftalara gore degisen ¢imlenme

oranlar1 arasindaki farkliliklar Sekil 4.30’de agikga goriilmektedir.
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e KON IO Su MS 1 mg/l proline =m=2 mg/l proline
Sekil 4.30. Enkapsiilasyon denemesinde, C. persicum tiirtine ait ¢imlenme
oranlarinin haftalik degisimi.
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Cizelge 4.32. C. persicum tiiriine ait ylizde ¢cimlenme degerleri
Uygulama 4.hafta | 8.hafta | 12.hafta | 16.hafta | 20.hafta

Kontrol 1.7 6.7 11.7 13.3 18.3
su 1.7 1.7 8.3 10.0 16.7
MS 1.7 5.0 13.3 15.0 20.0

-1

1p$ﬁnLe 33 | 83 | 200 | 367 75.0
1

Zp?;ﬂn: 3.3 20.0 35.0 53.3 76.7

Sekil 4.31. C. persicum tiiriinde ¢imlenen sentetik tohumlarin goriiniimii

4.5.2. C. graecum Tiiriine Ait Sentetik Tohum Denemesi Sonuglari

C. graecum tiiriinde siirgiin uglar1 kaplama islemi igin eksplant kaynagi
olarak kullanilmigtir. Kaplama ortaminin igerisine su ve MS ortaminin yani sira
farkli oranlarda BA (1 ve 2 mg L*) ve NAA (0.1 mg L?) ilave edilerek kaplama
islemi gerceklestirilmistir.

Sonuglar, rejenerasyon gozlenen siirgiinlerin % oranlar1  olarak
degerlendirilmis ve hazirlanan grafikte standart sapma ile birlikte sunulmustur (Sekil
4.32). Buna gore en yiiksek rejenerasyon % 92 ile kontrol parselinde gozlenmistir.

Bunun biiyiik 6l¢iide kaplama isleminde eksplantlarin pipet ucundan gegebilmesi
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i¢in kiiciiltiilmesi asamasinda zarar gérmesine bagl oldugu diistiniilmektedir. Ancak
ilk haftalardaki gelisim oranlar1 incelendiginde, hormon ilave edilmis kaplama

materyallerinde gelismenin daha hizli oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.32. Enkapsiilasyon denemesinde C. graecum tiiriine ait rejenerasyon
oranlarimin haftalik degisimi

Cizelge 4.33. C. graecum tiiriine ait ylizde rejenerasyon oranlari

Uygulama | 4.hafta | 8.hafta | 12.hafta | 16.hafta | 20.hafta
Kontrol 50 15,0 26,7 43,3 91,7
Su 1,7 6,7 10,0 18,3 21,7
MS 1,7 13,3 18,3 23,3 31,7
1 mgL!BA 5,0 20,0 30,0 36,7 75,0
2mg L1 BA 6,7 23,3 31,7 53,3 76,7
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Sekil 4.33. C. graecum tiiriinde kaplanmig siirgiin uglarinin rejenerasyonu
4.5.3. C. coum Tiiriine Ait Sentetik Tohum Denemesi Sonuclari

C. coum tiirtinde elde edilmis olan ¢imlenme verilerinin, C. persicum tiiriine
kiyasla oldukga diisiik oldugu gdzlenmistir. Bunun yaninda ¢imlenme denemeleri
icin BBD i¢ermeyen besi ortami kullanilmasina karsin, ¢cimlenen bitkicikler tizerinde

yeni somatik embriyolarin olusmaya basladiklar1 gézlenmistir (Sekil 4.34).

Cizelge 4.34. C. coum tiiriine ait ¢imlenme oranlari

Uygulama 4.hafta | 8.hafta | 12.hafta | 16.hafta | 20.hafta
Kontrol 0,0 50 8,3 10,0 11,7
Su 0,0 1,7 3,3 3,3 5,0
MS 0,0 1,7 1,7 3,3 6,7
1 mg L proline 1,7 3,3 50 6,7 10,0
2 mg L proline 3,3 50 6,7 8,3 11,7
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Sekil 4.34. C. coum tiiriinde ¢imlenerek bitkicige doniisen somatik embriyo lizerinde

% Cimlenme

gelismeye baslayan yeni somatik embriyo yapilari. S) Siirgiin ve yaprak
olusumu, Y) Somatik embriyolarin ¢gimlenmesi ile olusan yumru yapilari,
K) Kok yapisi, SE) Olusmaya devam eden somatik embriyo yapilari
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=—Kontrol =®=Su ==¢=MS 1 mg/l proline =—@=2 mg/l proline

4 8 16 20

Sekil 4.35. Enkapsiilasyon denemesine C. coum tiirline ait ¢imlenme oranlarinin

haftalik degisimi
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C. coum tiiriinde en yiiksek ¢imlenme orani, kontrol parseli ile birlikte 2 mg
L* proline kullanimindan elde edilmis olup (% 12) bunu sirasi ile 1 mg L proline,
MS ve saf su (% 10, % 7 ve % 5) kullanilarak hazirlanmis olan kaplama materyalleri
izlemistir (Sekil 4.35).

4.5.4. C. cilicium Tiiriine Ait Sentetik Tohum Denemesi Sonug¢lari

C. cilicium tiriinde kaplama isleminden sonra kontrol grubu ile birlikte BBD
icermeyen Y2 MS ortamina ekilen somatik embriyo yapilarindan yeni somatik
embriyolar gelismeye devam etmistir. Buna kargin somatik embriyolarda kok veya
slirglin benzeri diizensiz yapilar gozlenirken, tam anlami ile gimlenerek bitkicige
dontigebilen bir embriyonik yapiya rastlanilmamustir. Bu nedenle, yapilan
gozlemlerde de somatik embriyo iiretmeye devam eden eksplantlarin orani
kaydedilmistir. Uygulamalar arasinda gozlenen farkliliklar, yiizde orani olarak
degerlendirilerek haftalik periyotlar halinde sunulmustur (Sekil 4.36 ve Cizelge
4.36).

Cizelge 4.35. C. cilicium tiirtinde olusmaya devam eden somatik embriyo oranlarinin
haftalara gore yiizde degisim degerleri

Uygulama 4.hafta | 8.hafta | 12.hafta | 16.hafta | 20.hafta
Kontrol 8,3 16,7 50,0 53,3 68,3
Su 0,0 11,7 25,0 40,0 46,7
MS 11,7 18,3 30,0 50,0 61,7
1 mg L proline 8,3 15,0 26,7 48,3 48,3
2 mg L proline 10,0 15,0 25,0 41,7 41,7

Buna gore en fazla somatik embriyo gelisimi kontrol gurubunda (%68)
gozlenirken, bunu sirast ile (% 61.7; % 48.3; % 46.7 ve % 41.7 ile) MS, 1 mg L*

proline, su ve 2 mg L™ proline kullanilarak gergeklestirilen kaplamalar izlemistir.
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80
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% Somatik Embriyo
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4 8  Siire (Hafta) 12 20
== Kontrol =®=Su MS 1 mg/l proline =m=2 mg/l proline

Sekil 4.36. C. cilicium tiiriinde, BBD i¢cermeyen besi ortaminda SE rejenerasyonuna
devam eden somatik embriyo oranlari

Sekil 4.37. C. cilicium tirinde A) Kontrol gurubu ve B) kaplama yapilan
uygulamalarda gelismeye devam eden SE yapilari
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Sekil 4.38. C. cilicium tiirlinde kaplama materyalinin igerisinde gelismeye devam
eden somatik embriyo yapilariin yakindan goriiniimii

Enkapstilasyon denemelerinde elde edilmis olan gozlem sonuglar
incelendiginde, en ¢ok dikkat ¢eken sonug tiirler arasindaki farkliliklardir. En yiiksek
¢imlenme oran1 % 76.7 ile C. persicum tiiriinde gézlenmistir. Bu oran ayn1 zamanda
kontrol grubu (% 18.3), saf su (% 16.7) veya MS ortamu (% 20) ilave edilerek
kaplanan SE yapilarindan oldukea yiiksektir. C. coum tiiriinde elde edilmis olan en
yiiksek ¢imlenme orani, % 11.7 olarak tespit edilmistir. Ancak s6z konusu C.
cilicium tiirii olunca hi¢ ¢imlenmenin gozlenmedigi goriilmektedir. Siklamen tiirleri
kullanilarak gerceklestirilen sentetik tohum caligmalar1 olduk¢a sinirlidir. Ancak
elde edilmis olan bu veriler siklamen tiiriinde yapilan somatik embriyogenesis
caligmalari ile kiyaslandiginda, somatik embriyolarda benzer ¢cimlenme problemleri
ile karsilasildigi (Winkelmann, 2006; Winkelmann, 2016; Sevindik, 2018) ve tiirler
arasinda ¢imlenme oraninin C. persicum tiiriinde daha yiiksek oldugu (Prange ve
ark., 2010; Jalali, 2012) ifade edilmektedir. Bu nedenle 6zellikle endemik tiirlere ait
somatik embriyo yapilarin olgunlastirma ortaminda tutulduktan sonra ¢imlenme
ortamina almmasi gerektigi belirtilmistir (Winkelmann, 2015; Izgii ve ark., 2016).
Calismamizda ¢imlenmeyi tesvik etmek i¢in kaplama materyaline ilave edilen ortam
bilesenleri C. persicum tiiriinde 6nemli sekilde ¢gimlenme oranini arttirirken, C. coum

tiriinde kontrol ile ayn1 oranda ¢imlenme elde edilmis, C. cilicium tiiriinde ise
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¢imlenme gbzlenmemistir. Bununla birlikte kapsiilasyonun ¢imlenme iizerine olan
etkilerini aragtiran Winkelmann (2004), besin maddelerinin embriyoya
ulagsmasindaki gecikmeden kaynaklanan az bir ¢imlenme gecikmesi gozlendigini

bildirmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Ana vatan1 Akdeniz havzasi olan siklamenin Diinya tizerinde 22 farkli tiirii
bulunmaktadir. Ulkemizde C. persicum, C. pseudibericum, C. coum, C. parviflorum,
C. rephandum, C. trochopteranthum, C. hederifolium, C. cilicium, C. mirabile ve C.
graecum olmak tizere 10 farkli tiirii bulunmakta olup bunlardan 6 tanesi endemiktir.
Diinyada siis bitkileri sektoriinde en ¢ok kullanilan siklamen tiirii, mevcut ticari
cesitlerin atasi olarak bilinen C. persicum tirtadiir. C. persicum tiirlinde 1slah
calismalar1 klasik melezlemeler ile yapilmakla birlikte bazi siklamen tiirlerindeki
kendileme depresyonu gibi d6llenme bozukluklar1 bu tiiriin 1slahinda biyoteknolojik
yontemlerin kullanilmasini zorunlu kilmaktadir. In vitro tiretim siklamen 1slahinda
rutin olarak kullanilan biyoteknolojik yontemlerden birisidir. Kendileme depresyonu
nedeni ile klasik yontemlerle iiretilemeyen ana baba hatlar in vitro tekniklerle
cogaltilmaktadir. Bunun yaninda mutasyon islahi veya heterozigot bireylerin
melezlenmesi ile elde edilmis olan bitkilerin {iretimi i¢in mikro ¢ogaltim 6nemli bir
tretim yontemidir. Islah ve {retim amagli kullanilmasinin yani sira in vitro
rejenerasyon calismalari, farkli nedenlerle doganin tahrip edilmesi sonucu tehdit
veya geri doniisii olamayan sekilde yok olma tehlikesi altinda bulunan genetik
kaynaklarin  muhafazasi i¢in olduk¢a Onemlidir. Siklamende somatik
embriyogenesis ve organogenesis teknikleri, etkili birer in vitro ¢ogaltma yontemi
olarak kullanilmaktadir. Erken donemde gergeklestirilmis olan ¢alismalarda yumru
pargalarinin, diger bitki organlarina nazaran daha yiiksek bir rejenerasyon
potansiyeline sahip oldugu belirtilmigtir. Ayrica gerceklestirilen c¢aligmalarda
eksplantin sahip oldugu endojen hormonlarin rejenerasyon iizerine ekzogen
hormonlardan daha etkili olduguna vurgu yapilmaktadir. Bu nedenle rejenerasyon
orani bakimindan ciddi farkliliklar gézlenen eksplantlarin sahip olduklar1 endojen
hormonlar {izerine detayli arastirmalar yapilmalidir. Benzer sekilde, farkli

vejetasyon donemlerindeki eksplantlarin i¢ hormon dengeleri incelenerek
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rejenerasyon lizerine olan etkileri ortaya konmalidir. In vitro rejenerasyon
caligmalarinda ozellikle somatik embriyogenesis alaninda kallus gelisimi,
embriyoya doniisiim ve SE yapilarinin ¢imlenmesi alaninda ¢alismalar genisletilerek
devam ettirilmelidir.

Calismada ele alinan bir diger konu ise sentetik tohum ftiretimidir. Doku
kiiltiirlinde iiretilmis olan somatik embriyo yapilarinin (bazen kallus veya siirgiin
uclarinin) farkli sekillerde kaplanarak sentetik tohumun {iretilmesinin amaci vejetatif
iretim (iiniformite) ile tohumla iiretimin (tasima, depolama, mibzer kullanimi)
avantajlarini birlestirmektir. Ayrica somatik embriyolarin ¢gimlenmesini tesvik edici
bir takim ilave besi maddeleri ile somatik embriyo tiretiminde karsilasilan en biiyiik
problemlerden biri olan ¢imlenme probleminin asilmasina olanak vermektedir.

Tez kapsaminda dogal siklamen tiirlerine ait yumru pargalar1 farkli
vejetasyon donemlerinde kiiltiire alinarak somatik embriyo yapilari elde edilmis ve
ardindan bu yapilardan enkapsiilasyon yontemi ile sentetik tohumlar iiretilerek
¢imlenme degerleri karsilagtirilmustir.

Caligma siiresince elde edilmis olan bulgulari su sekilde siralamak

mumkindr.

o Tez caligmasi siiresince karsilagilan en biiyiik problem yiiksek
enfeksiyon oranlari olmustur. Soganli ve yumrulu bitkilerde % 50°lere
kadar ¢ikabildigi rapor edilen enfeksiyon orani kuru yakma ve civa
kloriir kullanimu ile kismen azaltilmistir. Bunu yaninda in vitro kiiltiir
oncesi pestisit kullammminin 6zellikle fungus kaynakli bulasimlarn
biiyiik 6lciide azalttigi gdzlenmistir. Bununla birlikte besi ortamina
ilave edilen antibiyotik veya PPM™ c¢ozeltisi bakteri kaynakli
enfeksiyon gelisimlerini onleme konusunda yetersiz kalmig ve alt
kiiltiirler boyunca endojen bakterilerin ortaya ¢ikisi devam etmistir.

Sterilizasyon islemi i¢in, aktif koriir oran1 kesin olarak bilinmeyen

156



5. SONUC VE ONERILER Hiisamettin Aycan ALP

sodyum hipoklorit yerine konsantrasyonu tam olarak ayarlanabilen
hidrojen peroksit veya kalsiyum hipoklorit kullanimi sterilizasyon
basarisini arttiracaktir.

o  Farkli donemlerde kurulmus olan denemelerde, dinlenme doneminde
bulunan yumrularin daha yiiksek rejenerasyon potansiyeline sahip
oldugu gozlenmistir. Bu durum, dinlenme déneminde, yumrularin sahip
oldugu besin ve endojen hormon seviyelerinden kaynaklanmaktadir. Bu
nedenle, farkli dénemlerdeki yumrularin endojen hormon ve besin
igeriklerinin karsilagtirilmasina yonelik ¢aligmalar yapilmalidir. Bu
sekilde rejenerasyonu etkileyen igsel nedenler daha agik bir sekilde
ortaya konulabilecektir.

e  Calismada kullanilan farkl tiirler ayn1 ortam kosullarina oldukga farkli
tepkiler vermistir. Bunun yalnizca genotip etkisinden degil, kiiltiir odast
kosullarindan da ileri geldigi diislinlilmektedir. Bu tiirlerin dogal
yetisme kosullar1 goz 6niine alindiginda, kiiltiir odasi kosullarinin bu
tirlerin dogal ortamlarina uygun olacak sekilde diizenlenerek
rejenerasyon oranlarinin arttirilabilecegi diistiniilmektedir.

e  Farkli genotiplerin bir arada kiiltiire alindig1 denemelerde ortaya ¢ikan
genotip etkisi agikca gozlenmistir. Ayni besi ortami bilesenleri
kullanilarak aymi kiiltliir odasinda gelisimlerini devam ettiren C.
graecum tiirline ait eksplantlardan bir kismi yalmizca kallus
olustururken, digerinde siirgiin olusumlar1 elde edilmistir. Bu farkliliga
neden olan etmenler gerek genetik gerekse epigenetik olarak
incelenmelidir.

e Denemelerde farkli genotiplerin bir arada kullanilmasi elde edilen
veriler arasinda biiyiik farkliliklar olmasma yol agmistir. Bu nedenle
ozellikle organogenesis icin etkili dozun tespit edilmesi miimkiin

olmamistir. Kurulacak olan caligmalarda miimkiin oldugunca ayni
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genotipe sahip bireyler veya ticari gesitler tercih edilerek genotip etkisi
en aza indirilmelidir.

e Somatik embriyolarin elde edildigi BBD konsantrasyonlari
incelendiginde, onceki calismalar ile paralel oldugu goriilmektedir.
Ancak elde edilen rejenerasyon oranlar1 olduk¢a disiiktiir. Bir
genotipten somatik embriyo elde edilebilmesi, o genotipin SE
potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Ancak bu oranin gok
diisiik olmasina, kullanilan yumrularin yaslt olmasinin neden oldugu
diistindiirmektedir. Bu nedenle ileriki ¢alismalarda in vitro kosullarda
¢imlendirilmis veya iiretilmis geng fidelere ait dokularin tercih edilmesi
daha uygun olacaktir. Bunun igin ticari tiirlere ait F1 tohumlar veya
mikro cogaltim ile klonlanmis ayni genotipe sahip bireyler tercih
edilebilir.

e  Sentetik tohum tretiminde kaplama materyaline ilave edilen proline,
spermin GAz’lin ¢imlenme tizerine olumu etkisi oldugu gozlenmistir.
Bununla birlikte, C. persicum tiiriine ait SE yapilarinin ¢imlenmesi
tizerine etkili olan ortam bilesenlerinin, C. coum ve C. cilicium tiirii
iizerine ayni derecede etkili olmadig1 gozlenmistir. Bu tiirler icin
kaplama materyaline farkli biiyiime diizenleyiciler ilave edilerek,
sentetik tohum ¢alismalarinin gelistirilmesi gerekmektedir.

o  Sentetik tohum ¢alismalarinda kullanilan yontemlerin direkt olarak in
Vvivo kosullara ekim yapilacak sekilde gelistirilmesi gerekmektedir.

e  Sentetik tohumun tagima ve depolama avantajlarindan tam olarak
yararlanabilmek i¢in, kaplanmis somatik embriyolarin depolama
Omriinii arttirmaya yonelik ¢alismalar yapilmalidir.

e  Son olarak, somatik embriyogenesis ¢alismalarinin tamaminda ortaya
cikan genotipler aras1 farkliligin gerceklestirilecek olan molekiiler

caligmalariyla aydinlatilmasi gerekmektedir.
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Ek 1. C.persicum tiiriine ait ilk yil ¢ciceklenme ve dinlenme donemleri arasindaki farklihklar

Kallus Orani %

Sirgtin Orani %

Kok Orani %

Elde Edilen Bitkicik Orani

BBD (mg y'l) %
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05+05 ?396‘3%’ (gg.gg) ?7%%:3% (jg.fé) (11;.912; 2(2'5.%“ (22%.%% 0](0.00) (ﬂ.gg) 1(21(9.;9;;0”0'00) (2.%%2
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15403 100 a |96 abcd| 98 a (66 abcde Z:)Sds 7;5?:7 36 defg | 52 bcde | 44 bed |32 defg | 28 defg | 30 be
(90.00) | (84.68) | (87.34) | (60.58) | (50 | (cp03 | (33.58) | (49.15) | (41.36) | (25.37) | (25.62) | (25.49)




VLT

Ek 1’in devami

15+05 96 abc (92 abcd| 94 ab 88a |79.43ab |83.71ab| 26 gh |74.29 ab|50.14bc| 66 ab |28 defg| 47 a
' ' (86.07) | (82.15) | (84.11) | (74.06) | (71.66) | (72.86) | (27.35) | (65.53) | (46.44) | (57.68) | (25.84) |(41.76)
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2401 90 abcd| 100a | 95ab | 56 cdef | 72 abcd | 64 bcd |44 cdefg| 64abc | 54ab | 38cd | 52 bcd | 45 ab
' (81.00) | (90.00) | (85.50) | (50.07) | (67.16) | (58.61) | (38.30) | (56.53) | (47.42) |(33.23) | (43.37) |(38.30)
»+0g |100a|100a | 100a | 54def [34.93 fgh|44.46 ef 27.33 ghi 53('%6 45’(';5 32def | 4ghi |18 cde
(90.00) | (90.00) | (90.00) | (47.42) | (35.84) | (41.6) | (25.33) (50.41) | (37.87) (26.76) | (5.313) |(16.03)

2405 98 ab (92 abcd| 95 ab [55.5 cdef f)gdze?‘ 5(?&869 27 ghi (36.57 efg|31.79 def| 66 ab | 36 cde | 51 a
' (87.34) | (82.15) | (84.74) | (49.73) (53.07) | (51.4) (25.26) | (31.01) | (28.14) |(55.15) | (30.68) |(42.92)
2408 100a | 100a | 100a [58.2 cdeff 42ef |50.1de|35defg| 71ab 53 bc | 56 bc (24 defgh| 40 ab
' (90.00) | (90.00) | (90.00) | (49.91) | (40.15) | (45.0) | (31,50) | (60,46) | (45.98) |(48.68) | (23.31) |(36.00)
Toplam |93.53a|80.75b| 87.14 |57.42a| 33.35b | 4539 | 32.24 | 29.85 | 31.04 37a |10.75b| 23.88
Donem (83.61) | (71.89) | (77.76) | (51.50) | (31.39) | (41.45) | (30.07) | (26.68) | (28.38) |(32.72)| (9.63) [(21.18)

***|_SDeep=14.303;
***LSDDbnem:5.057;
***LSDBBD*Dénem:20.228;
(***p<0.001 duzeyinde

onemli)

***.SDesp=14.778;
***L.SDpsnem=5.225;
***LSDesp*Dsnem=20.899;
(***p<0.001 duzeyinde
onemli)

***.SDesp=13.415;
LSDDénem=C).D.;
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***_SDeep=15.056;
***LSDDénem:5.521;
***L.SDeBp*Dsnem=21.292;
(***p<0.001 duzeyinde
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Parantez icerisindeki degerler ylizde dederlere ac¢i transformasyonu uygulanmis degerlerdir.
Kallus, siurgin, kok ve bitkicik sGtunlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.
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Ek.2. C.persicum tiiriine ait ikinci y1l ¢iceklenme ve dinlenme donemleri arasindaki farkliiklar

Kallus Orani %

Sargun Orani %

Kok Orani %

Elde Edilen Bitkicik Orani %

BBD (mg L™?) = : : . .
F : ; Ciceklen| Toplam [Dinlenm|Cigeklen| Toplam | .. Ciceklen |Toplam| .. Ciceklen| Toplam
2,4-D + 2iP | Dinlenme me BBD e me BBD Dinlenme me BBD Dinlenme me BBD
72.67 def |80 bcde [76.33 def| 22def | 8fg | 15h | 7.33jK | 7670 |, . . ih
05+0.1 1" 60.26) | (72.00) | (66.13) | (22.15) | (7.846) | (15.00) | (8.83) [BIK (7-84) (g 342)|211(265) 01(0) | (4 378
7acde | 77cde |755def| 36cde| Og | 18h |.. 74K | 770 |- . ih
05+03 | (6241) | (67.15) | (64.78) | (30.68) | (0.00) | (15.34) |BIK (O-23)| (1018) |(9.709)|211(269)] 01(0) | (1 308
88.83 94.42 2542 | 15.66 -
05+05 | abcde (;8%3) abc ‘tif‘ig)d (fle;%) efgh | ghikl |01(0.00) (5'88?6% g g?;‘ 0j(0) (54572982
(76.00) | (90-00) | (g5 ggy | (40- 31 | (25.73) | (19.61) : : :
05+08 74 cde 44 fg 59 f 52 bc 0g 26 fgh 14 ijkl 12 jki 13 b |24 defgh 0j(0) 12 efgh
S+08 | (66.92) | (41.31) | (54.11) | (47.65) | (0.00) | (23.82) | (14.42) | (10.15) |(12.28)| (23.31) | ©! (11.65)
875 -
80 bcde | 95 ab 30 cdef | 8efg 19 gh | 28 efghij 16 b . . Oh
1+0.1 | 67.71) | (84.00) (;"g%%) 27.00) | (10.62) | (18.81) | (25.62) |* X ®3D)|(15.46)|01(0:00)| 01 (0) | (50
84 abcde | 48fg 66ef | 46cd 0g 23 gh 16 hijkl 8b 8 ghij . 4 gh
1+03 | 7731) | (40.84) | (59.07) | (39.68) | (0.00) | (19.84) | (15.69) |°'(©000) |7 846)| (7.84) | O1 O | (3.923)
80 23.67
90 abcd 85bcd [44.67cd| Og 22.33 gh ot 11.83 b| 39 bcdef . 19.5 def
1+05 abcde fghijk | 01(0.00) 0j(0)
(7949) | G200y | 75:74) | (417D | (0.00) | (20.85) | AT (11.53)| (36.81) (18.40)
100 a 249 62 ef 54 c 0g 27 fgh | 20 ghjikl 10b | 22 fghij . 11 fgh
1+08 | 9000) | (23.31) | (56.65) | (44.52) | (0.00) | (22.26) | (18.00) |°'©0%) |(9000)| (17.76) | 1@ | (8.882)
90 abc 64ef | 77cde | 74 ab 0g 37 defg |40 bcdefgh 20 b | 26 efghi . 13 efgh
1L5+01 | 8100) |(59.31) | (70.15) | (66.92) | (0.00) | (33.46) | (36.11) |°' (@09 |1805)| 168) | ®1 O | (10.84)
540 | 100a | 96ab | 98ab | 84a | 48c | 66b |36 cdefghi 44 bodef | 40a | 12ghij | _ d";? | 20 defg
°70% 1 (00.00) | (84.68) | (87.39) |(73.03) | (43.84) | (58.43) | (3358) | (4L31) |(37.44)| (10.15) | (5o 692) (17.88)
L5405 | 96ab | 100a | 98ab |8233a| 83a |8517a zer]? 68.6a |48.13 a|55.33 ab |28 cdefg 4;5?:7
5+05 | 86.07) |(90.00) | (88.03) | (69.11) | (79.84) | (74.48) (289371) (6219) |(45.28)| (48.29) | (25.84) | (370




9.1

Ek 2’'nin devami

15+08 100 a 100 a 100a |90.33a| 86.6a | 88.47 a | 53 abcd 64ab |585a| 52ab 0j(0) 26 cde
) ) (90.00) | (90.00) | (90.00) | (76.96) | (79.01) | (77.98) | (46.73) (56.30) |(51.51)| (49.15) ] (24.57)
2401 90 abc 100a | 95ab | 49cd | 72ab | 60.5bc | 57 abc |48 abcdef| 52.5 a Al;:?:c?g 52 abcd |47.83 ab
' (81.00) | (90.00) | (85.50) |(43.03) | (67.16) | (55.09) | (50.65) (43.62) ((47.13) (39.67) (43.37) | (41.52)

2403 100 a 100a | 100a |52.33c igegf 39.62 def| 52 abcde aﬁgdgef 49.4 a |50.67 abc| 4 hij 2;;23
(90.00) | (90.00) | (90.00) | (45.01) (27.98) (36.49) | (46.15) (42.97) (44.56)| (43.89) | (5.31) (24.60)

2405 98 a 100 a 99ab | 76 ab [34.2 cde|55.1 bcd | 50 abcde [46.2 bedefl 48.1 a 72 a |36 bcdef| 54 a
’ (87.34) | (90.00) | (88.67) | (66.68) | (29.48) | (48.08) | (45.00) (36.85) [(40.92)| (61.37) | (30.68) | (46.03)

2408 100 a 100a | 100a |41.33cd| 47 cd 44.17 cde ;:éggf 63ab |54.33a A&g’g’ 24 defgh 35;37
(90.00) | (90.00) | (90.00) |(38.37) | (43.15) | (40.76) (43.72) (55.62) ((49.67) (38.37) (23.31) (30.84)

Toplam 89.84a [81.75b| 85.79 |54.74a|26.73b| 40.74 30.88 a 25.75b | 28.32 | 28.81a | 10.75b | 19.78
Doénem (79.72) | (73.41) |(76.569) | (48.29) | (25.02) | (36.66) | (29.05) (23.27) [(26.16)| (25.82) | (9.63) | (17.73)

***.SDgep=13.740;
*LSDD(’jnem:4.857;
***|.SDesp*Donem=19.431,
(*p<0.05; ***p<0.001
dizeyinde 6nemli)

***.SDgep=15.042;
***L.SDpsnem=5.318;
***LSDeBp*Dénem=21.273,;
(***p<0.001 diizeyinde

Onemli)

***SDesp=14.618;
*LSDDénem:5.168;
**LSDBBD*Dénem:20.673;
(*p<0.05; **p<0.01;

***p<0.001 diizeyinde 6nemli)

***.SDgep=14.414;
***LSDDénem:5.096;
**LSDgep*Dénem=20.385;
(**p<0.01; ***p<0.001
dizeyinde énemli)

Parantez igerisindeki degerler yiizde degerlere agi transformasyonu uygulanmis degerlerdir.
Kallus, sirgun, kok ve bitkicik sutunlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.
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Ek 3. C. graecum tiiriine ait birinci ¢ciceklenme donemi yumru bélgeleri arasindaki rejenerasyon farkhiklari

BBE Kallus Orani % Sirgtn Orani % Kok Orani % Elde Edilen Bitkicik Oran
(mg L™) %
2,4-D + " Toplam . Toplam . Toplam . Toplam
2ip alt Ust Bolge alt Ust Bolge alt Ust Bolge alt Ust Bolge
44 cdef | 40def | 42 ] 20 hij 14 g
05+0.1| (350 | 36.00) | (3715 | © © |0 @] 0c(@ [8ii(1062)| T8 | daas | ©© |0 |0cE
52 -
40 cdef 46 6.67 3.33 bc |32 cdefghij| , . 20 efg
05+03 a%cgg‘; (39.00) | (43.96) | 9.64)|© O | a82) | (3a.16) | 811062 | (5539 | 0(0) |0(0) | 0c(0)
96a |72abcde| 84 4 4 4 bc 72 abc 16 hij 44 bede 2 bc
05+0.5) g468) | (61.37) | (73.03) | (5.31) | (5.31)| (5.31) | (64.38) | (15.69) | (40.03) |+ ©3) |0 O | (5 g5
68 42
76 abcd 72 4 4 4 bc . | 68 abcdef | 56 abc 2 bc
05+0.8 abcdef bcdefghi 0 (0) |4 (5.3
(6969) | io e | (6276) | (63D |63D)| (531 | (550 | (5583) | (48.57) (2.65)
84 abc | 48 cdef 66 16 hij . 10g Oc
1+0.1 ) 7430) | (43.62) | (58.96) | © @ |0 0| 0c(Q) | 3547y | 413D | (789 | 0O | 0 O)| 500
52
72 abcde| 24f 48 16 4 10 bc . 30 cdefg 4 bc
t79% 1 (e137) | (28:31) | (42:30) |12.69)| 5:31) | (0.00) | 2 | V0D | ags0y | B (78| O O] (3.2)
64 - -
76 abcd 70 24 ghij 28 fghij 26 defg Oc
1+0.5 | 69.69) é%cgi; ©6451) | 0 @100 0O | 5378 | (2562) | (2446 | © @ [0 O] g0
40 ef | 48 cdef 44 4 2¢c 76 ab 64 abcde 70 a 2 bc
1+08 | 33 99) | (43.84) | 38:53) | 5.31) | © O | (265) | (69.69) | (59.31) | (64.50) | * ©3) |0 O) | (565
52 cdef | 96 a 74 20 ghij 20 ghij 20 efg Oc
1L5+0.11 46538) | (84.68) | 65.53) | © @ |0 © 1 0cO) | 5378y | (2378) | (23.78) | © @ |0 O | (000




8.1

Ek 3’Un devami

56abcdef| 36 ef 46 4 2c 24 ghij 24 ghij 24 efg 2 bc
1.5+0.3[% 15 68) | (30.46) | (39.57) | (5.31) |0 © | (265) | (2378) | (2378) | (23.31) | * ©3) |0 0| (5 g5
15405 36def | 88ab 62 8 24 16 ab | 32 defghij | 68 abcd 50 abc 4 (53) 12 8b
' | (33.69) | (76.84) | (55.26) | (7.85) |(20.31)| (14.07) | (31.15) (61.84) | (46.50) <) 1(13.1) | (9.23)
48

48 cdef | 88 abc 68 4 8 6 bc . 84 ab 66 ab 4 bc

1.5+08| 1384y | (74.30) | (58.95) | (5.31) [(10.63) (7.96) b(ﬁe(f)%r)" 7152) | 6.29) | 4 ©3) |4 G3)| (531
2401 64abcdefl64abcdef| 64 12 36 24 a 32 efghij | 40 cdefghij | 36 cdefg 8 (7.8) 24 16a
= | (59.31) | (56.30) | (57.81) |(10.15)/(36.25)| (23.20) | (28.37) (32.99) | (30.68) ) 1 (26.3) | (17.08)

52 cdef | 84 abc 68 8 4 bc |40 cdefghij|52 abcdefgh| 46 bcde 2 bc

2+03 | 4337) | (74.30) | 58.84) | © ©) |10.63) (5.31) | (32.99) | (46.38) | (39.68) | ° (@ |4 B3| (565

64 64 -
64 24 fghij |52 abcdefgh| 38 bedef Oc
2+ 0.5 | abcdef | abcdef 0@ |0 (@] 0c(0 0 (0) | 0 (0)

(59.31) | (53.52) (56.42) (26.31) (46.38) | (36.34) (0.00)
60abcdef, 88 ab 74 60 abcdefg 74 a Oc

2+0.8 "54 00) | (76.84) | (65.42) | © @ |0 (0] 0¢(0) | "5y ) "|882(76.84)| (g5 40y | O (0) | 0 (0) | 500
Toplam | 60.75 | 63.25 62 392 | 55 | 471 37.75 40.25 a9 (36.05) 225 3 2.63
Bolge | (54.3) | (55.58) | (54.94) | (4.18) | (5.86)| (5.02) | (35.59) (36.51) ' (2.64) | (3.46) | (3.05)

| SDea=0.D.: **+ SDegp=2.621; ] ***_ SDgep=7.578;
BBDT LSDgsige=0.D.; **%|_SDggp=22.468; LSDesige=0.D.; LSDgeige=0.D.;
LSDBoIge—O.D., S

*LSDgBD*Bslge=36.413;
(*p<0.05 duzeyinde dnemli)

LSDgep*BoIge=0.D.;
(***p<0.001 duzeyinde
onemli)

LSDggo*BeIge=0.D.;
(***p<0.001 duzeyinde énemli)

LSDgeo*BoIge=0.D.;
(***p<0.001 duzeyinde
dnemli)

Parantez icerisindeki degerler ylizde degerlere ac¢i transformasyonu uygulanmis degerlerdir.
Kallus, surgun, kék ve bitkicik situnlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.
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Ek 4. C. graecum tiiriine ait ilk yil ciceklenme donemi genotipler arasindaki rejenerasyon farkliklar

BBD Kallus orani % Surgun orani % K&k orani % Bitkicik orani %
(mg L? . .
8 Genotip | Genotip | Toplam . . Toplam . . Toplam . . Toplam
Z,A;"Iz + 1 2 BBD Genotip 1|Genotip 2 BBD Genotip 1|Genotip 2 BBD Genotip 1|Genotip 2 BBD
64 42 d 8hi | 20 efghi
0.5 + 0.1| bcdefgh {20 jk (18) 0e(@) | 0e(0) | 0d(0) 14f(14.3) 0c() | 0c(0) | 0c(0)
(56.3) (37.15) (10.62) (18)
. 52 . .
40 fghik . | 46 bcd | 6.67 cde 3.3cd |16 defghi|24 defghi| 20 ef
05+0.3| 41 7g) ?fégfé‘; 43.96) | 9.64) | 9O | ag @125 (2353 | (22.4) | 0¢©@ | 0c(©) | 0c(0)
76 40
92 abc 84 a 8 cde 4cd .| 48 bcdef | 44 cde 4 bc 4 bc
0.5+05 abcdefg 0e(0) bedefghi 0c(0)
(79.37) (66.68) (73.03) | (10.63) (5.31) (36.22) (43.84) (40) (5.31) (2.66)
80 64
.| 72abc | 8cde 4 cd 56 bcd | 56 bcde | 56 abcd 4 bc 4 bc
05+08 a*(’;’g)ef b(‘édse;%*)" 62.76) | (10.63) | 0O | 531y | 51.46) | @568 (4857 | (531) | °€O | (266)
84 abcde |48 efghik| 66 abcd 16 efghi |, . 10f
1+0.1 (743) | (43.62) | (58.96) Oe(@) | 0e(0) | 0d(0) (18.47) 4i(5.313) (11.89) 0c(@) | 0c(@) | 0c(0)
76 :
. 48 cd 48 bcdef | 12 fghi | 30 def 8 bc 4 bc
1+03 ?ggdgg? 20k (18) (4 34y PODC(18) 0€(0) 110bCO)| 4384y | (1315) | (285) | (7.85) | 2¢O | 3oz
100 a | 40 ghik | 70 abc - 48 bcdefg| 26 ef
1+05 (90) (39) (64.5) Oe(@) | 0Oe(O) | 0d(0) |4i(5.313) (43.62) | (24.45) 0c(@) | 0c(@©) | 0c(0)
- 40
64bcdefg| 24 ijk 44d 4 de 2cd 100 a 70 ab 4 bc 4 bc
1+08 |'5352) (2353) | (38.53)  (5.31) @ 2¢O | (266) bc(‘;%f)gh ©0) | 645 @31 | 2¢O | (266
52 . :
96 ab .| 74ab 20 defghi|20 defghi| 20 ef
1.5+0.1 (84.68) defghij (65.53) Oe(@©) | 0e(0) | 0d(0) (23.78) | (23.78) | (23.79) 0c(@©) | 0c(0) | 0c(0)

(46.38)
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Ek 4’Gn Devami

76

32

16 k 46 d 4 de 2cd .| 16 ghi 24 ef 4 bc 4 bc
1.5 + 0.3 | abcdefg 0e (0 bcdefghi 0c (0)
oosey | (12:68) | (3957) | (5.31) 266) | “o3e  (1268) | (2331)  (53D) (2.66)
r 32
88 abcd | 36 hijk |62abcd| 32b 16 ab 68 abc .| 50 abcd 12b
15+0.5 7684y | (33.69) | (55.26) | (28.15) | 2¢O | (12.07) | (61.84) ‘(:gleffg)' 465) | (13.16) | 0¢(0) |6b(6.58)
76 60
. |68abcd| 12cd 6bcd | 56bcde | 76ab 66 abc 8b 4 bc
1.5+0.8 "’Eggdgg? ‘(:gffg;)' 58.95) | (1594) | 9O | 797y | uses) | (639 @ (563) | (1063) | °€@ | (531
2401 abfc?efg de?Shij 64 abcd| 48a 0e(0) 24 a be dt?‘ghi 32 defghi| 36 def 28 a 0¢c(0) 14 a
o60) | (1650  (57:81) | (43.62) (18 | "Gt (25.37) | (30.69) | (28.85) (14.43)
80 56 36
.. |68 abcd| 8cde 4cd 56 bcde | 46 becde 4 bc 4 bc
2 + 0.3 |abcdefg | cdefghij 0e (0) bcdefgh 0c (0)
0060, | (a5.0p) | (58:84) | (10.63) (531) | Do T | (48.68) | (4258)  (53D) (2.66)
80abcdef| 48 fghik | 64 abcd 36bcdefg|40bcdefg| 38 cde
2+0.5 770y | (40.84) | (56.42) | 0€(@ | 0e(0) | 0d(0) | 3660y hi(36) | (36.35) | 0C@ | 0¢(0) | 0c(0)
100a |48 fghik| 74 ab 100 a |48bcdefg| 74a
2+08 | “90) | (0.84) | (65.42) €@ | 0e(0) | 0d(0) | " g0y |h(a0.84)| (65.42) | 0¢(@ | 0¢(0) | 0c(0)
Toplam | 79.75a | 4425b| 62 | 9.42a 471 | 385 | 395 475a 2.37
Genotip | (70.54) | (39.34) | (54.94) | @.87) | PP O | woz) | @7.1) | (35.35) 223622 544y | 0P O | (305

*¥**L.SD seD =22.579;
***|_ SD Genotip :7.982;
***LSD BBD*Genotip =31.931

***|_SD gep =8.614;
***| SD Genotip :3.046;
***LSD BBp*Genotip =12.183

*’_‘.*LSD 88D =21.975; LSDgenotip
=0.D,; ***.SDggp*Genotip=31.079

***_SD gep=7.241;
***LSD Genotip=2.560;
***L.SD Bep*Genotip=10.240

***p<0.001 dizeyinde 6nemli. Parantez igerisindeki degerler ylizde dederlere agi transformasyonu uygulanmis degerlerdir. Kallus,

surglin, kok ve bitkicik situnlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.
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Ek 5. C. graecum tiiriine ait ilk yil dinlenme donemi yumru bélgeleri arasindaki rejenerasyon farkhiklari

BBD Kallus Orani % Sarglin Orani % K&k Orani % Elde Edilen Bitkicik Orani %
(mg L)
24D+ | alt gst | Toplam | gst | 1opl@Am |y gst | Toplam |y gst | Toplam
2ip Bolge Bdlge Bolge Bolge
92 2 | 92a 4
05+01| soan | 057 | oan | O © | (5,318 2 (2656)] 0 (0) |4 (5:31)2d(2.66) 0 (©) |4 (5.31)[2d (2:65)
100a | 68 36 52 48 12 |30 abcd 20 | 30 abcd
0.5+0.3/100(90)|100 (90)| g5 00y | (56.06) | (36.47) | (46.26) | (43.84) | (15.93) | (29.89) |*° 3O)| 20.77) | (28.39)
100a | 48 44 46 20bcd | 32 32 | 32abcd
0.5+0.5/100(90)1100 (90)| (g5 00y | (40.84) | (41.31) | (a1.07) |20 @D |20 (18)| 1950y | (28.37) | (25.37) | (26.87)
05+08|100(00)| %6 | 9%8a | 24 44 34 12 20 | 16cd | 24 40 |32 abcd
5+0. (84.68) | (87.34) | (2053) | (38.3) | (29.42) | (13.15) | (20.77) | (16.96) | (20.53) | (32.99) | (26.76)
100 a 16 12 14 28 44 abc
1+0.1 100 (90)| 100 (90)| g000 | (1557, | 1315 | 1561 |0 69 | (250a) | (3607 |4 G3D| 0 © [2d(265)
50b 4 4 28 16 cd 4cd
1+03 | 40(36) | 60(54) | (oo (8 (7:846)| (5 315 16 6579) & 310 | oo | 1oy |87-89| 0 O | 509
L+05 |s0(r2)| B8 | 84a | 16 36 26 32 44 | 38abc | 16 32 | 24cd
: (79.84) | (75.92) | (15.69) | (30.68) | (23.19) | (28.37) | (38.53) | (33.45) | (15.6) | (28.15) | (21.9)
9% | 98a | 52 36 48 48 | 48abc 40 ab
1+0.8 1100 (90)| g4 68) | (87.34) | (43.37) |20 (18| (30.68) | (40.84) | (43.84) | (a2.34) | B0 (4 |20 (A8) | (35 o)
92 96 a 14 40 abc 4 4 4cd
1.5+0.1/100 (90)| (g5 15) | (86.07) |2 (10-62)|20 (21)| (157 |20 (18) |60 (54) | (35 50) | (5.313) | (5.313) | (5.31)
100 a 40 50 44 52 ab 56 | 58a
1.5+0.3/100(90)100 (0) | 95 gy | 60 4 | (32.90) | (43.49) | (38.3) |0 | 6.15) | 8054 | ag.68) | (51.34)
100a | 40 24 32 60 28 | 44abc 24 | 22cd
1.5+0.5/100 (90)100 (%0)| (g0 00y | (32.99) | (20.53) | (26.76) | (51.22) | (22.84) | (37.03) | 2° ®) | (20.53) | (19.2)




¢81

Ek 5’in devami

1004 60a | 24 52 | 38ab
15 +0.8100 (90)| 100 (80)| o0 | 20(18) |40 (36)| 30 (27) | 60 (54) |60 (54)| )i | (23 81) | aaa7) | (o500
9% | 98a 2 26 52 28 | 40abc | 16 28 | 22cd
2+0.1 1100 90)| g4 68y | (87.34) | 20 @D | (28.15) | (24.57) | (49.15) | (22.84) | (36.00) | (15.69) | (25.84) | (20.7)
92 | 9%a | 32 12 22 64 52ab | 48 12 | 30 abcd
2+031100(90)| (g5 15) | (86.07) | (28.15) | (13.15) | (20.65) | (59.31) | *° ®O)| (a7.65) | (40.84) | (10.15) | (25.49)
64 | 82a | 32 36 34 32 36 | 34abcd | 32 26 cd
2+051100(90)| (59 31 | (74.65) | (28.15) | (33.46) | (30.81) | (28.15) | (30.68) | (29.42) | (28.15) |20 (1®)| (23
100a | 32 28 30 72 44 | 58a | 36 36 | 36abc
2+0.81100(90)1100 (90)| g5 00y | (28.15) | (22.84) | (25.49) | (64.15) | (38.3) | (51.23) | (30.68) | (30.68) | (30.68)
Toplam | 945 | 9225 | 93.38 | 29.75 | 27 | 2838 | 39.25 | 35 | 3713 | 265 | 23.75 | 2513
Bolge | (84.83) | (82.55) | (83.7) | (26.49) | (24.79) | (25.64) | (35.55) | (31.67) | (33.61) | (23.98) | (20.82) | (22.41)
LSO D **[SDgan=2.621.; #*+ SDgan=22.468; **SDgeo=7.578;
LSD B_?D =O D. . LSDBé|ge=O.P.; LSDBélge=O.P.; LSDBélge=O.P.;
“LSD B*Ol?e =3-6-4,113' LSDsep*Beige=0.D.; LSDsep*Boige=0.D.; LSDgep*Beige=0.D.;
. BBD"BOIge=I0.72% | (**p<0.001 diizeyinde (***p<0.001 diizeyinde (***p<0.001 diizeyinde
(*p<0.05 diizeyinde 6nemli) . X N : . )
Onemli) Onemli) Onemli)

Parantez icerisindeki deg@erler ylizde degerlere agi transformasyonu uygulanmis degerlerdir.
sutunlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.

Kallus, surglin, kék ve bitkicik
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Ek 6. C. graecum tiiriine ait ilk y1l dinlenme donemi genotipler arasindaki rejenerasyon farkhiklari

BBD o - o . 0 Elde Edilen Bitkicik
(mg L-1) Kallus Orani % Sirgtin Orani % Kok Orani % Oran %
2,4-D + | Genotip | Genotip | Toplam | Genotip | Genotip | Toplam | Genotip | Genotip | Toplam | Genotip | Genotip | Toplam
2iP 1 2 Genotip 1 2 Genotip 1 2 Genotip 1 2 Genotip
88bc | 96ab | 92 abc 4 ij , 29 4 jk 4f 2e
05+0.11 74 06) | (84.68) | (79.37) | (5.313) | 21O | 2656) | (5.31) | OK(©) [27(266) 5313y | OT(O) | (565
05+023 100a | 100a | 100a | 80ab |24efgh| 52a |48 cdefg| 12 hijk | 30 cde | 44 de 16 ef 30b
' "~ 1 (90.00) | (90.00) | (90.00) | (66.21) | (26.31) | (46.26) | (43.84) | (15.93) | (29.89) | (38.30) | (18.47) | (28.39)
05+05 100a | 100a | 100a | 80ab | 12 ghij | 46 abc |40 defgh 0k (0) 20 def | 64 bcd 01(0) 32b
' "~ 1 (90.00) | (90.00) | (90.00) | (66.21) | (15.93) | (41.07) | (39.00) (19.50) | (53.75) (26.87)
96 ab 100 a 98a | 60bcd 8 hij |34 bcde | 32 efghi 16 ef | 64 bcd 32b
05+0.8 | 8468) | (90.00) | (87.34) | (50.99) | (7.846) | (29.42) | (33.93) | ¥ (© | (16.96) | 53.52) | °T (@ | (26.76)
1401 100a | 100a | 100a | 20 fghi 8 hij 14 efg | 80 abc 8 ijk 44 abc 4f 01(0) 2e
' (90.00) | (90.00) | (90.00) | (21.00) | (10.62) | (15.81) | (69.22) | (10.62) | (39.92) | (5.313) (2.65)
100 a 50c | 12 ghij , 6 fg 12 hijk | 20 ghijk | 16 ef 8f 4 de
1+03 | 90.00) | 99O | 45.00) | (13.15) | 1O | (6.579) | (13.15) | (18.00) | (15.57) | (7.846) | °T @ | (3.92)
1+05 100 a 68 c 84 bc |52 bcde 0j(0) 26 de |60 bcdef| 16 hijk |38 bcde| 48 cd 0f(0) 24 bc
' (90.00) | (61.84) | (75.92) | (46.38) J (23.19) | (51.22) | (15.69) | (33.45) | (43.84) (21.92)
1+08 96 ab 100 a 98a | 72abc 0j(0) 36 bed | 76 abc | 20 ghijk | 48 abc | 80 ab 0f(0) 40 ab
' (84.68) | (90.00) | (87.34) | (61.37) J (30.68) | (66.68) | (18.00) | (42.34) | (72.00) (36.00)
15401 100a | 92ab | 96ab |28 defg 0j(0) 14 efg |72 abcd| 8ijk |40 abcd 8f 01(0) 4 cde
' "~ 1 (90.00) | (82.15) | (86.08) | (31.63) J (15.81) | (64.15) | (7.846) | (36.00) | (10.62) (5.31)
15403 100a | 100a | 100 a 84a | 16ghij | 50ab | 84 ab |20 ghik| 52abc | 100 a 16 f 58 a
' "~ 1 (90.00) | (90.00) | (90.00) | (74.30) | (12.68) | (43.49) | (74.30) | (18.00) | (46.15) | (90.00) | (12.68) | (51.34)
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Ek 6’nin devami

15405 100a | 100a | 100a | 64 bc 0j (0) 32 cde | 80 abc 8ijk |44 abcd| 44 de 0f(0) 22 bcde
' "~ 1(90.00) | (90.00) | (90.00) | (53.52) (26) | (66.21) | (7.846) | (37.03) | (38.53) (19.26)
15408 100a | 100a | 100a | 60 abc 0j(0) 30cde | 100a |20ghijk| 60a | 76 abc 0f(0) 38b
' "~ 1 (90.00) | (90.00) | (90.00) | (54.00) (27) | (90.00) | (18.00) | (54.00) | (66.68) (33.34)
2401 100a | 96ab 98a | 52bcd 0j(0) 26 de |64 bcde| 16 hijk |40 abcd| 44 de 0f(0) 22 bed
' (90.00) | (84.68) | (87.34) | (49.15) (24.57) | (56.30) | (15.69) | (36.00) | (41.53) (20.76)
2403 100a | 92ab | 96ab |44 cdef 0j(0) 22 def | 100 a 4 jk 52 abc | 60 bcd 0f(0) 30b
' (90.00) | (82.15) | (86.08) | (41.31) (20.65) | (90.00) | (5.31) | (47.65) | (50.99) (25.49)
2405 100 a 64 c 82c 64 abc 4 ij 34 bed |56 bedef| 12k | 34cde | 52cd 0f(0) 26 b
' (90.00) | (59.31) | (74.66) | (56.30) | (5.313) | (30.81) | (48.68) | (10.15) | (29.42) | (46.15) (23.07)
2408 100a | 100a | 100a | 60 bcd 0j(0) 30de | 84ab | 32fghij| 58ab | 72 bcd 0f(0) 36D
' (90.00) | (90.00) | (90.00) | (50.99) (25.49) | (74.30) | (28.15) | (51.23) | (61.37) (30.68)
Toplam | 98.75 88 93.38 | 52.25a| 45b 28.38 62a |1225b| 37.13 (48.25a| 2b 25.13
Genotip | (2.64) | (3.46) | (3.05) | (46.36) | (4.92) | (25.64) | (55.39) | (11.83) | (33.61) | (42.86) | (1.94) | (22.41)

*** SDBBD=10.977;
***| SDGenotip=3.881;
***| SDBBD*Genotip=15.52
4; (***p<0.001 diizeyinde
6nemli)

***| SDBBD=14.490;
***| SDGenotip=5.123;
***| SDBBD*Genotip=20.49
2; (***p<0.001 dlizeyinde
6nemli)

*** SDBBD=18.793;
***|_ SDGenotip=6.644;
***| SDBBD*Genotip=26.57
8; (***p<0.001 dlzeyinde
dnemli)

*** SDBBD=17.177,
***|_ SDGenotip=6.073;
*+*| SDBBD*Genotip=24.29
1; (***p<0.001 dlizeyinde
dnemli)

Parantez icerisindeki degerler ylizde degerlere acgi transformasyonu uygulanmis degerlerdir.
Kallus, surgin, kék ve bitkicik sGtunlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.
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Ek 7. C. graecum tiiriine ait ikinci ¢iceklenme donemi genotipler arasindaki rejenerasyon farkhklar:

Kallus Orani %

Sirgun Orani %

Kok Orani %

Elde Edilen Bitkicik Orani

%

BBD (mg L-1)| Genotip | Genotip| Toplam | Genotip |Genotip| Toplam | Genotip | Genotip | Toplam | Genotip (Genotip| Toplam
24D+2P | 1 2 Doz 1 2 | Doz 1 2 Doz 1 2 | Doz
80 70 ef of od 8 fgh 4 gh 69 Oc
05+0.1 160 54| 6599 | (61.49) (000 000y | (0.00) | (7.85) | 5.31) | (657) | © @ [0 O] 500
72 92 82 bcde of od 24 efgh | 12 fgh | 18 defg Oc
05+03 1 6a15)|(79.37)| (71.76) (000 000) | (0.00) | (23.31) | 13.15) | (18.23) | © @ [0 O | (000
76 92 84 bcde of od 28 defg| 4gh 16 efg Oc
05+0.5 | 66.68)|(79.37) | (73.03) 2109 ©0.00) | (0.00) | (28.62) | (5.313) | (16.96) | © ©@ | O O | (0.00)
68 88 78 cde of od 32 cdef Oh 16 efg Oc
05+0.8 | 5184 (76.84) | (69.34) °T(©00) 0100) | (0.00) | (33.93) | (0.00) | (16.96) | © ©@ |2 O | (000
94.67
9333 | 96 of | od |[733fgh| oh | 3669 0c
101 l(e204) | 8a6e) | Srayy 000 (0.00) | (0:00) | (1013) | 000) | 5.08) | ©© |0 O] (0.00)
92 | 100 | 96ab aef | 2d | 12fgh | 20fgh | 16fg 0c
1+03 | igo15)| (90) | (86.07) 2T (@09 531) | (265) | (13.15) | (18.00) | (15.57) | © @ | O O | (000
92 96 94 abcd 8 ef 4d 60 bcde | 16 fgh |38 bcdef 8 4 bc
1+05 | (g215)|(sa.68) | (83.42) T 1062)| (5.31) | (51.22) | (15.69) | 33.45) | © ©@ |0.63)| (5.31)
1+08 96 96 96 abc 4ef |32bcd| 18bc | 76ab | 20fgh | 48 abc 0 (0) 20 10 ab
8 | (84.68) | (84.68) | (84.68) | (5.31) |(28.37)| (16.84) | (66.68) | (18.00) | (42.34) (21.01)| (10.50)
L5401 | 5267 | 64 | 58331 |333ef|16de | 9.67cd |64.67 bc| 8fgh 3C%Z’f3 333 | 12 [7.67abc
OO0 e | (56.59) | (5159) | (4.82) |(15.69)| (1025) | (57.02) | (7.846) | Jpos | (482) |(1316)] (8.99)
80 70 ef 12de | 48a 30a 76ab | 16fgh | 46 abc 28 16 a
1.5+0.3 160 (54| g 99)| (61.49) | (15.93) |(43.62)| (29.78) | (63.68) | (12.68) | 38.18) |* 3D |(28.85)| (17.08)
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Ek 7’nin devami

15+05 66.67 | 72.67 | 69.67 ef |14.67 de 3:5?:7 24.67 ab|65.33 bc|18.66 fgh| 42 abcd 4 (5.31) 22.67 |13.33 ab
' ' (61.05) | (61.86) | (61.46) | (17.67) (32.67) (25.17) | (57.32) | (17.20) | (37.26) =H1(22.52)| (13.91)
15+0.8 88 64 76 de 4ef |32bcd| 18 bc 100a | 20fgh 60 a 4 (5.31) 12 8 ab
' ' (76.84) | (59.31) | (68.07) | (5.31) |(28.37)| (16.84) | (90.00) | (18.00) | (54.00) "~+/1(15.94) | (10.62)
92 96 94 abcd of od 64 bcd | 16 fgh |40 abcde Oc
2+01 155 15)| (8a.68) | (83.42) 7000 00| (0.00) | (56.30) | (15.69) | (36.00) | © @ [0 ©O) | 500
92 100 96 abc of od 84 ab 8 fgh | 46 abc Oc
2+03 1 7937)| (90) | (84.68) 7000 900y | (0.00) | (74.30) | (10.62) | (a2.46) | © @ |0 ©O) | 500
2405 100 100 100a | 16cde | 42ab | 29a |56 bcde |35 cdefg|45.5 abc 4 (5.31) 21 (125ab
) (90) (90) (90.00) | (18.47) |(40.15)| (29.31) | (48.68) | (30.00) | (39.34) ) (21.7) | (13.50)
2408 96 100 98 ab 8ef | 36ab| 22ab | 88ab [32defgh| 60 ab 4 (5.31) 20 12 ab
) (84.68) | (90) (87.34) | (7.85) |(36.69)| (22.27) | (76.84) | (28.15) | (52.49) ' (21.01)| (13.15)
Toplam 81.04b|8854a| 8479 | 3.88b |15.79a| 9.84 |1435b|52.83a| 3359 | 1.46b [898a| 5.22
Genotip |(72.08)|(78.12)| (75.11) | (4.71) |(15.09)| (9.9) |(13.48)]| (47.44) | (30.47) | (1.96) | (9.67) | (5.82)

***.SDgep=16.192;
*LSDGenotip:5.724;
LSDBBD*Genotip=O.D.;
(*p<0.5; **p<0.001
dizeyinde 6nemli)

***|_SDeep=16.196;
***LSDGenotip:3.720;
**|_SDgBD*Genotip=14.880;
(**p<0.01; **p<0.001

dizeyinde 6nemli)

***_SDpep=19.928;
***LSDGenotip:7.046;
**LSDBBD*Genotip:28. 182;
(*p<0.5; *p<0.01;
***p<0.001 dizeyinde
6nemli)

*** SDesp=9.351,;
***LSDGenotip:3.306;
*LSDBBD*Genotip:13.223;
(*p<0.5; **p<0.001
dizeyinde 6nemli)

Parantez icerisindeki degerler ylizde degerlere ac¢i transformasyonu uygulanmis degerlerdir.
Kallus, surgin, kok ve bitkicik sGtunlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.
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Ek 8. C. graecum tiiriine ait ikinci dinlenme donemi genotipler arasindaki rejenerasyon farkhiklar:

Elde edilen bitkicik

BBD Kallus olusumu % Siirglin olusumu % Kok olusumu % orant %
(mg L) 0
2,4-D + | Genotip | Genotip | Toplam | Genotip | Genotip | Toplam | Genotip | Genotip | Toplam | Genotip | Genotip | Toplam
2ip 1 2 BBD 1 2 BBD 1 2 BBD 1 2 BBD
2714 | 42.85 3428 | 5523 | 44.76 | 1857 | 15.23
0.5+0.1 (gg'?g) 100 (90) ?887'3539"’; hijkim | efghijk ?351*3;2? ghijk | defghi | abcd 1(11'5?7*‘2”)" defghij | cde
: 99) | 24.97) | 37.71) | B13%) | (35.51) | (51.08) | (43.29) | X272 | (22.77) | (19.24)
. 13.33 | 16.66 | 36.66 | 53.33 . .
0.5 + 0.3 100 (90) | 90 (81) (gg 2) 20(‘1";;“” Kmn | efg | ghikl | fghi ‘ggbgg)e (11(1) 'é‘;') 6('5(75"1')" (81'033;5)
: (13.81) | (15.9) | (33.76) | (44.36) | 3% : : :
4333 | 3333 | 3833 ] 20 20
0.5 + 0.5| 100 (90) | 100 (90) 1(%%)3 efghijkl | efghijkl | abc 63(?%2)0 5?;2;‘” 2(3'6382'3; efghijk | cdefghi é%t’?‘g
(35.07) | (32.97) | (35.02) | (" 02) | 21.15) | (26.32) | (%3
1571 | 325 | 241 | 1476 12.38 | 20.83
0.5 + 0.8| 100 (90) | 100 (90) 1(%%)51 iikimn | fghijkim | cdef | Kimno 1(81'”5‘;;’ (1123;3285; hik | efghijk %ff?%‘)a
(18.33) | (28.44) | (23.39) | (14.64) | (11 29 | (16.1) | (21.37) | (&
Lo0a | 4619 | 37.14 | 4166 | 4952 | 2857 | 3004 | 1333 | 1571 |,
1+0.1 {100 (90)|100 (90) (90) cdefghi | efghijkl abc efghij jklm bcde ghijk efghijk (i8 8)
(42.38) | (32.71) | (38.55) | (47.49) | (29.05) | (38.27) | (16.69) | (20.01) | (&
50 | 1583 | 3291 | 8333 | 325 26.66 | 125 | 19.58
1+0.3 |100 (90) (8957555) ?88%7953";‘ bedefgh | ijkimn | abed | abe | hijkim 5(2'2915? abcdefg | fghik | bed
: 93) | (45.28) | (20.83) | (33.05) | (73.94) | (31.14) | %5 | (30.79) | (18.59) | (24.69)
60 30 . 2004 | 2952 | 3333 | 26.66
1+0.5 |100 (90) | 100 (90) 1(%%)"" accde | fghijkim (jg gg) 30(15';;‘” ikm | def | abcde |bcdefgh (22 ‘;‘g)
(54.28) | (30.15) | 4% (29.28) | (28.14) | (35.26) | (28.21) | BT
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Ek 8’in devami

100 | 7047 | 1666 |, [ 3761 | 3666 | 37.14 | 2004 | 16.66 | 22.85

1+ 0.8 [100 (90)|100 (90) (90) abc ijklmn ( 4'1 11) fghij fghij bcde | abcdef | fghijk abcd
63.30) | (18.92) | “T1D) | (37.74) | (36.92) | (37.33) | (31.98) | (18.92) | (25.45)

100 a |75accd |11.42mn|43.21ab| 90a |8.57mno|49.28ab |44.16 ab| 8.57 kl | 26.36bc
1.5+0.11100(90) | 100 (90)| “q0y | (63.12) | (9.82) |c (36.47)| (81) | (8.18) |c (44.58)| (41.6) | (8.18) |d (24.89)
. 67.61 | 725 | 2886

100a |78.57 ab|15 jkimn |46.78 ab 70.05a | 4857 a | 9.17 jK

1.5+ 0.3/ 100 (90) | 100 (90 cdef bcdef abcd
(90) (100 (90)| “90y | (68.3) | (17.87) | (43.08) (55_6% o) | (67.15) | (44.17) | 1119) | 2760

125 60.95 | 475 | 5422 | 35.71 1 221

1.5 + 0.5/ 100 (90) | 100 (90) 1(3%)"" *(37124822";‘ iKimn 4(3'jif)b defgh | fghij | abc | abcd 1(21'5’5‘11)" abcd
82) | 16.01) | ¥4 | (51.43) | (40.68) | (46.05) | 36.62) | 16OV | (26.31)

73.33 4119 | 66.66 | 66.66 1 2785

1.5 + 0.8| 100 (90) | 100 (90) 1(%%)"" abc 9('f15 gg)” abc | cdefg | bedef ?36658&)1 ‘(‘ffgg)i ?1'(1’4215';‘)' abcd
65.23) | 1128) | (38 25) | (55.59) | (58.18) | ©OF : 28) | (27.16)

7523 | 36.66 - 3238 | 20 | 26.19

2 +0.1 |100 (90) | 100 (90) 1(%%)"" abc | efghijk ?5569(?6? 9%75";“ (3323h5”5k)' 6(35162033? abcde | defghij | abe
(63.48) | (36.63) | °° : : 03) | (3a67) | 23.74) | (29.2)

7333 | 21.07 44.88 31.66 | 15.71 | 23.69

2 +0.3 |100 (90) (8957955) ?88%753‘;‘ accd | hijkimn ?Zézoil)) 80(;"2b)°d fghi ?52%4;‘3";‘ abcde | fghijk | abed
: 93) | (62.36) | (21.73) | 42 @247y | ©723) | 3421) | (18.46) | (26.33)

56.48 | 27.43 78.7 | 3437 | 5653 2118

2405 (22'%;‘) 100 (90) ?gé(’g??";‘ accdef |efghijkim 4&??5‘;’ abcde | hikim | abc “(i'g‘é)a bedefghi ?3‘,‘5655";‘

: 37 | (51.4) | 30.95) | “118) | (67.73) | (31.29) | a9.51) | 439 | (27.2) | (B

53.33 3041 | 36.66 | 425 | 39.58 2375

2 +0.8 |100 (90)| 100 (90) 1(%%)"" accdefg Zfz '2‘2’)‘ bede | fghi | ghik | cde zzggaig)c (7122';') abcd
49.81) | 1242 | (31.12) | (36.92) | (34.85) | (35.89) | (3% 42) | (25.79)
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Ek 8’in devami

BBD
-1
(TB%LJ Kallus olusumu % Sdrgln olusumu % Kok olusumu % Elde edilen bitkicik orani %
BA)
Genotip | Genotip | Toplam | Genotip | Genotip | Toplam | Genotip | Genotip | Toplam | Genotip | Genotip | Toplam
1 2 BBD 1 2 BBD 1 2 BBD 1 2 BBD
40 13.33 26.66
01+03 (Zg'gg) (5f?11) ?56668682 defghij | jkimn | bede |00 (0)| 00 (0) | 0f(0) | 01(0) | 01(0) | 0F(0)
' ' ' (39.15) | (16.69) | (27.92)
26.66ghi 16.66
0.3+0.9| /666 | 7666 |76.66b ", TH16.66mnI "y t" |66 0) |00 ()| 0f(0) | 01(0) | 01(0) | 0f(0)
(64.3) | (67.18) | (65.74) | 57.92) | (709) | (174g)
16.66 8.333
0.5+15| 06666 | 5333 | 60D | ot o0 0| efg |00 () |00 )| 0f(0) | 01(0) | 01(0) | 0f()
(58.18) | (50.1) | (54.14) | (15 ) (8.03)
46.66 46.66 | 46.66 C
0.8+2.4 (39.89) | (43.05) | (41.47) On (0) |On (0)| 0g(0) |00 (0) |00 (O) | OF(0) | OI(0) | OI(0) | Of(0)
13.33 23.33 |18.33d
10+3.0| (6'6o) | (2281) | (19.75) | 0" (0) |On (0) | 0g(0) |00 (0) |00 (O)| OF(0) | OI(0) | O1(0) | O (0)
Toplam 89.12 87.86 88.49 47 a 18 b 325 |41.14a|30.68b| 3591 |23.05a|11.49b| 17.27
P (79.69) | (78.92) | (79.31) | (41.97) | (19.05) | (30.51) | (36.95) | (27.94) | (32.44) | (23.67) | (14.06) | (18.86

***|_SDdoz=12.136;LSDgenotip
:O.D.; LSDdoz*geotip=o.D.;
(***p<0.001 duzeyinde
onemli)

***_SDdoz=17.046;***LSDgen

otip=5.266;***LS Ddoz*geotip=24.

106; (***p<0.001 duzeyinde
6nemli)

***_SDdoz=15.536;***LSDgen

otip=4.799;***LSDdoz*geotip=21.

972; (***p<0.001 duzeyinde
6nemli)

***.SDdoz=10.238;
***|_SDgenotip=3.163;***LSDdo
7*geotip=14.478; (***p<0.001
dizeyinde 6nemli)

Parantez icerisindeki degerler ylizde degerlere acgi transformasyonu uygulanmis degerlerdir.
Kallus, surglin, kok ve bitkicik situnlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.
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Ek.9. C. graecum tiiriine ait ilk yil ¢ciceklenme ve dinlenme donemleri arasindaki rejenerasyon farkhihiklar:

BBD Kallus olusum orani % Sirgin olusum orani % Kok olusum orani % Bitkicige donlisim orani %
(mg L") icekl icekl icekl icekl
2,4-D+2iP | Dinlenme Cigglen Toplam |Dinlenme CicEs Toplam |Dinlenme Cigeklen Toplam |Dinlenme Cigeklen Toplam
me me me me
92abcd| 42h 67 cd 2 hi . 1d 14 8d 2 ef lc
05+0.1|'7937) | 37.15) | (58.26) | (2.65) |°' OO0 (132) |2 (268)| (1431) | (8a8) | (2.65) |°T OO0 (13
05 +0.3 100a | 46fgh | 73 abc 52a |3.33ghi|27.67a 30 20 25bcd | 30bc 0 (0.00) 15 abc
' "2 1 (90.00) | (43.96) | (66.98) | (46.26) | (4.81) | (25.54) | (29.89) | (22.4) | (26.14) | (28.39) 0 (14.19)
05+05 100 a (84 abcde| 92a | 46abc | 4 ghi 25ab 20 44 32 bc 32 bc 2 ef 17 abc
' " 1(90.00) | (73.03) | (81.51) | (41.07) | (5.31) | (23.19) | (19.5) | (40.04) | (29.76) | (26.87) | (2.65) | (14.76)
05+0.8 98ab | 72defg| 85ab |34abcd| 4ghi | 19 abc 16 56 36 bc 32 bc 2 ef 17 abc
' " 1(87.34) | (62.76) | (75.05) | (29.42) | (5.31) | (17.36) | (16.97) | (48.57) | (32.77) | (26.76) | (2.65) | (14.71)
100 a |66 defgh| 83 ab (14 defghil . 7cd 44 10 27 bed 2 ef 1lc
1401 1 90.00) | (58.96) | (74.48) | (15.81) [°' (©-00) (7.90) | (39.92) | (11.89) | (25.90) | (2.65) |°T(C-00) (1 30y
1+03 50 fgh | 48 gh 49d 6 fghi |10 efghi| 8cd 16 30 23d 4 def 4 def 4c
' (45.00) | (42.34) | (43.67) | (6.57) | (9.00) | (7.78) | (15.58) | (28.5) | (22.00) | (3.92) | (3.92) | (3.92)
84 abcde| 70 cde | 77 abc |26 cdefg|, . 13 bed 38 26 32 bc |24 bcde 12 be
1+05 7592y | (64.50) | (70.21) | (23.19) |° ' (0000 (11 50) | (33.26) | (24.47) | (82.96) | (21.92) [ (000 (10 g6)
1+08 98 ab 44 h 71bc |36abcd| 2hi 19 abc 48 70 59a 40 ab 2 ef 21 ab
© 1 (87.34) | (38.53) | (62.93) | (30.68) | (2.65) | (16.67) | (42.34) | (64.5) | (53.42) | (36.00) | (2.65) | (19.32)
96 abc |74 bcdef| 85 ab (14 defghil, . 7 cd 40 20 30 bc 4 def 2c
1L5+0.1 1 8607) | (65.53) | (75.80) | (15.81) |°' 00| (7.90) | (36.01) | (23.79) | (29.89) | (5.31) [°T (@00 (2 65)
15403 100 a 46 h 73 bc | 50ab 2 hi 26 ab 52 24 38 bc 58 a 2 ef 30a
' " 1(90.00) | (39.57) | (64.78) | (43.49) | (2.65) | (23.07) | (46.15) | (23.31) | (34.73) | (51.34) | (2.65) | (27.00)
15+05 100 a |62 efgh | 81 abc |32 bcde |16 defghi| 24 abc 44 50 47 ab |22 becdef| 8 cdef | 15 abc
' 21 (90.00) | (55.26) | (72.63) | (26.76) | (14.07) | (20.42) | (37.03) | (46.5) | (41.76) | (19.26) | (9.23) | (14.25)
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Ek 9’un devami

15+08 100 a |68 defgh| 84 ab |30 bcde | 6 efghi | 18 abc 60 66 63 a 38 ab 4 def 21 ab
' "= 1 (90.00) | (58.95) | (74.47) | (27.00) | (7.96) | (17.48) | (54.01) | (56.3) | (55.14) | (33.34) | (5.31) | (19.32)
2401 98 ab |64 defgh| 81 abc |26 bcdef|24 cdefg| 25 ab 40 36 38 bc |22 bcde |16 bedef| 19 ab
"~ | (87.34) | (57.81) | (72.57) | (24.57) | (23.20) | (23.89) | (36.03) | (30.69) | (33.34) | (20.76) | (17.08) | (18.92)
2403 96 abc |68 defgh| 82 abc (22 defgh| 4 ghi | 13 abc 52 46 49 ab 30 bc 2 ef 16 abc
"~ | (86.07) | (58.84) | (72.45) | (20.65) | (5.31) | (12.98) | (47.66) | (39.69) | (43.67) | (25.49) | (2.65) | (14.07)

82 abcde| 64 efgh | 73 bc |34 abcd |, . 17 abc 34 38 36 bc | 26 bcd 13 bc

2+05 74 65) (56.4%) 65.53) | 30.81) |2 ©-00)| (15 40y | (20.42) | (36.35) | (23.88) | (23.07) |°T(C-00)| (11 53)
100a | 74cde | 87 ab |30 bcdef|, . 15 abc 58 74 66 a 36D 18 abc

2+08 | 90.00) | (65.42) | (77.71) | (25.49) [°1(C-00)] (15 74y | (51.23) | (65.42) | (58.32) | (30.68) |° T (C-00)] (15 3a)
Toplam |93.38a| 62b 7769 |28.38a| 4.71b | 16.55 37.13 39 38.065 | 25.13a| 2.63b | 13.88
Dénem | (83.69) | (54.94) | (69.32) | (25.64) | (5.01) | (15.33) | (33.61) | (36.05) | (34.83) | (22.40) | (3.05) | (12.73)

***_.SDgep=15.444;
***LSDDénem:5.460;
LSDBBD*Dénem=O.D.;
(***p<0.001 dizeyinde
Onemli)

*LSDgep=13.464;
***LSDDénem:4.760;
*LSDBBD*Dénem:19.041;
(***p<0.001; *p<0.5;
dizeyinde 6nemli)

***|_SDeep=18.501;
LSDDénem=O.D.;
LSDBBD*DEmem=O.D.;
(**p<0.001 diizeyinde
Onemli)

*| SDgep=14.117;
***L.SDpsnem=4.991;
*LSDgBp*Dsnem=19.966;
(***p<0.001; *p<0.5;
duzeyinde 6nemli)

Parantez icerisindeki de@erler ylizde degerlere agi transformasyonu uygulanmis degerlerdir.
Kallus, surglin, kdk ve bitkicik sttunlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.
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Ek.10. C. graecum tiiriine ait ikinci y1l ¢ciceklenme ve dinlenme donemleri arasindaki rejenerasyon farkhihiklar

BBD kallus olusum orani % Siirgiin olusum orani % Kok olusum orani % Bitkicige doonusum
(mg L) orani %
2'4.' Dinlenme Cicallsn Toplam |Dinlenme Cigeklen Toplam |Dinlenme Cigeklen Toplam |Dinlenme Cigeklen Toplam
D+2iP me me me me
05401 98.33a| 70de |84.17 ef 35 0 (0) 17.5bcd| 44.76 6 25.38 efg| 15.24 0 (0) 7.62 de
’ 7| (87.59) | (61.49) | (74.54) | (31.34) (15.67) | (43.29) | (6.579) | (24.93) | (19.25) (9.62)
05403 95a 82 cd |88.5def| 16.66 0 (0) 8.33d 45 18 |31.5defg 8.33 0 (0) 417 e
’ | (85.50) | (71.76) | (78.63) | (15.9) (7.95) | (39.06) | (18.23) | (28.65) | (10.76) (5.37)
05405 100 a | 84 bcd |92 abcde| 38.33 0 (0) 13&36 28.33 16 22.17 fg 20 0 (0) 10 cde
’ | (90.00) | (73.03) | (81.51) | (35.02) (26.02) | (16.96) | (21.49) | (23.74) (11.87)

(17.51)

100 a 78d |89bcde| 24.1 12.05cd| 12.38 16 14199 | 16.61 8.31 de

05+0.8) 90.00) | (69.34) | (79.67) | (23.39) | © ©@ |‘11.69) | (13.25) | (16.96) | (15.11) | (18.74) | O © | (9.36)
Leoq | 100a |oa67an| 9733 | a1ee | 0 2083 | 3904 | 367 [1355fg 1452 | ©) |7:26de
(90.00) | (8381) | (ga50) | (3855) a2y | (3827) | (5.066) | (21.66) | (18.81) (9.40)
L+o3 | 98752 9%a 9253;8 3291 |, 566 1;:(‘15 57.92 | 16 %iﬁr? 1958 | o (o) 079 cde
(87.93) | (86.07) | 4700, | (3309) (785 | 6254 | 1557) | S0 (247) (12.34)
33.76

100 a | 94 abc |97 abcd 45 24.5 abc| 29.52 38 30 17 abc

14051 90.00) | (83.42) | (86.71) | (42.22) |* O3V | (23.76) | (28.14) | (33.45) (gge;g) @31.74) |4 ©3D)| (1857
L+og | 100a | 96ab | 98ab | 4357 | 18 |30.78ab| 37.14 | 48 | 2257 | 2286 | 10 | 104%
1 (00.00) | (84.68) | (87.34) | (4L11) | (16.8) | (28.98) | (37.33) | (4234) | Go°gm | (25.46) | (105) | T
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Ek 10’'un devami

L5+04] 100a [58.33e| 79.077| 4321 | 9.67 |26.4dabc| 4929 | 36.33 [42.8labc| 26.37 | 7.6 |16.99abc
S+0.10 9500 | (51.59) | (70.79) | (36.47) | (10.2) | (23.36) | (44.58) | (32.43) |def(38.5)| (24.89) | (8.99) |d (16.94)
Lc+0g 100a | 70de | 85ef | 46.78 | 30 [3839a| 7005 | 46 [58.03abc| 28.87 | 16 |22.44ab
5+03) 9500) | (61.49) | (75.74) | (43.08) | (29.7) | (36.43) | (57.15) | (38.18) | (47.67) | (27.69) | (17.08) | (22.38)
L5+05 100a (6967 de|84.83ef| 46.96 | 24.67 |358la| 5423 | 42 |48.12abc| 2411 | 133 [18.7labc
5+05 9500 | (61.46) | (75.73) | (44.41) | (25.1) | (34.79) | (46.05) | (37.26) | de(a1.6)| (26.32) | (13.92) | (20.11)
15405 1008 | 76d |88cdef| 4119 | 18 |2959ab| 66.67 |\ o, |6334a| 2786 | 8 1793
5+08) 90.00) | (68.07) | (79.03) | (38.25) | (16.8) | (27.55) | (56.88) (5544) | 27.17) | (10639) | (350,
100a | 94 abc |97 abcd | 55.95 27.97abc| 61.24 50.62abc| 26.19 13.1 bed

2+0.1 1 90.00) | (83.42) | (86.71) | (50.06) | © © | (25.03) | (56.03) | *° O | 6.01) | 29.21) | © © | (14.60)
2403 | 98752 96ab [07.38ab| 47.2 | " "[236bd| 6244 | 46 [5422ab| 2369 | o [LL85cde
3 | (87.93) | (84.68) |d (86.30)| (42.04) (21.02) | (57.23) | (42.46) | (49.85) | (26.34) (13.16)

2 +oo |98B9a| 100a |99.44a| 44.86 | 29 |3693a| 60.97 | 455 [53.2dabc 37.36 | 125 |2493a
S| (88.05) | (90.00) | (89.02) | (43.22) | (29.3) | (36.27) | (53.16) | (39.34) | (46.25) | (37.23) | (13.5) | (25.36)
2+og| 100a | 98a | 99a | 3041 | 22 |262ab| 3058 | 60 |49.79bc| 23.75 | 12 [i7.88abc
81 90.00) | (87.34) | (88.67) | (31.12) | (22.2) | (26.69) | (35.89) | (52.49) |d (44.19)| (25.79) | (13.16) | (19.47)
Toplam | 99.36 a | 84.79b | 92.075 | 39.61a | 9.83b | 24.72 |47.41a|3359b| 405 |2283a| 522b | 14.03
Dénem | (89.18) | (75.10) | (82.15) | (36.83) | (9.90) | (23.37) | (42.81) | (30.46) | (36.63) | (24.86) | (5.81) | (15.34)

***|_SDgep=8.246;
***LSDDbnem:2.915;
***LSDesp*Dénem=11.661;
(***p<0.001 duzeyinde
onemli)

***|.SDgeep=13.347;
***L.SDpsnem=4.718;
LSDBBD*Dénem=O.D.;
(***p<0.001 duzeyinde
6nemli)

***.SDesp=17.022;
***LSDDénem:6.018;
LSDBBD*Dénem=O.D.
(***p<0.001 duzeyinde
dnemli)

***_SDgpep=8.678;
***LSDDénem:3.64;
LSDBBD*Dbnem=O.D.;
(***p<0.001 duzeyinde
6nemli)

Parantez icerisindeki degerler ylizde dederlere agi transformasyonu uygulanmis degerlerdir. Kallus, surgin, kék ve bitkicik
sutunlarindaki harfler birbirlerinden bagimsizdir.






