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SIKLAMENDE (Cyclamen persicum L.) ISINLANMIS POLEN
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TEKNIKLER KULLANILARAK ARASTIRILMASI

Mehmet TUTUNCU
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BAHCE BITKILERI ANABILIM DALI

Danisman : Prof. Dr. N. Yesim YALCIN MENDI
YIL: 2020, Sayfa: 131
JURI : Prof. Dr. N. Yesim YALCIN MENDI
: Prof. Dr. Yildiz AKA KACAR
: Prof. Dr. Sebnem ELLIALTIOGLU
: Prof. Dr. Muharrem OZCAN
: Dog. Dr. Ozhan SIMSEK

Siklamende klasik yontemlerle saf hatlarin gelistirilmesi, bitkinin déllenme
biyolojisindeki problemler nedeniyle zaman alic1 ve zordur. In vitro haploidizasyon
ve in situ partenogenesis gibi teknikler bu problemleri agmak i¢in kullanilmaktadir.
Bu tez kapsaminda, in situ partenogenesis teknigi siklamende ilk defa denenmis ve
farkli 151n dozlarmin polen canliligl, polen ¢imlenmesi ve 1smlanmis polenlerle
tozlama sonrasi embriyo olusumu iizerine etkileri arastirilmistir. Cigek
tomurcuklar1, Co-60 kaynagi kullanilarak farkli gama 151n dozlar1 (0, 50, 100, 150,
200, 300, 450 Gy) ile isinlanmistir. Tozlamadan sonra 10’ar giin araliklarla
1sinlanmis polenlerle tozlama yapilan ¢igek tomurcuklari toplanmig ve embriyo
kurtarma (oviil kiiltiirli) i¢in uygun embriyo gelisim asamasi, histolojik analizlerle
belirlenmistir. Sonug¢ olarak, histolojik analizlerde ilk zigot/embriyo olusumu,
tozlanmadan sonra 20. giinde belirlenmistir. Polen canlilik oranlari, 1sin
dozlarindan ¢ok az etkilenmis ve en yiiksek polen canliligi %87, en diisiik polem
canlii@ ise %82 olarak bulunmustur. In vitro c¢imlenme oranlari, 1$in
uygulamalarindan 6nemli diizeyde etkilenmis ve ¢imlenme orani en yiiksek %65,
en diisiik ise %31 olmustur. Oviil kiiltiiriinde en yiiksek bitki uyartim oranlar ise,
sirastyla %2.66 ve %2.00 oraninda, 0 Gy + % MS+0.5 mgL™" Kin ve 100 Gy + %
MS+0.5 mgL™" Kin uygulamalarindan elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: in situ, partenogenesis, sus bitkileri, embriyo kurtarma
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ABSTRACT

PhD THESIS

INVESTIGATION OF PARTHENOGENESIS THROUGH IRRADIATED
POLLEN METHOD USING IN VITRO AND HISTOLOGICAL
TECHNIQUES IN CYCLAMEN (Cyclamen persicum L.)

Mehmet TUTUNCU

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF HORTICULTURE

Supervisor : Prof. N. Yesim YALCIN MENDI
Year: 2020, Page: 131
Jury : Prof. N. Yesim YALCIN MENDI
: Prof. Yildiz AKA KACAR
: Prof. Sebnem ELLIALTIOGLU
: Prof. Muharrem OZCAN
: Assoc. Prof. Ozhan SIMSEK

Improving new cyclamen purelines via classical methods is time-
consuming and quite difficult process due to the problems in plant fertilization
biology. In vitro haploidisation and in situ parthenogenesis techniques are used to
overcome these problems. In this thesis, in situ parthenogenesis was tested in
cyclamen first time and the effects of different irradiation doses on pollen viability,
pollen germination and embryo formation after pollination with irradiated pollens
were investigated. Flower buds were irradiated with different dosages of gamma
light (0, 50, 100, 150, 200, 300, 450 Gy) using Co-60source. The flower buds
pollinated with irradiated pollens were collected after pollination and appropriate
developmental stages of the embryo for embryo rescue (ovule culture) determined
via histological studies. As a result, the first zygote/embryo development was
determined on 20th day after pollination. Pollen viability rates were slightly
affected by irradiation doses. The highest pollen viability rate was 87%, while the
lowest was 82%. In vitro germination rates were significantly affected and the
highest germination rate was 65%, while the lowest was 31%. The highest plantlets
induction rates in ovule culture were 2.66% and 2.00% obtained from the
applications of 0 Gy + % MS+0.5 mgL™" Kin and 100 Gy + 4 MS+0.5 mgL™" Kin
respectively.

Key Words: in situ, parthenogenesis, ornamental plant, embryo rescue

II



GENISLETILMIS OZET

Ulkemiz, fiziksel konumu, iklim ve toprak faktérleri gibi sahip oldugu
essiz Ozellikler nedeniyle pek ¢ok milleti iizerinde barindirdigi gibi, ge¢cmisten
giinlimiize bir¢ok bitki ve hayvan tiiriine de ev sahipligi yapmaktadir. Bu 6nemli
ozellikler, benzer sekilde birgok flora ve fauna 6gelerinin de yasamasina olanak
tantmustir. Ulkemizde dogal olarak yayilis gosteren bitki tiirii sayisi, 13-14 bin
civarinda olup, Avrupa’daki toplam bitki tiirii sayisindan daha fazladir. Sahip
oldugumuz toplam bitki sayisinin da 1/3’{i endemiktir.

Bu essiz bitkisel biyogesitlilik siis bitkileri agisindan degerlendirildiginde
de benzer bir goriintii ile karsilasilmaktadir. Ancak, sektorel bazda heniiz arzu
edilen noktalara gelinememistir.

Cigek soganlar1 veya geofitler; rizom, sogan, yumru veya korm gibi toprak
alt1 organlara sahip bitkiler olarak tamimlanmaktadir. Geofitler, 800’den fazla
cinsin olusturdugu bir gruptur. Bu grubun iiyeleri; kesme ¢icek, i¢ mekanlarda
saksili siis bitkisi veya dis mekanlarda ¢evre diizenlemelerinde peyzaj bitkisi olarak
kullanilmakta olup siis bitkisi sektoriinde énemli bir yer tutmaktadir. Ulkemizde
dogal olarak yayilis gosteren geofit tiirleri, floramizin yaklagik %6’sim1
olusturmaktadir ve bunlardan 162’si iilkemize endemiktir. Ancak, diger bir¢ok
dogal tiirde oldugu gibi geofit tiirleri de dogadan bilingsiz sokiim, yol agma ve
genisletme c¢aligmalari, tarla agma, asiri otlatma, yanginlar gibi etmenler nedeniyle
tehlike altindadir.

Cyclamen, Myrsinaceae ailesi igerisinde yer alan bir cinstir. Bu cins
igerisinde yer alan tiir sayisi, arastirmacilara gore farklilik gostermekle birlikte 22
adettir. Taksonomik agidan oldukga kiiglik bir cins olmasina karsin, bulundugu aile
icerisinde ekonomik a¢idan en gosterisli ve ticari Onemi ylksek tiirleri
barimndirmaktadir. Cyclamen cinsi igerisinde yer alan tiirlerden 10 tanesi, {ilkemiz
florasinin dogal iiyeleridir ve bu tiirlerden 6’smin iilkemize endemik oldugu

bilinmektedir.
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Siklamen, geleneksel olarak elle tozlama ile {iretilen ve bu nedenle pahali
olan tohumlan ile ¢ogaltilmaktadir. Ancak, kendileme depresyonu gdsterdigi igin
F, hibritlerin ebeveyn hatlarinin {iretimi ve ¢ogaltimi zordur. Bu nedenle, 1slah
programlarinda in vitro haploidizasyon ve in Situ partenogenesis gibi kisa siirede
saf hatlarin elde edilmesine olanak taniyan tekniklerin kullanimi gerekmektedir.

Giintimiizde 1sinlanmis polenlerle tozlama ya da in situ partenogenesis ile
haploid uyartimi, sebzelerde (kavun, karpuz, biber) ve bazi siis bitkilerinde (giil,
iris) basarilt bir sekilde uygulanmaktadir. Ancak siklamende, bu yontem bu tez
caligmas1 ile ilk defa uygulanmistir. Calisma kapsaminda, Co-60 kaynagi
kullanilarak ¢igek tomurcuklari isinlanmis ve elde edilen 1simnlamis polenlerle
kendileme islemi gerceklestirilmistir. Isinlanmis polenlerle tozlama sonrasinda
embriyo kurtarma islemi yapilmaktadir. Bu nedenle, embriyolarin in vivo gelisim
durumlarinin belirlenmesi ve abortif hale gelmeden kurtarilmasi gerekmektedir. Bu
amagla 1sinlanmis polenlerle kendileme islemi sonrasinda, belirli donemlerde
alman ¢igek tomurcuklarinda histolojik calismalar yapilarak embriyo gelisimine
etkisi incelenmistir. Ayn1 zamanda uygun gelisme doneminde abortif embriyo
olusumunu engellemek i¢in oviil kiiltlirli yapilmustir.

Tez kapsaminda, 151 uygulamasina maruz birakilan 0, 1 ve 2 giinliik
polenlerde, polen canlilik ve ¢imlendirme testleri de yapilarak 1smm dozlarmin
canlilik, ¢imlenme ve ¢im borusu geligsimleri tizerine etkisi incelenmistir. Caligma
sonucunda polen canlilik oranlar1 1gin dozlarindan g¢ok etkilenmemekle birlikte,
%82-87 arasinda bulunmustur. Diger taraftan, polen yast ve 1sin dozlarinin ¢im
borusu uzunluguna etkisi, istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.01). Kontrol
grubuna ait polenlerin ¢im borusu uzunlugunun en kisa oldugu belirlenirken, 300
Gy dozda 1smnma maruz kalan 0 ve 1 giinliik polenlere ait polen tiiplerinin
digerlerinden daha uzun oldugu belirlenmistir. En uzun polen tiipii uzunlugu ise
79.37 um uzunluk ile 300 Gy 1sin dozuna maruz birakilan polenlerden tespit
edilmistir. Yapilan histolojik analizler sonucunda genel olarak, stigma iizerine

ulasan polenlerin ilk iki giin igerisinde ¢imlendigi ve polen tiipli olusturdugu
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gozlenmektedir. Kontrol grubunda, polen tiipliniin tozlanmadan 5-7 giin sonra
ovaryuma ulastig1 ve oviile giris yaptigi belirlenmistir. 50, 100 Ve 150 Gy Isin
dozu uygulamalarinda ise polen tiiplerinin yumurtaliga ulasma siirelerinde bir
degisiklik olmamakla birlikte, artan dozlarda polen tiipiiniin disicik borusu igerinde
tutuklu kaldig1 goriilmiistiir. Tozlanmadan 20 giin sonra tohum taslaklari igerisinde,
etrafinda maternal dokularin ¢evreledigi kiiresel zigot/embriyo olusumu
gozlenmistir.

Isinlanmis polenlerle tozlama sonrasinda oviil kiiltiirii denemelerinde 10-12
hafta sonra bitkicikler olusmaya baslamistir. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda bitki olusumunda 151n dozu, besin ortami ve bu faktorlerin interaksiyonu
onemli bulunmustur (p<0,05). Isin dozunun etkisi degerlendirildiginde,
eksplantlardan bitki eldesi sadece kontrol, 50, 100 ve 150 Gy doz gruplarinda
gerceklesmistir. En yiiksek bitkiye doniisiim orani, kontrol grubunda ger¢eklesmis
ve 150, 100 ve 50 Gy dozu bunu takip etmistir. En yliksek bitki olusma orani,

%0.91 ile kontrol grubunda gozlenmistir.
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1. GIRIS

Bitkisel ve hayvansal biyogesitlilik bakimindan olduk¢a zengin olan
iilkemiz, bu zenginligi sahip oldugu; biyocografik 6zellikler, iklim ve toprak yapisi
ile insanligin var oldugu donemlerden giiniimiize kadar bir¢ok medeniyete ev
sahipligi yapmasina borgludur. Ulkemizin sahip oldugu bu ozellikler, pek ¢ok
milleti iizerinde bir arada barmndirdig1 gibi, gecmisten gilinlimiize birgcok bitki ve
hayvan tiiriine de ev sahipligi yapmasima da olanak tammmustir. Ulkemizde dogal
olarak yayilis gosteren bitki tiirli sayist1 13-14 bin civarinda olup, Avrupa’daki
toplam bitki tiirii sayisindan daha fazladir. Ayrica sahip oldugumuz toplam bitki
sayisinin da 3’te 1’1 endemiktir.

Bu essiz bitkisel biyocesitlilik, siis bitkileri agisindan degerlendirildiginde
de benzer bir goriintii ile karsilasilmaktadir. Ancak, sektorel bazda heniiz arzu
edilen noktalara gelinememistir. Buna ragmen son 10 yilda, {iniversite-kamu ve
sanayi is birligi sayesinde veya kurumlarmm bireysel c¢alismalari sonucunda,
iilkemizde siis bitkileri potansiyeli giin gectikce iyilesmektedir. 2014 yilinda siis
bitkileri iiretimi, 49 bin dekar alanda gerceklestirilmekte iken, iiretim degeri 3
milyar TL civarindaydi. Bu {iretim, 70 milyon dekarda iiretilen bugdayin iiretim
degerinin yaklasik 3’te 1’ini karsilamaktadir (SUSBIR, 2015). Ulkemizde iiretilen
siis  bitkileri, tdretim miktarlart1  bakimindan iirin  gruplarina  gore
degerlendirildiginde, adet bazinda kesme ¢icekler ve cicek goncalari, 1 milyar
adetten fazla iiretilerek ilk sirada yer almaktadir. Bu sirayr; dis mekan siis bitkileri
yaklagik 510 milyon adetle ikinci, ¢igek soganlari 62 milyon adetle iiglincii, i¢
mekan siis bitkileri ise 51.5 milyon adetle son sirada takip etmektedir (Cizelge 1.1;
TUIK, 2020).

Giinlimiizde siis bitkileri liretim alanimiz 51 bin dekarin {lizerine ¢ikmustir.
D1is mekan siis bitkileri 37 bin dekarin iizerinde bir alanla toplam iiretim alanlarinin
%72’sini olustururken, cicek soganlar1 494 dekar ile toplam iiretim alanlarinin

%1 ini olusturmaktadir (Sekil 1.1; TUIK, 2020).
1
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Cizelge 1.1. 2019 yil1 Tiirkiye siis bitkileri {iretimi
Driin Grubu Uretim Alam  Uretim Miktar
(da) (Adet)
Kesme Cigekler ve Cigek Goncalari 12.374 1.093.333.943
I¢ Mekan Siis Bitkileri 51.669.029
D1s Mekan Siis Bitkileri 37.699 510.558.039
Cicek Soganlari 62.537.229
Toplam 52.477 1.718.098.240

1%

72%

Uruin Gruplarina Gore Sus Bitkileri Uretim Alanlar

= Kesme Cicekler = [c Mekan Sus Bitkileri
Dis Mekan Sis Bitkileri = Cigcek Soganlar

Sekil 1.1. Ulkemizde 2019 y1li siis bitkileri iiretim alanlari dagilimi

Sektorel bazda ihracat ithalat degerleri incelendiginde, ge¢mis yillarda

ithalat yoOniinde agir basan rakamlarin, 2018 yilinda ihracat lehine dondiigi

gozlenmektedir. 2019 yili verilerine gore; toplamda 71 milyon dolar ihracat

yapilirken, yaklasik 70 milyon dolarlik ithalat gergeklestirilmistir (SUSBIR, 2019).

Kesme cicekler en ¢ok ihracat yaptigimiz iiriin grubu iken, ¢igek soganlari en az

ihracat yapilan iiriin grubunu olusturmaktadir (Cizelge 1.2).
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Cizelge 1.2. 2018 y1l1 Tiirkiye siis bitkileri ihracat ve ithalat degerleri

Uriin Grubu Ihracat (8) Ithalat ($)
Cigek Soganlari 1.744.310,00 5.477.415,00
Canli Bitkiler 24.957.041,00 45.719.663,00
Kesme Cigekler 34.154.989,00 3.260.840,00
Bitki Yaprak ve Kisimlari 7.820.217,00 968.755,00
Cigek Tohumlari 2.562.116,00 5.514.463,00
TOPLAM 71.238.673,00 60.941.136,00

Cigek soganlari, 2018 yilinda 494 dekar iiretim alaninda 88 milyon adeti
asan bir iiretime sahiptir. Cigek soganlarina ait ekonomik veriler incelendiginde, bu
tiriin grubu 1.7 milyon dolar1 agan bir ihracat degerine karsilik, yaklagik 5.5 milyon
dolar ithalat degerine sahiptir. ihracat ithalati karsilamadig1 gibi bu {iriin grubunda
yer alan siklamen gibi baz1 bitkiler dogrudan dogadan toplanmaktadir.

Cigek soganlar1 veya geofitler; rizom, sogan, yumru veya korm gibi toprak
alt1 organlara sahip bitkiler olarak tanimlanmaktadir. Geofitler 800’den fazla cinsin
olusturdugu bir grup olup, kesme ¢igek, i¢c mekanlarda saksili siis bitkisi veya dig
mekanlarda g¢evre diizenlemelerinde peyzaj bitkisi olarak kullanilan siis bitkisi
sektoriinde onemli bir gruptur. Diinya genelinde 4.300°den fazla tiir ile temsil
edilen geofitler, her yil vejetasyon donemi sonunda toprak {istli aksamlarini
kaybeder ve bir sonraki vejetasyon doneminde yeniden toprak {istii aksamlari
olusur (Kamenetsky ve Okubo, 2013). Ulkemizde dogal olarak yayilis gosteren
geofit tiirleri, floramizin yaklasik %6’sin1 olusturmaktadir ve bunlardan 162’si
iilkemize endemiktir. Ancak, diger bircok dogal bitkimizde oldugu geofit tiirleri de
dogadan bilingsiz sokiim, yol agma ve genisletme caligmalari, tarla agma, asiri
otlatma, yanginlar gibi faktorler nedeniyle tehlike altindadir (Kogak, 2012).

Geride biraktigfimiz yiizyll ve hatta Oncesinde, geofitler iilkemiz
florasindan toplanarak yurt digina satig1 gerceklestirilmistir. 1960’lardan sonra siis
bitkileri sektoriindeki ticaretin gelismesi nedeniyle geofitlerin dogandan sdkiimleri

yapilarak ihra¢ edilmesindeki artig, sektoriin gelisimi ile benzerlik goéstermistir.
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1973 yilinda 21 ilkenin katilimiyla ABD’ de CITES sozlesmesi olarak bilinen
nesli tehlike altinda olan yabani hayvan ve bitki tiirlerinin uluslararasi ticaretini
diizenleme anlagsmasi imzalanmigtir. Tiirkiye CITES: 27/4/1996 tarihli ve 96/8125
sayili Bakanlar Kurulu Karari ile yiiriirliige konulan “Nesli Tehlikede Olan Yabani
Hayvan ve Bitki Tiirlerinin Uluslararas1 Ticaretine iliskin Sozlesmeyi” resmen
kabul etmistir. Bu sdzlesmenin bir sonucu olarak “Dogal Cigek Soganlarmin
Sokiimii, Uretimi ve Ticaretine iliskin Yonetmelik” olusturulmus ve dogadan
sOkiilen bitkiler i¢in bu durum kontrol altina alinmistir. Yonetmelik kapsaminda
her yil dogal ¢icek soganlar1 ihracat listesi hakkindaki teblig resmi gazetede
yayinlanmaktadir. Dogadan toplanarak ihracati yasak olan ¢igek soganlarinin
familyalari, cinsleri ve tiirleri belirlenmekte ve kotayla sinirlandirilmaktadir. Bu
tebligde ayn1 zamanda bitkilerin ihracat miktarlar1 ve sogan biiyiikliigii ile ihracati
iretimden serbest olan ¢icek soganlarmin familyalar, cinsleri ve tiirleri
belirlenmektedir. Belirlenen hususlar bir y1l 6ncesinde genellikle yi1l sonuna dogru
teblig edilmekte ve gecerli oldugu yilin ilk giinii yiiriirliige girmekte ve yine gegerli
oldugu yilin son giinii yiiriirlikten kalkmaktadir. 2019 yili igin 12 Aralik 2018
tarihinde yaymlanan 2018/49 nolu Dogal Cigek Soganlarinin 2019 Yili Thracat
Listesi Hakkinda Teblig’de C. cilicium, C. coum ve C. hederifolium ihracat: kotaya
tabi olan ¢icek soganlar listesinde yer alirken, diger siklamen tiirlerinin dogadan
sokiimii ve satig1 tamamen yasaklanmistir (TOB, 2018).

Myrsinaceae ailesinin bir tiyesi olan Cyclamen cinsi igerisinde yer alan tiir
sayisi, bazi arastirmacilara gore 21 (Compton vd., 2004; Yesson ve Culham, 2006)
bazilarma gore de 22°dir (Grey-Wilson, 2003). Cyclamen taksonomik agidan
oldukgea kiiciik bir cins olmasina kargin, bulundugu aile igerisinde ekonomik agidan
en gosterisli ve ticari 6nemi yiiksek tiirleri barimndirmaktadir. Cyclamen cinsi
igerisinde yer alan tiirlerden 10 tanesi, iilkemiz florasinin dogal iiyeleridir. Bu
tiirlerden 5-6’smin iilkemize endemik oldugu bilinmektedir (Kogak vd., 2014;
Curuk vd., 2016). Ulkemizde Cyclamen cinsine ait tiirler, farkli yorelerde tavsan

kulagi, domuz turpu, kostebek, dag meneksesi, kir meneksesi, kuskusa ve siklamen
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gibi farkl isimlerle bilinmektedir. Ulkemizde dogal olarak yetisen siklamen tiirleri
genel olarak Akdeniz, Karadeniz, Marmara ve Ege bdlgelerinde yayilis
gostermektedir (Giindogan, 2003; Sekil 1.2).

Siklamen toprak alti yumrulara, gosterisli ¢igek ve yapraklara sahip ¢ok
yillik bir bitkidir. Botanik 6zellikleri bakimindan uzun yaprak ve ¢igek saplarina;
tiirlere gore degismekle birlikte disli veya diiz yaprak kenarlarina sahiptir.
Yapraklar, oval, dairemsi veya kalp seklindedir. Cicek rengi beyaz, pembe veya
eflatun renklidir. Canak yapraklar1 5 lobludur. Erkek organ 5 adet stamenden
olusur ve korollalarin tabanindan ¢icek tablasina kisa flamentlerle baglhdir.
Stamenler uzun olup, disi organ etrafinda huni bi¢iminde dizilirler. Siklamenlerde
ovaryum lst durumludur ve disicik borusu ince ve uzundur (Davis, 1978; Ciiriik,
2013). Siklamen bitkisinin genel goriiniimii Sekil 1.3’de verilmistir.

Ulkemizin farkli bolgelerine adapte olan siklamen tiirleri, dogal olarak
farkli iklim tiplerinde yetismektedir. Ancak yetistiricilik istekleri agisindan %60-80
nem oranina sahip, glindiiz sicakliklarinin 16 °C, gece sicakliklarinin ise 14 °C
civarinda oldugu sartlarda daha saglikli ve kaliteli yetistiricilik yapilmaktadir.
Toprak istegi bakimindan siklamen, iyi drenaja sahip havadar topraklar
istemektedir. Siklamen tiirleri her ne kadar 1s1klanmaya duyarsiz goriinseler de 151k
yogunlugunun yiiksek olmast durumunda ¢igek tomurcugu sayisinin arttigi
bilinmektedir. Serada yetistiricilikte, kaliteli ve saglikli bitki elde etmek i¢in sera
igindeki 151k miktarinin 30 bin liix’{in izerinde olmasi istenir. Ancak yaz aylarinda
giinesin agir1 1s1klarindan bitkilerin etkilenmemesi ve giines yaniklarindan bitkilerin

korunmasi amaciyla, %50-60 oraninda goélgeleme yapilir (Ciiriik, 2013).
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Sekil 1.2. Siklamen tiirlerinin dogal olarak yetistigi alanlar (Mendi ve Ciiriik, 2016)
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Cicek sapi

Yaprak

Yaprak sapi

Gicek tomurcugu

.‘ ’ W— Geng kokciik

Sekil 1.3. Siklamen bitkisinin genel gériiniimii

Siklamen floramizda bulunan diger geofitler gibi otlatma, dogadan
bilingsiz toplama vb. insan faktoriiniin dogrudan veya dolayli olarak etkisi

altindadir. i1k baslarda iilkemizde geofitlerin ticareti tamamen dogadan toplanarak
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gerceklesmekteyken, gilinlimiizde dogal ¢igek soganlarinin kiiltiire alinmasi, yeni
cesitlerin 1slah1 g¢aligmalari ile bu durum engellenmeye ¢alisilmaktadir (Karagiizel
vd., 2007). Daha once kiiltiire alinmamig ancak ekonomik Oneme sahip olan
bitkilerin kiiltiire alinmasi ve 1slahi, diger {ilkelere gore iilkemizde daha geg
baslamistir. Bu durumun en onemli nedeni ise siis bitkilerinin ticarete konu olan
tarimsal bir faaliyet oldugunun heniiz kavranmaya baslamasindandir. Bu gecikme,
dogal olarak siis bitkileri sektoriindeki yeni g¢esit gelistirmeye yoOnelik aragtirma-
gelistirme faaliyetlerinin de gecikmesine yol agmistir (Giilbag, 2015). Giiniimiizde
toplam {iretim maliyetleri i¢inde en yiiksek paylardan birinin iiretim materyaline
O0denmesi, siis bitkileri ireticilerimizin yurt dis1 pazarinda rekabet kabiliyetini
zayiflatmakta, diger taraftan iiretim materyallerinin izinsiz ¢ogaltilmasi yontemine
basvurulmasi ise; hukuki acidan sorunlara neden olmaktadir. Ayrica, son yillarda
yasanan dovizdeki dalgalanmalar, girdi maliyetlerini arttirmaktadir. Bu nedenlerle
en azindan ireticilerin yurt dis1 piyasalarda rekabet kabiliyetinin arttirilmasi
amaciyla, liretim materyallerinde disa bagimlhilik azaltilmali ve verim ve kalite
parametreleri bakimindan piyasada talep goren yerli ¢esitlerin 1slah edilerek siis
bitkileri sektoriine kazandirilmasi gerekmektedir. Yerli gesitlerin gelistirilmesi ise
ancak siis bitkileri agisindan ekonomik Oneme sahip bitkilerin 1slah1 ile
gerceklestirilebilir. Bitki 1slah1 ekonomik acgidan 6neme sahip bitkilerin genetik
esaslardan faydalanilarak mevcut bitkilerin, cins, tiir veya c¢esitlerin genetik
yapisinin tiiketicilerin talepleri yoniinde programli bir sekilde degistirilmesidir
(Sehirali ve Ozgen, 2007). Islahgilar, her yil pazar talebine gore cigeklerin renk,
vazo Omrii, c¢icek sekli gibi Ozelliklerini degistirerek birgok yeni ¢esit
gelistirmektedirler. Yeni gesit gelistirme c¢alismalarinda seleksiyon ve melezleme
gibi bir¢cok yontem bulunmakla birlikte, geleneksel yontemler genellikle ¢ok uzun
siiren siireclerdir.

Diinyada diger siis bitkilerinde oldugu gibi siklamen 1slah1 da genellikle
klasik melezleme yoOntemleri ve fenotipik secimler ile yapilmakta, fakat bu

yontemlerle g¢esit gelistirme olduk¢a zaman almaktadir. Siklamen 1slahi, bitkinin
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dollenme biyolojisinde farkli seviyelerde goriilen kendileme depresyonu, farkli
ploidi seviyeleri ve abortif embriyo olusumuna neden olan kendine uyusmazlik gibi
faktorlerden dolay1 klasik yontemlerle bir hayli zordur (Jalali vd. 2012). Bu
nedenle 1slahgilar, 1slah programlarinda vejetatif yontemlerin tiretim siirecine dahil
edilmesine 6nem vermektedirler. Ayrica etkili ve ekonomik bir vejetatif gogaltim
gergeklestirilmesi, 1slahgilarin {istiin Ozellikteki bitkileri selekte ederek klonal
varyeteleri iiretebilmesine olanak saglamaktadir. Siklamen kesilerek ya da
yumrular1 ayrilarak ¢ogaltilamamaktadir, bu nedenle in vitro tekniklerle vejetatif
¢ogaltim biiyiikk 6nem tasimaktadir. Siklamende yeni ¢esitlerin gelistirilmesi i¢in,
klasik yontemlerin yaninda biyoteknolojik yontemler de son zamanlarda yaygin
olarak kullanilmaya baglanmistir. Ancak siklamen bitkisinin sahip oldugu
kromozom yapisi, gesitten ceside farklilik gostermekte olup, diploid 2n=48,
tetraploid 2n=96 ve aneu-tetraploid 2n=90, 92, 94, 95 kromozom yapilarina sahip
tirleri oldugu bilinmektedir. Daha oOnceki calismalardan siklamende triploid
cesitlerin bulunmadig tespit edilmistir (Takamura ve Miyajima, 1996). Bu nedenle
baslangi¢c materyalinin genetik yapisinin iyi bilinmesi gereklidir.

Siis bitkilerinde siklikla kullanilan bagka bir 1slah yontemi de ploidi
1slahidir. Ozellikle genetik kisirlik gdsteren bitkilerde uygulanan bu metot, triploid
bitki tireterek bitkinin sonraki melezleme agamalarinda problemsiz nesil gelisimini
saglamaktir. Bu 1slah yonteminde uygulanan kimyasal genellikle kolhisin olup,
bitkideki mitoz agamasina miidahale ederek polimerizasyonu engeller ve boylelikle
anafaz sathasinda kromozomlarin kutuplara taginmasini durdurur.

Dihaploidizasyon, bitkilerde homozigot saf hatlarin elde edilmesini
saglayan iki asamali bir yontemdir. Bu asamalar, haploidizasyon ve
dihaploidizasyon olarak bilinmektedir. Birinci agsamada, tiiriin gamet hiicrelerinde
bulunan kromozom sayisina (n) sahip haploid bitkiler elde edilir. Bu amagla in situ
ve in vitro haploidi yéntemleri kullanilmaktadir. In situ haploid uyartimini tesvik
etmek amaciyla tiirler aras1 melezlemeler, tozlamanin geciktirilmesi, abortif veya

1sinlanmis polenlerle tozlama, degisik kimyasal maddeler ve hormon uygulamalari,
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sicaklik  goklari, “X” veya “UV” isinlar1 uygulamasi gibi yontemler
kullanilmaktadir (Sar1 vd., 1992; Caglar ve Abak, 1999; Kurtar, 1999; Yilmaz,
2005). In vitro haploid uyartiminda ise erkek gametten yola ¢ikilarak, haploid
bitkiler gelistirilebildigi gibi (androgenesis), disi gametten de haploid bitki
olusturulabilmektedir (gynogenesis).

Anter kiltiiri, bitki 1slahi1 amaciyla kullanilan ilk in vitro haploidi
teknigidir (Reed, 2005). Anter kiiltiirlinde uygun gelisme doneminde heniiz
actlmamis ¢igek tomurcuklarindan izole edilen anterler kullanilmaktadir (da Silva
vd., 2015). Haploid uyartimi i¢in yapilan anter kiiltiirii caligmalar1 ig¢in genellikle
en uygun gelisme donemi, heniiz olgunlasmamis tek ¢ekirdekli mikrospor
asamasidir (Datta, 2005; Dogru vd., 2016). ilk polen mitozuna denk gelen bu
gelisme donemi, asetokarmin veya DAPI gibi floresan boyalarla boyanan
polenlerin mikroskop altinda gdzlenmesiyle tespit edilebilir (Germana, 2011).
Haploid uyartiminda androgenesisin etkinligini  arttirmak igin, ¢icek
tomurcuklarina cesitli fiziksel ve kimyasal 6n uygulamalar uygulanmakta ve
sonrasinda izole edilen anterler aseptik kosullarda farkli besi ortamlarinda kiiltiire
alimmaktadir. Ancak, anter kiiltiiriinde anter duvarlarindan gelisme goriilebilmesi
genellikle bu teknigin zayif tarafidir. Bu nedenle, son yillarda mikrospor ya da
polen embryogenesis yontemi 1slah programlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
[Ik basarili mikrospor kiiltiirii Datura innoxia bitkisinde Nitsch ve Norreel
tarafindan 1970’lerde yapilmustir (Zheng, 2013). ilerleyen yillarda mikrospor
teknigi gelistirilerek diger tiirlerde de denenmistir. Giiniimiizde; yulaf (Ferrie ve
Caswell, 2011), piring (Islam vd., 2013), bugday (Ayed vd., 2010) gibi tek yillik
tarla bitkilerinde ve Brassica cinsine ait bazi sebzelerde rutin olarak
uygulanmaktadir (Babbar vd., 2004). Siis bitkilerinde mikrospor kiiltiirii yoluyla
haploid bitki iiretimi, sebzeler ve tarla bitkilerine gore oldukca diisiiktiir. Ancak,
son yillarda siis bitkilerinde de bu yontemle haploid bitki elde etme calismalari
artis gostermektedir. Anter kiiltiiriine benzer olarak mikrospor kiiltiiriinde de

basarili olmanin en Onemli noktalarindan biri, mikrosporlarin uygun gelisme
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doéneminin belirlenmesidir. Mikrospor kiiltiiriinde uygun gelisme doneminde alinan
anterlerden sterilizasyon isleminden sonra mikrosporlar izole edilmektedir.
Mikrosporlar mekanik olarak anterlerin pargalanmasi veya sivi ortam igerisine
alinan anter duvarlarmin yirtilarak mikrosporlarin kurtulmasi ile elde edilirler
(Ferrie ve Caswell, 2011; Olsen, 1991). Anter kiiltiirlinde oldugu gibi
mikrosporlardanda, uyartimin saglanmasi amaciyla farkli fiziksel ve kimyasal 6n
uygulamalar yapilabilmektedir. Mikrospor kiiltiirii anter kiiltlirline gore bazi
avantajlara sahip olsa da teknik agidan uygulanmasi zor bir yontemdir (Obert vd.,
2009).

Haploid bitki {iretiminde, androgenesis yontemleri gynogenesis
yontemlerine gore daha siklikla kullanilmaktadir. Ancak, androgenik yontemler her
zaman uygulamalara cevap vermemektedir. Ayrica donér bitkinin erkek kisir
oldugu, diisiik rejenerasyon yetenegine sahip oldugu gibi durumlarda, androgenik
yontemler tercih edilmemektedir (Ferrie, 2003). Bu gibi durumlarda, genellikle
gynogenik yontemlerle haploid bitki {iretimi daha saglikli sonug vermektedir.

Gynogenesis yontemleri olarak ¢igek tomurcuklari, ovaryum ve oviiller
baslangic materyalleri olarak kullanilmaktadir. Bu yontemlerde haploid bitkiler,
dollenmemis yumurta hiicresinin veya embriyo kesesindeki sinerjit ve antipod gibi
diger haploid hiicrelerin bdliinmesi sonucu meydana gelmektedir (Shivanna, 2003).
Haploid bitki uyartiminda eksplantlarin  gelisim donemlerinin  bilinmesi,
androgenesis yontemlerinde oldugu kadar gynogenesis yontemlerinde de
onemlidir. Oviillerin farkli gelisim donemleri, gynogenesis uyartimi i¢in uygun
satha olabilir ancak literatiirde gec evrelerin daha yatkin oldugu bildirilmektedir.
Bu bakimdan androgenik yollarin aksine gynogenik uyartim i¢in uygun gelisme
donemi daha uzun bir periyottur (Doi vd., 2011; Chen vd., 2011). Ornegin,
Gerbera jamesonii tiriinde oviillerin gelisim asamalari, oviilin ovaryum
¢ukurunun yarisini doldurmasi ve olgunlagsmaya yakin oviil olarak siniflandirilir.
Genellikle ikinci asamadaki yani olgunlagmaya yakin oviillerin gynogenesise daha

yatkin oldugu bildirilmektedir (Sitbon, 1981). Androgenesis yontemlerine benzer
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olarak soguk-sicak uygulamalari gibi 6n uygulamalar, haploid embriyo olusum
frekansini arttirmaktadir (Sopory ve Munshi, 1996; Chen vd., 2011). Farkl: tiirlerde
iilkemizde yapilan anter kiiltiirii ¢aligmalarinda da yapilan farkli uygulamalar ve
besin ortami kompozisyonlar ile cesitlere gére degisen oranlarda haploid bitki
olusumu gergeklestirilmis, ancak bu oran smirli diizeylerde kalmistir. Yillar
igerisinde devam edilen ¢aligmalar sonucunda, bazi tiirlerde anter kiiltiirli yoluyla
1slah programlarinda kullanilabilecek diizeyde haploid bitki elde edilebilecek
duruma gelinmistir (Ellialtioglu ve Tipirdamaz 1997; Ellialtioglu vd., 2006).
Haploid bitkilerin elde edilmesinden sonraki asama, bu bitkilerin kromozom
sayilarinin bazi kimyasal maddeler yardimiyla iki katina g¢ikartilmast (2n) veya
dihaploidizasyon asamasi olarak tanimlanir. Ploidi seviyesi katlanarak diploid
duruma getirilen bitkilerde veya siirgiinlerde olusan c¢icekler kendilenerek
bunlardan tohum alindiginda, sadece bir generasyonluk siire icerisinde tamamen
homozigot bitkiler elde edilmis olmaktadir. Bu yontem, uzun yillar (8-10 yil)
kendilemelerle saflagtirma yontemine gore c¢ok daha avantajli bir yol olarak
goriilmekte ve diinyada islahgi kisi veya kurumlar tarafindan kullanilmaktadir.
Dihaploidizasyon, 1slah¢ilara ¢aligmalarinda biiyiik avantajlar saglamigtir. Bunlar
arasinda; aragtirmacilara normal diploid ve dihaploid bitkilerin kargilagtirilmasina
imkan vermesi, mutasyon 1slah1 ¢aligmalarinda mutajenin etkisinin ilk
generasyonda gozlenebilmesi, dihaploid bitkilerde genetik ac¢ilimin basit olmasi,
resesif genlerin dominantla tarafindan ortiilmemesi, saf hatlarin kisa siirede ve
kolaylikla elde edilebilmesi sayilabilir (Kurtar vd., 2011; Khush ve Virmani, 1996,
Sari, 1994; Emiroglu ve Giirel, 1993).

Haploidlerin elde edilmesinde kullanilan yontem ile birlikte, genotip, donor
bitkinin biiyiime kosullar1 ve yasi, gametlerin durumu, sicaklik soklari ve
karanlikta birakma gibi 6n uygulamalar ile kiiltlir ortaminin bilesimi gibi pek ¢ok
faktor de etkili olmaktadir (Karakulluk¢u, 1993a; Karakullukgu, 1993b; Kurt vd.,
1994; Juhasz ve Jakse, 2005). Tiim bu faktorler goz oniine alindiginda, basarili bir

haploid uyartimi igin genotip, kullanilan teknik ve uygulamalar 6n plana
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¢ikmaktadir. Nitekim, siklamen gibi dollenme biyolojisinde problem olan
bitkilerde in vitro haploidi uyartim yontemleri kullanilmaktadir. Ancak 6zellikle
dogal tiirlerin (kiltiire alinmamis) in vitro rejenerasyon oranmin diisiikk olmasi
nedeniyle anter, oviil ya da ovaryum kiiltiirlerinde her zaman basarili sonug
alinamamaktadir. Isinlanmig polen kullanilarak in situ haploid uyartimi, bu gibi
durumlarda yaygin olarak kullanilan yontemlerden birisidir. Bu teknik; iyonlastirici
(X 1s1nlar1, gama 1sinlari) veya iyonlastirici olmayan (UV isinlar) 1sinlara maruz
birakilan polenler ve sonrasinda normal bitkilerin bu polenlerle tozlanmasi esasina
dayanmaktadir. Eksplant kaynagi olarak anterler, ¢i¢cek tomurcuklar1 veya tiim bir
cigek kullanilmaktadir. Normal sartlarda embriyo gelisimi stigma iizerine ulasan
polenlerin ¢imlenmesi, ¢im borusu olusumu ve tohum taslagi icerisindeki gekirdek
ile polen ¢ekirdeginin birlesmesi ile uyartilmaktadir. Ancak 1simnlanmis polenler bu
durumda, ¢imlenme ve yumurtay1 dolleme yetenegine sahip degildir. Birgok tiirde
1sinlanmis polen ile tozlama sonrasinda embriyo kurtarma, haploid bitkilerin elde
edilmesi i¢in gerekmektedir (Grouh vd., 2015). Bu uygulamada 1sinlar polenlerin
generatif fonksiyonunu tahrip etmekte, ancak yumurta hiicresini uyartim yetenegini
etkilememektedir. Boylece partenogenik embriyo olugumlart meydana gelmektedir.
Polenlerde 1sin uygulamalari, 19. yy. sonlarinda Rontgen’in X 1smlarini
kesfetmesiyle baslamistir. 1lk arastirmalarda, 1s1n  uygulamalarmin  polen
¢imlenmesi ve polen tiipli uzamasi tlizerine etkileri aragtirilmistir. Isinlanmis
polenlerle haploid bitki iretimi ilk olarak Triticum monococcum tiiriinde
gergeklestirilmistir. Sonraki yillarda bu teknik ekonomik bakimdan énemli olan
diger tiirlerde de basariyla uygulanmistir (Sestili ve Ficcadenti, 1996).

Ism uygulamasinin partenogenik gelisimine etkisi hakkinda farkli goriisler
bulunmaktadir. Ancak bu goriisler, temelde 1s1nlanmis polenlerle tozlamanin; polen
tiipii olusumu sirasinda gerceklesen mitoz boliinmeler sirasinda  sitolojik
anormalliklerin meydana gelmesi ve normal eseysel dollenmede siirecindeki
sapmalardan meydana geldigi lzerinde birlesmektedir. Isinlanmig polenlerle
tozlama sonrasinda haploid embriyo veya haploid endosperm ¢ekirdeginin
olusmas1 iki farkli yolla agiklanmaktadir. Bunlardan birincisi; yumurta hiicresinin,

kromatinleri sitoplazmada eliminasyona ugrayarak zarar gormiis erkek iireme
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hiicresi tarafindan déllenmesidir. ikinci goriis ise; yumurta hiicresinin, piknotik
cekirdege (kromatinleri geri doniisiimsiiz olarak yogunlasmis ¢ekirdek) sahip erkek
iireme hiicresi tarafindan uyarilmasidir (Sestili ve Ficcadenti, 1996).

Isinlanmis polenlerle haploid bitki {iretimine etki eden faktorler diger
tekniklerle benzerlik gostermekle birlikte, 151n uygulamasi nedeniyle farkliliklar
gostermektedir. Kullanilan 1s1n dozu, in situ partenogenesisde en dnemli faktorlerin
basinda gelmektedir. Isinlamada uygulanan doz ile polen tiipiiniin uzamasi arasinda
yliksek bir korelasyon vardir. Bazi tiirlerde 1sinlama isleminin polen ¢gimlenmesinin
ve polen tlipli uzamasini arttirmaktadir. Bu durum protein sentezinin artmasi
sonucunda yiiksek metabolik aktivitenin gozlenmesi olarak ag¢iklanmaktadir.
Neredeyse tiim tiirlerde, en yiiksek haploid uyartim frekansi lethal dozda
uygulanan 151 uygulamasi ile elde edilmektedir.

Giiniimiizde 1sinlanmis polenlerle tozlama ya da in situ partenogenetik
haploid uyartimi, sebzelerde (kavun, karpuz, biber) ve bazi siis bitkilerinde (giil,
iris) bagarili bir sekilde uygulanmaktadir. Ancak bu yontem, siklamende bu tez
caligmast ile ilk defa uygulanmistir. Caligma kapsaminda Co-60 kaynagi
kullanilarak ¢icek tomurcuklari isinlanmis ve elde edilen 1sinlamis polenlerle
kendileme islemi gerceklestirilmistir. Isinlanmis polenlerle tozlama sonrasinda
embriyo kurtarma islemi gerekmektedir. Bu nedenle, embriyolarmn in vivo gelisim
durumlarinin belirlenmesi ve abortif hale gelmeden kurtarilmasi gerekmektedir. Bu
amagla 1sinlanmis polenlerle kendileme islemi sonrasinda, belirli donemlerde
aliman ¢icek tomurcuklarinda histolojik ¢alismalar yapilarak embriyo gelisimine
etkisi incelenmistir.

Tez galismasi kapsaminda asagida belirtilen hedefler amaglanmustir;

i. Farkli gamma 1s1n dozlarinin ¢igek tozu canliligina etkisi,

ii. Histolojik analizler ile in vivo embriyo gelisim safthasinin belirlenmesi,

iii. Isin dozlarinin embriyo uyartimina etkisinin ve embriyo kurtarma i¢in uygun
embriyo gelisim sathasinin belirlenmesi,

iv. Embriyo kurtarma ve ¢imlendirme ortam optimizasyonunun yapilmasi.

14
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Siklamende Doku Kiiltiirii Calismalar:

1900°1i yillarin basinda bitkilerin totipotensi yeteneginin kesfi ile baglayan
bitki doku kiiltlirii ¢aligmalari, 1950°1i yillarda arastirmacilarin bitki biiylime
diizenleyicileri ve besi ortamlarinin farklilagma iizerine etkisini daha iyi anlamaya
baslamasiyla hiz kazanmigtir. Siklamende in vitro ¢alismalar, ayni yillarda Stichel
(1959) ve Mayer (1956)’in yumru Orneklerinden kok ve tomurcuk elde etme
caligmalari ile baglamigtir. Siklamenin siis bitkileri agisindan ekonomik potansiyeli,
daha o yillarda yapilan ¢alismalarda goriilmektedir. Doku kiiltiirii calismalariin ilk
yillarinda arastirmacilar diger doku kiiltiirii temelli ¢aligmalara benzer olarak
bitkinin farkli kisimlarindan aldiklart 6rnekleri in vitro kiiltiire alarak farkli ortam
ve bilyiime diizenleyicilerinin embriyo, kallus, kok, silirglin gibi yapilarina
doniisiimii lizerine etkilerini belirlemislerdir. Bu konuda yapilan ¢aligmalardan bazi
ornekler asagida verilmistir.

Loewenberg (1969), yumrulardan alinan eksplantlar iizerine farkli oksin
hormonlarinin, besi ortami ve 1s1gin etkisini aragtirmistir. Arastirmada; yumru
ornekleri bir gece %0.3 civa kloriir icerisinde bekletilmis ve sonrasinda %1’lik
sodyum hipoklorit ile yikanmistir. Yumrularin = yiizey = sterilizasyonu
tamamlandiktan sonra, list kismindaki doku temizlenmis ve yumrular 4 mm
boyutunda kiip seklinde parcalara ayrilarak in vitro’da tiitin oOrnekleri igin
kullanilan White’s besi ortaminda kiiltiire alinmistir. Calismada sonucunda, 0.04
mgL" 2,4-D igeren besi ortamindan en iyi kallus gelisimi gozlenmis ve karbon
kaynagi olarak sakkarozun daha etkili oldugu bulunmustur. Mannitol ve gliserol ise
kallus gelisimine olumsuz etkilenmis ve bu ortamlarda kallus rejenerasyonu
gergeklesmemistir.

Morel (1975), siklamende yaprak eksplantlarindan kallus rejerasyonu
saglamis ve bu kalluslardan somatik embriyo benzeri bitkicige doniisebilen

meristematik yapilarin olustugunu tespit etmistir. Loewenberg’in ¢alismasindan on
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yil sonra Geier vd. (1979), bu defa yumru 6rneklerinin yaninda yaprak érneklerini
in vitro’da kiiltre alarak kallus rejenerasyonunu ve elde ettikleri kallus yapilarindan
sirgiin ve kok olusumunu incelemisler ve basartya ulasmiglardir. Morel’in
caligmasina benzer olarak, Fersing vd. (1982) calismalarinda kalluslardan siirgiin
olusturma yetenegi olan yumruya ve embriyoya benzer yapilar tespit etmis, ancak
bu yapilar1 tam olarak tanimlayamamistir. Bu caligmalardan sonra Wicart vd.
(1984), siklamende embriyoya benzer bu yapilarin ne oldugunu ortaya koymak
amaciyla histolojik analizler yapmistir. Arastirmacilar yaprak, yaprak sapi ve
ovaryum eksplantlarindan kallus uyartimimi saglamak amaciyla farkli oksin ve
sitokinin biiylime diizenleyicilerini iceren 2 MS ortaminda kiiltiire almislardir.
Calisma sonucunda, NAA ve BAP (sirasiyla 0.5 mgL"' ve 2.5 mgL™) biiyiime
diizenleyicisi igeren ortamda siirgiin gelisimi ile 0.1-1.0 mgL" arasinda degisen
konsantransyonlarda NAA, IAA ve 24-D oksin igeren veya 0.5-2.5 mgL’
konsantrasyonlarinda kinetin ve adenin igeren ortamlarda ise embriyoya benzer
yapilar tespit etmislerdir. Arastirmacilar histolojik analizler sonucunda elde edilen
kalluslarda beyaz nodiiller olustugunu, bu yapilarm ise zamanla farklilasarak
zigotik embriyolarla bir fark gostermeyen embriyolara doniistiiglinii bildirmislerdir.

Siklamende 1980’lere kadar devam eden doku kiiltiirii ¢aligmalarinda
eksplantlarin yiizey sterilizasyonunda karsilasilan sorunlar, siklamenin ticari
boyutta doku kiiltlirii ile {iretimini sinirlandirmistir (Wainwright ve Harwood,
1985). Bu nedenle Wainwright ve Harwood (1985), farkli eksplant tiplerinin
rejenerasyona etkisini arastirirken g¢alismalarinda in vitro’da ¢imlendirilen ticari
siklamen tohumlarini kullanmiglardir. Arastirmacilar yaprak sapi, yumru, kok ve
kotiledon eksplantlarini ilk olarak NAA (0, 1, 5 mgL™) ve BA (0, 1, 2.5 mgL™)
iceren 2MS ortaminda kiiltiire almis ve 2 hafta sonra oksin (NAA) icermeyen ve
ilk kiiltire benzer olarak BA (0, 1, 2.5 mgL™) iceren ortamlara aktarmuslardir.
Calisma sonucunda, tiim eksplantlardan siirgiin rejenerasyonu saglanmistir. En iyi

siirgiin olusumu 1 mgL"' BA igeren besin ortamindan saglanirken, yumrulardan
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alman eksplantlarda BA’ya gereksinim duyulmadigi ancak diger eksplantlardan
siirgiin rejenerasyonunun uyartimi i¢in NAA nin gerekli olabilecegi bildirilmistir.

Pirrie (1985), anter kiiltlirii yoluyla haploid bitkiler elde etmek i¢in C.
persicum, Nicotiana glutinosa ve Nicotiana tabacum tiirlerinde 0, 4, 8 ve 12 giin
siireyle 6n soguk uygulamasi (4, 6.5 °C) yapmustir. Caligma sonucunda; anterlerde
tek c¢ekirdekli mikrospor asamasi 6-12 mm boyundaki ¢igek tomurcuklarinda
gbzlenmis, ancak kiiltiire alinan anterlerde rejenerasyon saglanamamastir.

Ilerleyen yillarda doku kiiltiirii temelli ¢alismalarn artmasi ve temel besi
ortamlart ile bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkilerinin farkli ¢calismalarla ortaya
koyulmasi, baslangicta organogenesis temelli olan doku kiiltiirii caligmalarina
somatik embriyogenesis gibi farkli tekniklerin de eklenmesi ve ekonomik agidan
onemli bitkilerin mikrogogaltim ile kitlesel ¢cogaltimina yol agmistir. Siklamende
yapilan doku kiiltiirii calismalar1 da benzer sekilde geliserek, calismalarda farkh
teknikler denenmeye ve kullanilmaya baslanmustir.

Kiviharju vd. (1992), siklamende farkli eksplant tiplerinin embriyo
uyartimina etkisini belirlemek amaciyla ¢igek kisimlari, yaprak sapi ve zigotik
embriyolar1 farkli bitki biiylime diizenleyicilerinin eklendigi besi ortamlarinda in
vitro’ da kiiltire almislardir. Ovaryum ve anter eksplantlart ile c¢igek sap1
eksplantlari, henliz agmamis ¢igek tomurcugundan alinarak ylizey sterilizasyonu
yapilmig, zigotik embriyolar ise sterilizasyon islemi yapilan tohumlardan
mikroskop altinda izole edilerek kullanilmigtir. Calismada somatik embriyogenesisi
tesvik etmek amactyla MS besi ortamma 2,4-D (1 mgL™) ve 2,4-D (I mgL™) +
Hindistan cevizi siitii (%10), embriyolarda farklilasmay1 saglamis icin ise 2 mgL™
NAA + kinetin eklenmistir. Farklilasma gosteren embriyolarin ¢imlenmesini
saglamak icin ise elde edilen embriyolar NAA (1 mgL™") + ABA (0.5 mgL™") i¢eren
MS ortamina transfer edilmistir. Caligma sonucunda kullanilan eksplantlarin
tamaminda kallus rejenerasyonu gerceklesmekle birlikte, sadece oksin igeren besi
ortamlarina gore oksin ve sitokininin birlikte kullanildigi ortamlarda kallus

rejenerasyonunun daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Farklilasma ortamina
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aktarilan anter ve zigotik embriyo eksplantlarindan elde edilen kallus yapilari,
farklilagarak somatik embriyolara doniigmiistiir.

Ishizaka ve Uematsu (1992), tiirler arasi melez bitkiler elde etmek
amaciyla C. persicum ve C. hederifolium tiirleri arasinda melezlemeler sonrasinda
ovil kiiltiiri yapmistir. Oviillerde histolojik analizler igin, melezlemeler sonrasinda
belirli araliklarla ¢i¢ek tomurcuklara toplanarak parafin bloklara alinmistir.
Melezlemelerden sonra, izole edilen oviiller plasenta dokulartyla birlikte kiiltiire
alimmugstir. Histolojik analizler sonucunda diploid C. persicum ve C. hederifolium
tiirleri arasinda melezlemelerden sonra oviillerin yaklasik 28 giin sonra kiiltiire
alinmas1 gerektigi, tetraploid C. persicum ve C. hederifolium tiirleri arasinda
melezlemelerden sonra ise, oviillerin yaklasik 21 giin sonra kiiltiire alinmasi
gerektigi tespit edilmistir. Diploid kromozom setine sahip C. persicum ve C.
hederifolium tiirleraras1 melez kombinasyonlarinda oviil kiiltiirii igin %3 sakkaroz
iceren MS besi ortami uygun bulunurken, tetraploid C. persicum ve C.
hederifolium tiirlerarast melez kombinasyonlarinda, oviil kiiltiirii i¢in %3 sakkaroz
+ %10 Hindistan cevizi siitii iceren MS besi ortamimin uygun oldugunu
bildirmislerdir.

Ishizaka ve Uematsu (1993), diploid ve tetraploid C. persicum
bitkilerinden izole edilen anterler eksplantlarini, NAA (0.002-0.2 mgL™) biiyiime
diizenleyicisi ~ ve 1ii¢ farkli sakkaroz konsantrasyonuna sahip farkli besi
ortamlarinda (MS, B5 ve N6) kiiltiire alarak embriyo uyartim etkinligini
aragtirmiglardir. Caligma sonucunda; yiiksek sicaklik embriyo uyartimini
engellerken, iki giin boyunca 5 °C’de soguk uygulamasi yapilan anterlerde embriyo
uyartimi daha yiiksek bulunmustur. Ortam ve sakkaroz konsantrasyonu bakimindan
%9 sakkaroz igeren B5 ve N6 besi ortamlarinda karanlikta kiiltiire alinan anter
eksplantlarinda, embriyo uyartiminin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Siklamende teknik olarak embriyo kurtarma miimkiin degildir, bu nedenle
tiirleraras1 melezlemelerde abortif embriyo olusumunu 6nlemek ve embriyolari

kurtarmak amaciyla oviil kiiltiirii yapilmaktadir. Ishizaka vd. (1995), C. persicum
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ve C. purpurascense arasinda melezlemeler yapmistir. Calismada diploid C.
persicum ana ebeveyn tetraploid C. purpurascense baba ebeveyn olarak
kullanilmistir. Melezlemelerden sonra belirli araliklarla ¢igek tomurcuklar
toplanarak parafin bloklar hazirlanmig ve histolojik analizlerle tozlamadan kag giin
sonra, tozlanmig ¢igek tomurcuklarindan oviillerin izole edilecegini belirlemistir.
Calisma sonucunda tozlama isleminden 35 giin sonra oviillerin izole edilerek
kiiltiire alinmasinin uygun oldugu bildirilmistir. Calismada izole edilen oviiller %3
sakkaroz iceren MS besi ortaminda karanlikta kiiltiire alinmis, ancak kiiltiire alinan
orneklerde canlilik gézlenmemistir.

Takamura vd. (1995), siklamende aseptik kosullarda tohumlari
cimlendirerek elde ettikleri fidelerden kok, yaprak sapi, yumru ve kotiledon
eksplantlarindan embriyo rejenerasyonu igin, farkli hormon ve sakkaroz
konsantrasyonlarina sahip besi ortamlarmin etkisini aragtirmiglardir. 2,4-D ve
kinetin biiylime diizenleyicilerini iceren MS ortamlarinda kiiltiire alinan tiim
eksplant tiplerinden embriyo rejenerasyonu saglanmistir. Biiyiime diizenleyicileri
kombinasyonlar1 arasinda en iyi uyartim ise, 0.5 pM kinetin + 5.0 uM 2,4-D igeren
besi ortaminda gerceklesmistir. Optimum sakkaroz konsantrasyonlar1 eksplant
tipine gore farklilik gdstermis ve kotiledon ve kok eksplantlar ig¢in %6 sakkaroz,
yumru ve yaprak sapi eksplantlar igin ise %3 sakkaroz konsantrasyonunun daha
elverisli oldugu tespit edilmistir.

Kreuger vd. (1995), sivi kiiltiir ortaminda siklamen yumrularindan
siispansiyon kiiltiirii yaparak somatik embriyogenesis uyartimi {izerine bir ¢aligma
yapmiglardir. Kiiltiir ortaminda 2,4-D ve kinetin biiylime diizenleyicilerinin
varliginda, 5-7 haftada embriyojenik yetkinlige sahip hiicre hatlar1 elde etmeyi
basarmiglardir. Elde edilen embriyojenik kallus hatlarindan belirli araliklarla alt
kiiltlir sirasinda somatik embriyo iiretimi i¢in bir kismini izole ederek, bitki
bliylime diizenleyicisi igcermeyen farklilagma ortamina aktarmiglardir. Calismada

yiiksek sakkaroz konsantrasyonunun (175 mM) izole edilen embriyojenik kallus
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hatlarinin farklilagsmasinda etkili oldugu, embriyojenik yapilardan yumru olusumu
ve ¢imlenmede ise diisiik sakkaroz konsantrasyonu (58 mM) etkili olmustur.

Ewald (1996), tiirlerarasi melezlemelerde abortif embriyo olusumu ve
uyusmazliklarin oniine gegmek igin C. persicum (CP) ile C. purpurascens (RW)
tiirleri arasinda melezlemeler yaparak, tozlamadan sonra 21 ve 35’inci giinlerde
ovaryum izole ederek %3 ve %6 sakkaroz ve %1 agar iceren MS besi ortaminda
kiiltiire almistir. Melez kombinasyonlarindan en iyi uyartim 2’ser adet embriyo ile
RW x CP kombinasyonunda 21. giinde %3 sakkaroz iceren ortamda 6 adet
ovaryumun kiiltiire alinmasindan ve %6 sakkaroz iceren besi ortaminda 38
ovaryumdan kiiltiire alinmasindan elde edilmistir. Tozlamadan 35 giin sonra ise;
%3 sakkaroz igeren ortamda benzer gelismeler gbzlenmis, %6 sakkaroz iceren besi
ortamina alinan 39 eksplanttan 5’inde embriyo uyartimi saglanmustir.

Takamura ve Tanaka (1996), siklamende ekonomik anlamda doku kiiltiirti
temelli {iretim i¢in ¢ogaltma katsayisini artirmak amacryla, eksplantlardan somatik
embriyogenesis uyartimina ortam sartlarinin etkisini aragtirmiglardir. Calismada
doku kiiltiiriinde en 6nemli kisitlayici faktorlerden birisi olan kontaminasyonu
engellemek i¢in baslangi¢ materyali olarak; karanlikta 42 giin bekletilen ve
etiyollesen yaprak saplari kullamilmistir. Eksplantlar kinetin ve 2,4-D biiylime
diizenleyicilerini igeren MS ortaminda kiiltiire alinmig ve ¢alisma sonucunda, en
yiiksek embriyo uyartim oran1 2,4-D (5.0 puM) igeren besi ortamlarinda
gdzlenmistir. Ortam sartlar1 bakimindan ise en yiiksek uyartimin 25 °C sicaklikta
karanlikta kiiltiire alinan eksplantlarda gergeklestigi belirlenmistir.

Bach vd. (1998), ticari F1 siklamen ¢esidine (C. persicum cv. ‘Medium’)
ait aseptik fidelerden alinan yaprak kisimlari, kok ve hipokotil ekplantlar ile farkl
konsantrasyonlarda oksin ve sitokinin biiylime diizenleyicileri eklenen besi
ortamlarmin rejenerasyona etkisini aragtirmiglardir. Calismada 2iP’nin 25 mM
konsantrasyonu ile nispeten diisiik konsantrasyonda NAA (2.5 mM) iceren besi
ortaminda tiim eksplant tiplerinden kallus rejenerasyonu saglanmis, bazi

eksplantlardan ise dogrudan kok ve siirglin olusumu gdzlenmistir. Yaprak
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eksplantlar1 direkt organogenesis igin en iyi eksplant kaynagi olurken, adventif
stirgiinler genellikle yaprak kenarlarindan rejenere olmustur. Adventif kok yapilar
ise yapragin orta kisimlarindan alinan eksplantlardan geligmistir. 50 uM 2,4-D ve 4
uM 2iP biiylime diizenleyicileri rejenerasyon uyartimi i¢in en etkili olurken,
somatik embriyolarin gelisimi 0.5 pM 2,4-D ve 5 uM BA igeren besi ortaminda
gergeklesmistir.

Ishizaka (1998), C. persicum (2n=2x=48) ile C. purpurascens
(2n=2x=34)’in melezlenmesiyle elde edilen F1 hibrit (2n=41) bitkilere ait anterler
eksplantlarindan bitki rejenerasyonunu saglamak igin kiiltiire almistir. Polen
gelisiminin erken tek ¢ekirdeklilik asamasindaki mikrosporlari iceren anterler 90 g
L' seker ve 0.1, 1 mgL" NAA veya 0.1 mgL™" 2,4-D i¢eren B5 ortaminda 5 °C’de
4 giin boyunca kiiltiire alinmis ve sonrasinda 25 °C’de 60 giin karanlik kosullarda
kiiltiire alinarak embriyoidlerin gelisimi saglanmistir. Embriyoidler, genellikle 30 g
L' seker iceren B5 ortaminda 25 °C sicaklik ve karanlik kosullarda bitkicik
olusturmustur. Arastirma sonucunda steril bitkilerin, F1 hibridin indirgenmemis
mikrosporlardan kaynaklanan polihaploidler ve fertil bitkilerin de indirgenmemis
mikrospor kromozomlarinin kiiltiirii sirasinda kendiliginden katlanmasi ile gelisen
amfidiploidler oldugu saptanmustir.

Karam ve Al-Majathoub (2000), yabani C. persicum bitkilerine ait farkli
eksplant tiplerinin doku kiiltiiriinde siirgiin olusturma yetenegini arastirdiklari
caligmalarinda eksplantlari, yalniz TDZ veya BA igeren 1/3MS besi ortaminda
kiiltiire almiglardir. Calismada BA iceren besi ortamlarinda eksplantlardan siirgiin
gelisimi goézlenmezken, TDZ kullanilan ortamlardan sadece yaprak eksplantlarinda
siirglin rejenerasyonunun oldugu belirlenmistir. Cigek sapinda en iyi siirgiin
gelisimi TDZ’nin 0.022 ve 0.22 mgL" konsantrasyonlarinda, ta¢ yapraklarda ise
TDZ’nin 0.22 mgL™" konsantrasyonu i¢eren besim ortamlarinda belirlenmistir.

Hohe vd. (2001), siklamende somatik embriyolarinin siv1 kiiltiirde gelisimi
ve ticari olarak kitlesel {iiretim icin, globiiler somatik embriyo yapilarinin

biyoreaktdrde gogaltimina ydnelik protokol gelistirmislerdir. 2.0 mg L™ 2,4-D ve
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0.8 mg L' 2iP iceren ' MS besi ortaminda gelistirilen embriyojenik kallus
hatlarindan, biiylime diizenleyicisi igermeyen ayni besi ortaminda farklilagmasi
saglanarak somatik embriyolar elde edilmistir. Calismada sivi kiiltiire alinan
somatik embriyolarin farklilagmasi igin; sivi kiiltiir zamani, farkli inokiilasyon
fraksiyonu, embriyo yogunlugu gibi parametrelerin optimizasyonunu yapmiglardir.
Stv1 kiiltiirde kisa siirede globiiler emrbiyolarin ¢imlendirilmesi ve biyoreaktor
sisteminde embriyolarin gelismeleri saglanmistir. Hormonsuz besi ortamlarinda
sivi kiiltiir baglangicindan itibaren 38 haftalik bir zaman diliminde 27 bin adet
bitkicik elde edilerek dis ortama aligtirilmustir.

Abu-Qaoud (2004), ‘Concerto’ ticari siklamen ¢esidine ait fidelerin yaprak,
yaprak sapt ve yumrularina ait eksplantlarini in vitro’da kiiltiire alarak farkli
sitokinin ve oksin konsantrasyonlarinin siirgiin ve yumru olusumu iizerine etkisinin
incelemistir. Hazirlanan tiim besin ortamlarina oksin hormonu olarak NAA’nin 5.4
UM konsantrasyonu ve sitokinin hormonu olarak ise ya BA veya TDZ’nin farkli
konsantrasyonlar1 eklenmistir. Calisma sonucunda sitokinin hormonu igermeyen
besin ortamlarinda siirglin olusumu goézlenmemistir. En iyi siirgiin olusumu ise
BA’nin 4.4 pM ve TDZ’nin 4.0 pM konsantrasyonlarinda goézlenmistir. Yumru
olusumu ise yaklasik %42 rejenerasyon orani ile 2.0 uM TDZ ve yaklasik %58
rejenerasyon orani ile 4.0 uM TDZ hormonu igeren besi ortamlarinda yaprak
eksplantlarinda gergeklesmistir.

Winkelmann ve Serek (2005), iki farkli islahgidan temin ettikleri farkli
cicek rengi ve biiyiime tipine sahip siklamen c¢esitlerinden oviil eksplantlarinda
yiikksek oksin diisiik sitokinin konsantrasyonlarinin somatik embriyogenesise
etkilerini arastirmiglardir. Toplamda 32 gesitten alinan oviil eksplantlar1 9.05 uM
2,4-D ve 3.94 uM 2iP biiyiime diizenleyicileri igeren 2MS ortamina transfer
edilmis ve bu gesitlerden sadece bir tanesinde embriyo uyartimi gergeklesmemis,
diger tiim c¢esitlerde ise somatik embriyo uyarttmi saglanmistir. Embriyo
rejenerasyon orani c¢esitlere gore degismekle birlikte %0-65 olmustur. Cesitlerin

biiyiime aligkanliklaria gore rejenerasyona verdigi tepkiler incelendiginde ‘Orta’
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biiylime habitiisiine sahip ¢esitlerde embriyo uyartimi daha diisiik, ¢igek rengi
kirmiz1 olan g¢esitlerde ise embriyo uyartiminin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Winkelmann vd. (2006), siklamende sivi kiiltiirde farkli sakkaroz
konsantrasyonlarindan elde edilen somatik embriyolarin ¢imlenme fizyolojisinin
aragtirllmasi igin zigotik embriyolarla protein kompozisyonlar1 bakimindan
karsilagtirmistir. Somatik ve zigotik embriyolarin protein analizleri yapilmis ve
calisma sonucunda 60 g.L' sakkaroz igeren sivi kiiltiirden elde edilen embriyolar
ile zigotik embriyolarin protein ¢esitliligi arasinda %74 oraninda benzerlik
bulunmustur. Yar1 oranda sakkaroz i¢eren sivi kiiltiirden elde edilen embriyolarin,
60 gL' sakkaroz igeren siv1 kiiltiirden elde edilen embriyolardan protein gesitliligi
bakimindan daha az protein tiirii igerdigi tespit edilmistir.

Lyngved vd. (2008), siklemende embriyojenik ve embriyojenik olmayan
kallus hatlarmi protein igerigi bakimindan karsilastirmiglardir. Embriyojenik ve
embriyojenik olmayan kallus yapilarinda toplamda 1200 farkli protein igerigi
belirlenmis ve bu proteinlerden 943’iiniin iki kallus yapisinda da bulundugunu
tespit etmislerdir. Belirlenen protein tiirlerinden 108’i sadece embriyojenik
kalluslarda bulunurken 97’sinin embriyojenik olmayan kalluslarda bulunmustur.
Her iki kallus tipinde de farklilik gdsteren protein tiirlerinin 128’1 tamimlanmis ve
bunlardan 27’sinin embriyoya 6zgii proteinler olabilecegi belirlenmistir.

Seyring vd. (2009), bes farkli siklamen tirtinde in vitro c¢ogaltim
olanaklarini incelemiglerdir. C. persicum, C. coum, C. africanum, C. hederifolium
ve C. cilicium tirlerine ait 11 genotipte, dort farkli eksplant tipinde iki farkli
protokoliin in vitro ¢ogaltim etkinligini incelemislerdir. ilk protokolde; eksplantlar
ilk olarak karanlikta sekiz hafta, sonrasinda 2iP ve 2,4-D i¢eren MS ortaminda dort
hafta ve son olarak farklilagmanin saglanmasi i¢in biiyiime diizenleyicisi icermeyen
aynmi ortamda kiiltiire alinmigtir. Diger protokolde ise; farkli eksplant tipleri ilk
olarak TAA ve BAP iceren N69 besi ortaminda 16/8 saat karanlik aydinlik
fotoperiyotta alti hafta boyunca, daha sonra ise 8 hafta karanlik ortamda kiiltiire

alinmistir. Sonug olarak ilk protokolde tiim tiir ve eksplant tiplerinden %80
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oraninda kallus rejenerasyonu belirlenmis, ancak C. hederifolium tiiriine ait yaprak
sapt eksplantlarinda rejenerasyon orant %50 ve C. cilicium tiirine ait yaprak
eksplantlarinda ise rejenerasyon orant %20 olmustur. Diger protokolde
rejenerasyon orani tiir ve eksplant tipine gore oldukga farklilik gdstermis ve kiiltiire
alinan genotiplerden yedisinde siirgiin olusumu gézlenmistir.

Prange vd. (2010), 2,4-D, BA, 2iP ve kinetin iceren farkli kat1 ve sivi
kiiltiir ortamlarimin C. coum tiirline ait yaprak eksplantlarinda embriyo
rejenerasyonu iizerine etkisini incelemislerdir. Calisma sonucunda rejenerasyon
orani kat1 ve sivi kiiltiirde farklilik gostermistir. Katr kiiltiir ortaminda 876 adet.g™
somatik embriyo olusurken, siispansiyon kiiltiirinde ise 4.24 x 105 adet.g”
protoplast elde edilmistir.

You vd. (2011), C. persicum tiiriine ait somatik embriyolar1 eksplant olarak
kullanmig ve eksplantlardan yeniden somatik embriyo uyartimi saglamigslardir.
Calismada, ilk kiiltiir ortaminda eksplantlardan globiiler asamada somatik
embriyolar elde edilmistir. lkinci kiiltir ortaminda ise globiiler asamadaki
embriyolardan, torpedo asamasinda embriyolar ile birlikte bitkicige doniigiim
saglanmigtir. Arastirmacilar ilk kiiltiir ortaminda elde ettikleri embriyo yapilarini
birincil somatik embriyo, ikinci kiiltiir ortaminda elde ettikleri embriyolar ise
ikincil somatik embriyo olarak adlandirmistir. Birincil somatik embriyolar
biiyiikliiklerine gére farkli gruplara ayrilarak 2.0 mgL™" 2,4-D ve 0.2 mgL™ 2iP
igeren sivi besi ortaminda kiiltiire alinmis ve kiiltiir baglangicindan dort hafta sonra
ornekler bitki biiyiime diizenleyicisi i¢ermeyen farklilagma ortamlarina transfer
edilmistir. Elde edilen ikincil embriyolar ise, ABA igeren ortaminda tekrar kiiltiire
alinmistir. Calisma sonucunda birincil embriyolardan %90 oraninda kallus
rejenerasyonu elde edilmistir. ABA iceren besi ortamlarinda kallus rejenerasyon
orani diiserken, torpedo agsamasinda somatik embriyo sayis1 artmistir.

Naderi vd. (2012), C. persicum tiirinde MS ve AMS ortamlarinin yaprak
ve yaprak sapt eksplantlarindan kallus ve somatik embriyo olusumu iizerine

etkisini arastirmiglardir. Kallus rejenerasyonu {izerine besi ortamlarmin etkisi
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Oonemsizken, besi ortami ve eksplant tipi interaksiyonu etkisi 6nemli bulunmustur.
Somatik embriyo uyartimi ortamlara gore en fazla %2MS icin yaprak, MS ortami
icin yaprak sap1 eksplantlarinda gbzlenmistir.

Kocak vd. (2014), iilkemiz florasinda bulunan C. persicum tiiriine ait
genotiplerde farkli eksplant tipleri ile farkli bitki biliylime diizenleyicisi
kombinasyonlar1 igeren besi ortamlarmin, somatik embriyo uyartimi iizerine
etkilerini incelemislerdir. Dogal ortamlarindan sokiilerek 1sitmasiz sera sartlarinda
kiiltiire alman siklamen genotipleri arasindan secilen 15 genotipte; yaprak, yaprak
sapt, oviil ve ovaryum eksplantlar1 in vitro’da kiiltiire alinmistir. Calisma
sonucunda kullanilan eksplant tipi ve genotipler eksplantlarin rejenerasyonunda
etkili olmus, ancak en yiikksek embriyo uyartimi ovaryum eksplantlarindan
saglanmstir.

Winkelmann vd. (2015), siklamenin kitlesel ¢ogaltiminda somatik
embriyogenesis yolaginin etkili oldugu ancak embriyolarin gelisiminin homojen
olmamas1 veya erken c¢imlenmesi gibi engellerle karsilasildigini, bu nedenle
somatik embriyogenesis yoluyla heniiz kitlesel in vitro cogaltim miimkiin
olmadigini bildirmistir. Bu nedenle arastirmacilar somatik ve zigotik embriyolarin
metabolit igeriklerini kargilagtirmiglar ve =zigotik embriyolarin  somatik
embriyolardan daha fazla prolin igerigine sahip olduklarini belirlemiglerdir.

Titinct vd. (2016), ti¢ farkli C. persicum genotipine ait embriyojenik
kallus hatlarinda sitokinin uygulamalarinin somatik embriyolarin farklilagmasi
tizerine etkilerini incelemislerdir. Calismada 2MS besi ortamina eklenen ii¢ farkli
BAP (1.1, 2.2 ve 44 pM) konsantrasyonu ile kinetin ve zeatinin 4.4 puM
konsantrasyonunun etkisi arastirilmigtir. Kiiltiire alinan kallus hatlarinda, 4 hafta
sonra embriyo sayimlar1 yapilmis ve kalluslarin relatif biiylime oranlar
belirlenmistir. Calisma sonucunda 1. genotipte kinetin igeren besi ortamindan
gelisen 100 mg kallusta 1000°den fazla somatik embriyo elde edilmistir. 2. genotip
icin en iyi ortamin zeatin uygulamasi oldugu, 3. genotip i¢in ise en iyi ortamin 1.1

UM BAP igeren besi ortami oldugu belirlenmistir.
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Izgii vd. (2016), iilkemize endemik C. cilicium, C. mirabile, C.
pseudibericum ve C. parviflorum tiirlerinde etkili bir somatik embriyogenesis
protokolii olusturmak igin farkli eksplantlarin rejenerasyon {izerine etkisini
aragtirmiglardir. Caligmada kallus rejenerasyonu igin 2,4-D ve 2iP’nin farkh
konsantrasyonlarini igeren 2MS besi ortaminda yaprak, yaprak sapi, ovil ve
ovaryum eksplantlar kiiltiire alinmistir. Kallus rejenerasyonu tiir ve eksplant tipine
gore farklilik gostermis ve en yiiksek kallus uyartimi (%100) C. pseudibericum
tiriinde yaprak sapi eksplantlarindan; en diisik kallus uyartimi ise (%56) C.
cilicium tiirinde yaprak eksplantlarindan elde edilmistir. Kallus uyartimi besi
ortami ve icerdigi biiyiime diizenleyicisi agisindan degerlendirildiginde en yiiksek
kallus rejenerasyonu %20 oran ile 2.5 mg L™ 2,4-D ve 0.5 mg L™ 2iP igeren :MS
ortaminda C. pseudibericum tiiriine ait oviill orneklerinden elde edilmistir.
Kalluslardan somatik embriyo uyartim orani %39 oran ile 2.5 mgL™" 2,4-D ve 1.0
mgL"' 2iP igeren besi ortaminda C. pseudibericum tiiriine ait yaprak sapi
eksplantlarindan elde edilmistir.

Amini (2016), C. persicum, C. hederifolium ve C. cilicium siklamen
tirlerinde anter ve ovill eksplantlariin somatik embriyogenesise etkisini
arastirmustir. Cigek agimindan 2-3 giin nce izole edilen oviil eksplantlar1 30 g.L’!
sakkaroz iceren, anterler ise 90 g.L™' sakkaroz igeren 2.0 mgL"' 2,4-D + 0.8 mgL"
2iP igeren AMS ortaminda kiiltiire alimmustir. On uygulama olarak kiiltiire alman
ornekler karanlikta 5 °C’ de 2 giin bekletilmis ve sonrasinda yine karanlikta 25 °C’
de 8 hafta kiiltiire alinmustir. Sekiz hafta sonra 6rnekler, 30 g.L"' sakkaroz igeren
biiylime diizenleyicisi igermeyen ortamda kiiltiire alinarak kalluslarin farklilagmasi
saglanmistir. Calisma sonucunda en yiiksek kallus rejenerasyonu, %67.4 ile C.
cilicium’ da ve ardindan C. persicum’ da %66.8 olarak goriiliirken, en diisiik kallus
rejenerasyonu %30.1 ile C. hederifolium’ da goézlenmistir. Eksplantlarda en yiiksek
embriyo orant %30.5 ile anter eksplantlarindan elde edilirken, oviil eksplantindan

gelisen embriyo rejenerasyon orani %9.0 olmustur. En yliksek embriyo gelisimi ise
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%35.8 ile C. cilicium’da gozlenmistir. C. persicum ve C. hederifolium’da bu oran
sirast ile %21.3 ve %2.0 olmustur.

Sevindik (2018), iilkemizde dogal olarak yayilis gosteren C. persicum, C.
hederifolium, C. coum, C. cilicium, C. pseudibericum tiirleri ile ‘Melodi’ F1 C.
persicum ticari ¢esidinde anter ve oviil eksplantlarindan haploid bitki elde etme
olanaklarini incelemistir. Calismada haploid bitki uyarttmi1 amaciyla, anter
eksplantlar1 4 °C’ de iki giin bekletilmis ve sonrasinda aktif karbon ve farkl
konsantrasyonlarda NAA iceren B5 ortaminda kiiltiire alinmistir. Calismada ticari
ceside ait anter eksplantlarinda kallus rejenerasyonu gozlenirken, yabani C.
persicum tiirlinde 5 pM NAA iceren B5 ortaminda haploid embriyo ve bitkiye
doniisiim saglanmistir. Ayn1 ortamda C. hederifolium tiiriinde ise siirgiin benzeri
yapilar elde edilmistir. Yabani ve ticari C. persicum bitkilerinde kallus uyartimi 2.0
mgL" 2,4-D ve 0.8 mgL™" 2iP igeren MS ortaminda, embriyo uyartimi ise 2.0 mgL”
' 2,4-D ve 0.5 mgL" 2iP igeren MS ortaminda elde edilmistir. C. coum ve C.
pseudibericum tiirlerinde sadece kallus rejenerasyonu gergeklesmistir.

Tiitiinci vd. (2019) tlkemizde dogal olarak yetisen C. persicum ve C.
pseudibericum tiirlerinde farkli doku kiiltiirii ortamlarinin gynogenesis iizerine
etkilerini incelemislerdir. Calismada oviil eksplantlar1 2,4-D ve 2iP’nin farkh
konsantrasyonlarini i¢eren 2MS ve BS ortamlarinda kiiltire alinmigtir. En yiiksek
kallus uyartim %70 oran ile C. persicum tiiriinde 1.5 mgL™" 2, 4-D ve 0.5 mgL™"' 2iP
igeren B5 ortamina alinan eksplantlardan elde edilmistir. C. pseudibericum tiiri
i¢in ise kallus olusum oran1 %48 olmus ve 1 mgL" 2, 4-D ve 0.3 mgL™ 2iP igeren
BS5 ortamindan elde edilmistir. C. persicum tiiriinde en yiiksek embriyo uyartimi
(%55); 1.5 mgL™" 2, 4-D ve 0.8 mgL™" 2iP igeren 4MS ortaminda gelisen kallus
yapilarindan elde edilmistir. Ancak, C. pseudibericum tiiriinde besi ortamlarinin
higbirinden embriyo uyartimi saglanamamigtir. Sonug olarak, kallus uyartiminda
B5 ortaminin 2MS ortamindan daha iyi sonu¢ vermesine ragmen, embriyo

uyartimi i¢in yiiksek oksin ve diisiik sitokinin konsatrasyonuna sahip 2MS ortamu
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daha iyi bulunmus ve 2.0 mgL™" 2, 4-D ve 0.5 mgL™" 2iP igeren 4MS ortamindan
42 adet bitkicik elde edilmistir.

Kogak (2019), iilkemizde dogal olarak yetisen C. coum tiiriinde farkli eksplant
tiplerinin somatik embriyogenesise etkisini incelemistir. Eksplantlardan
embriyojenik kallus uyartimi amaciyla ilk asamada bir oksin (NAA) ve ii¢ farkl
sitokininin (2iP, BA ve kinetin) hormonunun farkli kombinasyonlarini igeren alt1
farkli besi ortami denenmistir. Calisma sonucunda tiim eksplant tiplerinde ve
ortamlarda kallus rejenerasyonu saglanmistir. Embriyo uyartimi BA, NAA ve
kinetin i¢eren besi ortamlarinda gozlenirken, 2,4-D ve 2iP igeren besi ortamlarinda
embriyo gelisimi gozlenmemistir. Eksplantlara gore en yiiksek kallus rejenerasyon
orani yaprak sap1 eksplantlarinda %91.2, yaprak eksplantlarinda %89.7 olmustur.
En yiiksek embriyo uyartimi ise, yaprak sapi eksplantlarinda %89.7 ve yaprak

eksplantlarinda %69.2 oraninda elde edilmistir.

2.2. Ulkemizde Yapilan Isinlanmus Polen Yontemiyle Haploid Bitki Uyartim
Cahismalan

Ismlanmig polenlerle tozlama ve sonrasinda partenogenik haploid bitki
eldesi, 1930’lu yillarda baglamis ve sonrasinda bir¢ok tiirde denenmistir.
Giiniimiizde daha ¢ok sebzelerde ve 6zellikle Cucurbitacea familyasinda uygulanan
bir yontem olup, diinyada ve iilkemizde de bu konuda basariyla yapilmis ¢aligmalar
bulunmaktadir.

Gilirséz (1990), iki kavun ve bir karpuz c¢esidinde 1simmlanmis polenle
uyartilan in situ partenogenetik embriyolardan in vitro kiiltiirii ile haploid bitki
eldesi iizerine arastirma yapmustir. Calismada Co-60 kaynagi kullanilarak gamma
1sininin 300 Gy dozu ile ¢igek tozlart 1sinlanmig ve kavunda tozlamadan 3-4 hafta
sonra, karpuzda ise tozlamadan itibaren 2 haftadan 5 haftaya kadar meyveler hasat
edilereck embriyo kurtarma islemi yapilmistir. Calisma sonucunda, kavun

cesitlerinde 100 tohumdan elde edilen embriyo sayisi 1.11-2.34 olarak
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belirlenmistir. Sonug olarak ¢alismada 327 adet kavun ve 17 adet karpuz bitkisi
elde edilmistir.

Sar1 (1994), dort farkli karpuz cesidinde iginlanmig polenlerle tozlama
yoluyla haploid bitki elde edilmesi iizerine arastirmalar yapmustir. Arastirmada
polenlere dort farkli gama 151n dozu (100, 200, 300 ve 400 Gy), toluidin mavisi ve
kolhisin kimyasallar1 ile kontrol olarak su uygulamasi yapilmistir. Calisma
sonucunda, haploid embriyo uyartimina tozlayici ¢esidin etkisi dnemsiz ana bitki
ve mevsimin etkisi ise Oonemli bulunmustur. Cesitlere gore degismekle birlikte
‘Halep karasi’ ¢esidinde meyve basina ortalama 2-7, ‘Sugar Baby’ ¢esidinde 1-2,
‘Crimson Sweet’ ve ‘Charleston Gray’ cesitlerinden ise meyve basina 0-1 adet
haploid embriyo uyartimi1 saglanmistir. Arastirmada, tiim ¢esitlerden toplamda 54
adet haploid bitki elde edilmistir. Isin dozlarinin etkisi incelendiginde, 100 Gy 1s1n
dozu uygulamasi polenlerin dolleme yeteneklerini degistirmemis ve normal
melezlenmeler gozlenmistir. 400 Gy 151n dozunda ise meyve tutumu, meyve
agirhigi, tohum ve embriyo sayilan azalmistir. Karpuz icin en iyi 151 dozlarinin
200-300 Gy oldugu belirlenmistir.

Caglar (1995), dort farkli hiyar ¢esidinde yil boyunca ii¢ farkli gama 151
dozu (300, 450 ve 600 Gy) ile 1sinlanmis polenlerle tozlama yaparak haploid
uyartimina genotip, 15in dozu ve mevsimin etkisini incelemistir. Caligmada, hiyarda
haploid embriyo uyartimi i¢in en uygun 1simn dozunun 300 Gy ve en iyi tozlama
doneminin mayis-eyliill arasindaki donem oldugu belirlenmistir. Isinlanmig
polenlerle uyartim yoluyla ‘Qamar’ ¢esidinde 704 adet, ‘Seraset’ ¢esidinde 603
adet, ‘Dere’ ¢esidinde 255 adet ve ‘Cengelkdy’ hiyar ¢esidinde 365 adet haploid
embriyo elde edilmistir. Embriyolardan cesitlere gore sirasiyla 84, 34, 29 ve 43
adet haploid bitki elde edilmistir. Haploid bitkilerde kromozom katlama i¢in %0.5
dozda 4 saat ya da %1 dozda 2 saat kolhisin uygulamasi en iyi sonucu vermistir.

Yanmaz vd. (2009), acurda 1ginlanmis (250, 300 ve 350 Gy) polen yontemi
ile haploid embriyo uyartimini incelemislerdir. Erkek cicekler, cicek agimindan 2-3

giin Once toplanarak 1simn uygulamalari yapilmig ve sonrasinda tozlama islemi
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gerceklestirilmistir. Tozlamadan 3-4 hafta sonra meyveler hasat edilerek embriyo
kurtarma iglemi yapilmustir. Diger taraftan 1iginlamadan sonraki 3 gilinde her giin in
vitro polen canlilik testleri yapilmis ve 1s1n uygulamalariin polen canliligi iizerine
etkisi belirlenmigtir. Caligma 1sinlama yapilmayan polenlerde canlilik %81 iken,
151n uygulamasinda bu oran %23’lere diismiistiir. Embriyo uyartim i¢in ise 300 Gy
151n dozu uygun bulunmustur.

Akbudak (2005), ii¢ farkli domates ¢esidinde 1sinlanmis polen yontemi ile
haploid embriyo uyartimini aragtirmistir. Bu ¢esitlere ait ¢igek tozlar1 dort farkli
dozda (100, 200, 300 ve 400 Gy) gama 1ginina maruz birakilmistir. Calismanin
ilerleyen asamalarinda, 151in dozlar1 goézlemlere gore degistirilerek 300 ve 400 Gy
dozlar denemenden ¢ikarilip yerine 50, 150 ve 250 Gy 1sin dozlar1 eklenmistir.
Isinlanan ¢icek tozlarinin ¢igcek tozu canliligl, ¢imlenme oranlar1 ve tozlamadan
sonra meyve baglama oranlarina etkisi belirlenmistir. Calisma sonucunda 151n dozu
arttikca cicek tozlarinin canlilik, ¢imlenme ve meyve baglama yetenekleri
azaltmistir. 300 ve 400 Gy 151n uygulamalarinda en diisiik cigek tozu canliligi ve
¢imlenmesinin oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde elde edilen bitki sayisi da 151
dozu arttik¢a azalmistir.

Berber (2009), on bes kabuksuz ¢ekirdek kabaklarinda ti¢ farkli gama (50,
100 ve 150 Gy) 1sin dozu kullanarak 1smlanmis polen yontemiyle haploidi
uyartimini arastirmigtir. Calisma sonucunda, her ii¢ 151n dozu uygulamasindan da
bitkiler elde edilmis ancak haploid bitki uyartiminin daha ¢ok 150 Gy 151 dozunda
gergeklestigi belirlenmistir. Calisma kapsaminda incelenen tiim genotiplerde,
toplam 2073 embriyo elde edilmis ve bunlardan 979’u ¢imlenerek bitkiye
dontlismiistiir. Morfolojik incelemeler sonucunda dis ortama sasirtilan 75 bitkinin
%42.6'sin1n haploid, %57.3"iiniin ise diploid oldugu tespit edilmistir.

Kasapoglu (2009), ‘Kirkaga¢’ kavun ¢esidinde farkli donemlerde
1sinlanmis polenlerle tozlama ile haploid uyartimini incelemistir. Calismada
tozlama sonrasinda meyve agirligi, meyvedeki tohum ve haploid embriyo sayilari

ile bitkiye doniisim orani incelenmistir. Sonug¢ olarak, 26 Nisan ve 3 Mayis
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tarihleri arasinda yapilan tozlamalardan meyve basina 5.81 embriyo ile en yiiksek
oran elde edilmistir Bu doénemde yapilan tozlamalar sonrasinda olusan
embriyolarin %83.3{inde bitkiye doniigiim saglanmustir.

Giirsoy (2009), kavunda 300 Gy dozda gama iginina maruz birakilan ¢igek
tozlarn ile farkli tarihlerde tozlamalar yapilarak en iyi tozlama ddnemi
aragtirilmigtir. Calismada tozlamadan sonra meyve tutma orani, meyve agirliklari,
tohum sayisi, meyve basina haploid embriyo uyartimi ve farkli gelisme
asamalarinda gozlenen embriyo sayilar ile embriyolardan bitkiye doniisiim orani
incelenmigtir. Kavunlar ii¢ farkli tarihte hasat edilerek 13 °C’de ii¢ haftaya kadar
depolanmistir. Calisma sonucunda, 4-11 Mayis tarihleri arasinda yapilan
tozlamalar sonrasinda elde edilen meyvelerdeki embriyolarin bitkiye doniisiim
oraninin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Tozlamadan 22 giin sonra yapilan
hasattan elde edilen meyvelerin 2 hafta siireyle depolanmasindan en iyi sonuglar
elde edilmistir.

Baktemur (2009), iki kavun genotipinde 300 Gy dozda gama 151mina maruz
birakilan ¢icek tozlari ile tozlama sonrasinda embriyo uyartimi saglamis ve bu
embriyolarin tohumlardan izole edilmesinde, kolaylik saglayabilecek farkli
yontemleri incelemistir. Caligma sonucunda meyve basina ortalama en yiiksek
embriyo sayist 3.3 oran ile tohumlar1 tek tek agma yonteminden elde edilmistir.
Tohumlara 151k tutarak embriyo kontrolii uygulamasinda bu oran 3.1 ve dogrudan
ekimde ise 2.4 olmustur. Yontemlerin saglamig oldugu is giicii ve kolaylik goz
oniine alindiginda, tohumlarin 1s1kta sayilmasi uygulamasi en iyi yontem olurken
tohumlarin dogrudan besin ortamlarina ekimi bunu takip etmistir.

Kurtar vd. (2009), kabakta farkli gama 151n dozlarina maruz birakilan ¢igek
tozlar ile farkli zamanlarda yapilan tozlamalarin haploid bitki uyartimina etkilerini
incelemislerdir. Caligmada, embriyo uyartimi ve bitkiye doniigiim orani erken
zamanda diisiik doz uygulamasiyla artmistir. Haploid bitki uyartimi embriyolarin
gelisim asamalari, tozlanma zamani ve 151n dozundan etkilenmistir. Embriyodan

bitkiye doniisiim sadece 50 ve 100 Gy uygulamalarindan elde edilmis ancak in situ
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partenogenesis uyartimi yalniz 50 Gy uygulamasindan saglanmistir. Kabakta
embriyo kurtarma i¢in uygun hasat zamani ise tozlamadan 3 hafta sonra oldugu,
hasat zamaninin gecikmesiyle nekrotik embriyo oraninin arttigi tespit edilmistir.

Taskin vd. (2010), iki karpuz genotipi ve bir karpuz ¢esidinde 5 farkli
gama 1sin dozu kullanarak 1smlanmis polen teknigi ile haploidi uyartimi
saglamiglardir. Calismada ¢icek agimindan bir giin 6nce toplanan erkek ¢iceklerde
50, 150, 200, 275 ve 300 Gy dozlarinda 1s1n uygulamast yapilmis ve ertesi giin
tozlama islemi gerceklestirilmistir. Tozlamadan 25 giin sonra embriyo kurtarma
islemi gerceklestirilmis ve 30 g.L"' sakkaroz, 0.08 mgL"' B12 ve 0.02 mgL"' IAA
iceren CP besi ortaminda kiiltiire alinmigtir. Calisma sonucunda toplamda 43
meyveden 60 adet haploid embriyo elde edilmistir. En yiiksek haploid embriyo
uyartimi Genotip 1’de 100 meyvede 6.25 oran ile 275 Gy 15in dozundan elde
edilmistir.

Ozcan (2017), farkli ¢icek yapilarina sahip 1spanak tiiriinde 1slah
caligmalarini kolaylastirma i¢in doku kiiltiirii destekli haploid bitki iiretimi iizerine
bir ¢aligma yapmistir. Calismada anter kiiltiirii ve 1sinlanmis polenlerle tozlama
yontemi ile haploid uyartimi arastirilmustir. Ug farkli ispanak cesidinde cicek
tozlar1 6 farkli 151n dozuna maruz birakildiktan sonra tozlama islemi yapilmistir.
Anterler ise farkli oksin ve sitokinin konsantrasyonlari igeren 4 farkli besin ortami
kiiltiire alinmistir. Caligmada kullanilan gesitlerin 1sinlanmis polenlerle tozlanmasi
sonrasinda i¢i bos, kat1, siv1 gibi farkli tohum yapilart meydana gelmistir.

Kurtar vd. (2017), hiyara ana¢ olarak kullanilabilecek 17 kabak anag
adayinda 1sinlanmig polen teknigi ile haploid bitki elde etmiglerdir. Caligsmada,
cicek tomurcuklart Co-60 kaynagi kullanilarak 150 Gy dozunda gama i1sim ile
1sinlanmis ve ¢icek tozlari elde edilmistir. Isinlanmis polenlerle tozlamadan 3-4
hafta sonra meyveler hasat edilerek embriyo izole edilmis ve 0.1 mgL" IAA iceren
modifiye MS ortaminda kiiltiire alinmistir. Calisma sonucunda haploid uyartim
iizerine genotiplerin etkisinin 6nemli bulunmustur. Denemeye alinan I genotipinde

toplamda 23 meyveden 3998 tohum, 233 embriyo elde edildigi ve bu
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embriyolardan sonu¢ olarak 3 adet haploid bitki tretildigi bildirilmistir. H
genotipinde ise toplamda 35 meyveden 6464 tohum, 822 embriyo ve sonug olarak
24 haploid bitki elde edilmistir. Haploidi frekansi genotiplere gore farklilik
gostermekle birlikte en diisiik I genotipinde 0.07, en yiiksek ise H genotipinde 2.92
olmustur.

Erol (2018), hiyarda yapmis oldugu c¢alismada owviil kiiltiirii, siv1 kiiltlir ve
1sinlanmig polenlerle tozlama yontemlerinin haploid bitki uyartimina etkisini
incelemistir. Isinlanmis polen tekniginde, 300 Gy dozunda ¢igek tomurcuklarina
151n uygulamasi yapilmis ve daha sonra ¢igek tozlari elde edilerek tozlama islemi
gerceklestirilmistir. Tozlama igleminden 21-24 giin sonra meyveler hasat edilerek
embriyo kurtarma islemi yapilmistir. Tohumlardan izole edilen embriyo yapilari,
20 gL' sakkaroz ve 0.1 mgL’ igeren MS besi ortaminda kiiltire alinmustir.
Calisma sonucunda 1sinlanmis polen tekniginden toplam 14 adet haploid bitki elde

edilmistir.

2.3. Siis Bitkilerinde Isinlanmis Polen Teknigi Uzerine Yapilan Calismalar

Isilanmis polen teknigi ile haploid embriyo veya bitki uyartimi teknigi
giinlimiizde neredeyse geleneksel teknikler arasinda yer almasma karsin, siis
bitkilerinde 1sinlanmig polen teknigi ile haploid embriyo uyartimi ¢aligmalari sebze
ve diger bahge bitkilerine gore oldukga sinirlidir.

Raquin (1985), ii¢ farkli ticari Petunia hybrida tiriinde yapmis oldugu
calismada 6-100 kR arasinda farkli dozlarda gama 1511 uygulanmis ¢igek tozlari ile
tozlama yapmis ve tozlamadan 9-14 giin sonra ovaryumlar: kiiltiire almustir.
Calisma sonucunda 30 kR doza kadar olan uygulamalarda bitkicikler elde edilmis,
ancak haploid bitkiler 60 kR ve iizerindeki dozlardan elde edilmistir.

Raquin vd. (1989), Petunia hybrida ve Petunia parodii tiirlerinde tozlama
isleminden Once ¢icek tozlar1 yerine ovaryumlara 50 Gy dozdan 1.000 Gy doza
kadar farkli gama 1s1m1 uygulamasi yapmislardir. Calismada emaskiile edilen

cigekler 151na maruz birakilmis ve sonrasinda tozlama islemi gerceklestirilmistir.
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Tozlama igleminden sonra gigekler steril olmayan ortamda 4 giin kiiltiire alinmis ve
bu asamada ciceklerde tohum olusumu gdzlenmistir. On kiiltiir asamasindan sonra
ovaryumlar steril ortamda kiiltiire alinmistir. Caligmada 6-8 hafta sonra kallus ve
embriyo yapilari1 ve bitkicikler olusmustur. Calisma sonucunda 200-1000 Gy 1sin
dozu uygulamalarindan haploid ve diploid bitkiler elde edilmistir.

Meynet vd. (1994), ‘Sonia’ giil cesidi genotiplerinde polenleri karisik
toplamis ve sonrasinda 4 farkli 1smm dozu uygulamistir. Isinlanmis polenlerle
tozlama islemi sonrasinda 21 ve 35. giinlerde embriyo kurtarma islemi igin
meyveleri hasat etmistir. Laboratuvar ortamina getirilen 6rneklerde embriyo
kurtarma isleminin teknik zorluklari nedeniyle agilan meyveler igerisinden tohum
taslaklari mikroskop altinda izole edilerek, farkli konsantrasyonlarda oksin (NAA)
ve sitokinin (BA veya kinetin) iceren modifiye MS ortaminda kiiltiire alinmustir.
Calisma sonucunda, 500 Gy 1sin dozu ve tozlamadan sonra 35. giin en iyi
uygulama olarak bulunmustur. Bu uygulama kombinasyonunda arastirmacilar
toplamda 108 tohum taslag kiiltiire almis, ancak bunlardan yaklagik yarisini fungal
kontaminasyon nedeniyle kiiltiir sirasinda kaybetmistir. Geri kalan 6rneklerden ise
2 adet bitki elde edilmistir.

Sato vd. (2000), karanfilde cigek tozlarma 100-200 kR dozlarinda X 1511
uyguladiktan sonra tozlama iglemi gerceklestirmiglerdir. Tozlama igleminden 2-3
hafta sonra ovaryumlar izole edilerek 2 pM NAA, 2 uM BAP ve farkh
konsantrasyonlarda sakkaroz (%6, 9 ve 12) iceren katt MS besi ortaminda kiiltiire
almmustir. Caligma sonucunda 2 uM NAA, 2 uM BAP ve %6 sakkaroz igeren MS
besi ortamindan elde edilen bitkiler ile ana bitki arasinda morfolojik farkliliklar
gozlenmistir. R(0) olarak adlandirilan bu bitkilerin kok hiicrelerinde yapilan
analizler sonucunda, bitkilerin 2n = 30 ve 2n = 15 kromozom sayilarina sahip
olduklar1 belirlenmigtir. R(0) bitkilerinin kendilenmesiyle R(1) bitkileri elde
edilmis ve her bitki grubununda morfolojik olarak birbirinin ayni oldugu
gozlenmistir. Sonug¢ olarak calismada elde edilen R(0) bitkilerinin dihaploid

bitkiler oldugu bildirilmistir.
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Murovec ve Bohanec (2013), Mimulus aurantiacus tiirtine ait
‘Champagne’, ‘Light Yellow’, ‘Lilac’ ve ‘White’ ¢esitlerinde 1sinlanmis polen
tekniginin uygulanabilirligini arastirmiglardir. Calismada 6ncelikle embriyolarin in
vitro’da ¢imlendirilebilmesi i¢in uygun farkli besin ortamlari denenmistir. 600 Gy
151n uygulanan polenler ile tozlamadan sonra 11. glinden baglayarak farkli zaman
dilimlerinde 35. giline kadar meyveler hasat edilmis ve farkli sakkaroz ve IAA
iceren besi ortamlarinda kiiltiire alinmistir. Calisma sonunda ‘Champagne’
¢esidinin ‘Light Yellow’ ¢esidine ait 1sinlanmis ¢igek tozlari ile tozlanmasindan 21
giin ve 28 giin sonra tohum taslaklarmin 40 g.L"' sakkaroz ve 0.1 mgL" IAA igeren
MR besi ortaminda kiiltiire alinmasindan; ‘Light Yellow’ ¢esidinin ‘Champagne’
cesidine ait 1ginlanmis ¢igek tozlari ile tozlanmasindan 21 giin sonra tohum
taslaklarinin 80 g.L™' sakkaroz ve 0.1 mgL™" IAA iceren MR besi ortaminda kiiltiire
almmasindan haploid bitkiler elde edilmistir.

Grough vd. (2015), Iris pseudacorus tiiriinde ilk defa 1smlanmig polen
teknigi ile haploid bitkiler elde etmislerdir. Calismada, Iris pseudacorus tiiriine ait
genotipler ana ebeveyn, |. spuria genotipleri ise baba ebeveyn olarak kullanilmigtir.
I. spuria genotiplerinden alinan anterler 0, 100, 200, 300, ve 400 Gy dozlarinda X
1sinina maruz birakilmis ve sonrasinda in vitro polen ¢imlendirme testleri ile Iris
pseudacorus tiiriine ait genotiplerde 1sinlanmig polenlerle tozlama yapilmistir.
Tozlamadan 2-4 hafta sonra izole edilen oviiller 2 mM NAA ve 2 mM BAP iceren
MS besi ortaminda kiiltiire alinmistir. Calisma sonucunda 1sin dozlari arttikga
polenlerin canlilik ve ¢imlenme oranlar1 diigmiistiir. Kontrol grubunda polenlerde
¢imlenme oran1 %84 iken, 400 Gy 151n dozunda bu oran %27’ye diismiistiir. Ayni
zamanda 15in dozu arttikga meyve tutumunda da diiglis goézlenmistir. Kontrol
grubu, 100 ve 200 Gy 151n dozu uygulamalarindan diploid bitkiler elde edilirken,
300 ve 400 Gy 151n uygulamalarindan haploid bitkiler elde edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitkisel Materyal

Tez c¢alismasi kapsaminda C. persicum tiiriine ait ticari ‘Maxora F1’
(Varinova/Hollanda) siklamen c¢esidi kullanilmistir. Biiyiik ¢i¢ekli kompakt F1
siklamen cesidi olan Maxora, yaprak yaslanmasina kars1 toleransli ve homojen bir
biliytimeye sahiptir (Sekil 3.1). Uygun ortamlarda kolayca {iretilebilir. Hastaliksiz
ve yiiksek cimlenme giicii olan tohumlar1 vardir. Uzun siire ciceklenme ve giiglii
bitki yapisi, renk kaybina toleransli olmasi, i¢ mekan ve dis mekan siis bitkisi

olarak kullanilmasinda 6nemli bir unsurdur.

Sekil 3.1. Maxora F1 siklamen bitkisinin goriiniimii
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2018 sonbaharindan itibaren, ‘Maxora’ ¢esidine ait bitkiler, Ondokuz
Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Arazi’si igerisinde
bulunan 1sitmasiz cam serada kiiltiire alinmigtir. Seraya getirilen bitkilerde kiiltiirel
bakim islemleri yapilmis ve saksi icerisindeki ortamin tamamen kurumasina izin
verilmeden saksi basina 300 ml olacak sekilde sulama iglemi yapilmigtir. Soguk
havalarda gece sera i¢i sicakligmin 10 °C altina diigmemesi i¢in ev tipi 1sitici
kullanilmistir. Nisan ay1 itibariyle giindiiz sera i¢i sicakliklarinin 30 °C’ ye
ulagmasi ve bitkilerin sicakliklardan olumsuz etkilenmesi nedeniyle sera i¢inden ve
disindan golgelik c¢ekilmistir. Serada kiiltiire alinan bitkisel materyallere ait

goriiniim, Sekil 3.2.”’de verilmistir.

Sekil 3.2. Serada kiiltiire alinan bitkilerin goriiniimii

3.2. Metot
Tez c¢aligmasimin in vitro denemeleri ve bitkilerin kiiltiire alinmasi
Ondokuz May1s Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Bitki Doku
Kiiltiirii Laboratuvari ve uygulama arazisinde bulunan isitmasiz cam serada
gergeklestirilmistir. Tez g¢alismasinin arastirma plant Sekil 3.3” de sematize
edilmistir.
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%

1.1: Orneklerin parafine ahinmasi, 1.2: Mikrotomla kesit olma, 1.3: Kesitlerin boyanmasi,
1.4: Embriyonun floresan mikroskopta gériintilenmesi, 2.1: Orneklerin anilin mavisi ile
boyanmasi, 2.2: Disicik borusunun boyuna kesilmesi, 2.3: Ezme preparat hazirlanmasi,
2.4: Orneklerin floresan mikroskopta géruntiilenmesi, 3.1: Yiizey sterilizasyonu, 3.2:
Ovaryumun ¢ikarilmasi, 3.3: Ovil izolasyonu, 3.4: Ovdl kiltird, 3.5: Rejenerasyon, 3.6:
Bitkilerin aklimitizasyonu

Sekil 3.3. Tez ¢aligmasina ait agamalar1 sema halinde gdsterimi
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Siklamende 1ginlanmis polen yontemi kullanilarak embriyo uyartiminin
saglanmasi ve uygun embriyo gelisim asamasinin belirlenmesi amaciyla gigek
tomurcuklarinda 1s1n uygulamalar1 gergeklestirilmistir. Isin uygulamalari, Tiirkiye
Atom Enerjisi Kurumu’nda yapilmigtir. Bu kapsamda 1sin uygulamalariin ¢igek
tozu canlilig1 ile in vivo ve in vitro ¢imlenme yetenegi tizerine etkileri belirlenmis;
1sinlanmis polenlerle in situ partenokarpik haploidi uyartimi amaciyla tozlamalar
yapilmis ve sonrasinda embriyo kurtarma amaciyla histolojik ¢alismalarla uygun

embriyo gelisim asamalar1 belirlenmistir.

3.2.1. Cicek Tomurcuklarinin Emaskiilasyonu ve Isin Uygulamasi

Polenlere 151 uygulamasi ve 1ginlanmis polenlerle tozlama igin ilk olarak
cicek tomurcuklarinda, ¢igekler agmadan 1-2 giin 6nce emaskiilasyon islemi
gerceklestirilmistir.  Emaskiilasyon islemi igin henliz agmamis ¢iceklerin
petallerinin bas parmak ve isaret parmagiyla ezmeyecek sekilde sikica tutulup,
diger elin yine isaret ve bag parmagi ile c¢icek tablast ezmeden tutularak
sabitlenmistir. Daha sonra petaller, nazikge ileri-geri ve yanlara dogru hareket
ettirilerek petallerin i¢ kisimda bulunan anterlerin ¢icek tablasina baglandigi
noktadan ayrilmasi saglanmistir. Son asamada petaller saat yoniinde dondiiriilerek
yukar1 dogru ¢ekilmis ve bu sekilde ¢igek tablasindan, ovaryum ve disicik tepesine
zarar verilmeden ayrilmistir. Isinlama islemi i¢in hazirlanan ¢igek tomurcuklari

Sekil 3.4°de verilmigtir.
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Sekil 3.4. Isinlama islemi i¢in toplanan ¢igek tomurcuklari

Isin uygulamalari, Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu’nda yapilmistir.
Isinlama islemine kadar gecen siirede cicek tomurcuklarinin canliligini korumak
icin, ¢igcek tomurcuklar1 icerisinde buz akiisii bulunan 1s1 ve 151k gecirmeyen
kutularda taginmistir. Isinlama islemi icin ¢icek tomurcuklar1 seffaf plastik kaplar
icerisine konulmus ve Co-60 kaynag1 ile 361 Gy/saat gama 111 veren reaktorde
(Institute of Isotopes Co. Ltd., Macaristan) (Sekil 3.5) farkli dozlarda (0, 50, 100,
150, 200, 300, 450 Gy) 151n uygulamas1 yapilmistir. Isinlama islemi yapilmayan
cicek tomurcuklart kontrol olarak kullanilmistir. Isinlama islemi sonrasinda ¢icek
tomurcuklart laboratuvara getirilmis ve c¢icek tomurcuklarindan anterler izole

edilmistir.
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Sekil 3.5. Isinlama isleminde kullanilan reaktoriin goriintimii

3.2.2. Isinlanmus Polenlerde Cicek Tozu Canhilik ve Cimlendirme Testi
Isinlanmig ¢icek tomurcuklarindan anterler izole edilerek her bir 1sin
dozuna gore gruplandirilmistir. Cigek tozu elde etmek icin petri kutularina koyulan

anterler, 30 °C’ ye ayarlanmus etiiv igerisinde bir gece inkiibe edilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Anterlerin etiivde patlatilmasi
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Farkli dozlarda 1sinlama isleminden sonra, elde edilen ¢igek tozlarinda
cigek tozu canlilik ve in vitro ¢imlendirme testleri yapilmustir. Cigek tozu canliligs
TTC (Triphenyl tetrazolium chloride) testi ile belirlenmigtir. TTC testi i¢in 0.1 g
TTC tartilarak 1 ml saf su igerisinde ¢oziilmiis; 6 gr sakkaroz 9 ml saf su igerisinde
¢Oziilmiis ve ayr1 ayr1 hazirlanan bu iki karigim birbiri tizerine eklenmistir (Norton,
1966). Canlilik testi i¢in 1 damla TTC soliisyonu lam {izerine damlatilmis ve firca
yardimiyla kii¢lik bir miktar ¢icek tozu alinarak damlanin yiizeyine dagitilmstir.
Cigcek tozunun birbirine yapisarak birikmesini engellemek igin pipet ucu
yardimiyla TTC damlasinin rengi, homojen sarimsi bir renk alincaya kadar

karistinlmistir (Sekil 3.7).

O S
Sekil 3.7. Cigcek tozu canlilik testinin yapilmasi (A: TTC soliisyonunun lamlara
damlatilmasi, B: ¢igek tozlarmin firga yardimiyla alinmasi, C: lam
tizerindeki TTC damlalarina ¢igek tozlarmin ekimi, D: lamellerin
kapatilmasi)
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Hazirlanan preparatlar, karanlikta 20-30 dk 30+2 °C’de bekletilmistir.
Daha sonra, test sonuclart mikroskop altinda incelenerek polenlerin canlilik orani
belirlenmistir. Isin uygulamasi sonrasinda, polen canlilik testleri iki defa
tekrarlanarak, her bir 151n dozu i¢in iki preperat hazirlanmis ve toplamda her bir
doz igin 4 tekerriir olusturulmustur. Her bir tekerriir i¢in, mikroskop altinda
rastgele dort alan (1x1 mm) se¢ilmis ve canli ve cansiz ¢igek tozlarinin sayimi
yapilmigtir. TTC testi sonucunda i¢i tamamen boyanmis olan polen taneleri canli,

ici boyanmamis seffaf olan polen taneleri cansiz kabul edilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Polenlerin 151k mikroskobunda goriintimii (Cn: Canli; Cs: Cansiz)

Polenlerin in vitro’da ¢imlendirilmesi petride agar yontemiyle yapilmustir.
Bu amagla 250 ml’lik erlen mayer igerisine bir miktar saf su koyulmus, 10 g
sakkaroz saf su icerisinde ¢oziilmiis ve 100 ml’ye tamamlanmistir. Sonrasinda 1 g

agar eklenmis ve agarmn ¢oziilmesi amaciyla hazirlanan ¢6zelti, mikrodalga firinda
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seffaf berrak bir renk alincaya kadar kaynatilmistir. Hazirlanan ¢imlendirme ortami
ince bir tabaka halinde petriye dokiilmiis, ortam katilagmaya baglaymca firca
yardimiyla polenlerin ortama ekimi yapilmigtir. Hazirlanan petriler 30+2 °C’ de
etivde 2 saat siireyle inkiibe edilmistir. Her 1sm dozu igin 4 petriye ekim
yapilmigtir. 2 saat sonrasinda petrilerde ¢imlenme oranini belirlemek amaciyla iki
petri etiivden c¢ikartilmig, diger iki petri ise ¢im borusu uzunluklarini belirlemek
iizere buzdolabinin dondurucu kisminda (-18 °C’ de) analizler yapilincaya kadar
muhafaza altina alinmstir.

Cimlenme oranmni belirlemek ic¢in petrilerde bulunan c¢imlendirme
ortamindan bisturiyle kare seklinde (yaklasik 1x1 cm) kesitler alinmistir. Lam
iizerine transfer edilen kesitler mikroskop altinda incelenerek rastgele secilen 4
bolgede okuma yapilmistir (Sekil 3.9). Kalan polen drnekleri, 151k gegirmeyen film
kutularina almarak buz dolabinda +4 °C’ de saklanmis ve ertesi giin analizler
tekrarlanmistir.

Ismm uygulamalarim ve polen yasmnin ¢im borusu uzunluguna etkisini
belirlemek i¢in, dondurucuda bulunan ornekler oda sartlarinda c¢oziinmeye
birakilmigtir. Cimlendirme ortamindan bistiiri ile kare seklinde, yaklagik 1x1 cm
oOlgiilerinde 3 kesit alinmistir. Lam {izerine alinan kesitler mikroskop altinda 40x
objektifte incelenmistir. Her bir kesitten rastgele segilen ¢imlenmis ve kendi
boyunun en az 3 kati uzamig 10 polenin fotograflar1 g¢ekilmistir. Fotograflar
bilgisayara aktarilmig ve Digimizer 5.4.1 (MedCalc Software, Belgika) fotograf

analiz programi ile polen tiiplerinin uzunluklari belirlenmistir.
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Sekil 3.9. Polenlerde in vitro ¢imlendirme testi (A: ekim yapilmig petriden kesit
alinmasi, B: kesitin lam {izerine yerlestirilmesi, C: preparatlarin
mikroskop altinda incelenmesi, D: ¢imlenmis polenlerin mikroskop
altinda goriliniimi)

3.2.3. Isinlanmus Polenlerle Tozlama ve Histolojik Analizler

Isin uygulamas1 sonrasinda laboratuvara getirilen ¢icek tomurcuklarindan
anterler izole edilmis ve bir gece etiivde bekletilerek ¢igek tozlar elde edilmistir.
Tozlama islemi, tozlamadan 1-2 giin dnce isinlama islemi i¢in emaskiilasyon
yapilan ¢igcek tomurcuklarinda gergeklestirilmistir. Petri kutularinda seraya
gotiiriilen c¢icek tozlari, ince uglu firga yardimiyla alinarak emaskiile edilen

cigeklerin disicik tepesine siiriilmiistiir (Sekil 3.10). Disicik tepesinin ¢igek
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tozlariyla sariya boyanmasina, dolayisiyla tozlanma igleminin gergeklestirilmesine

dikkat edilmistir.

Sekil 3.10. Cigek tomurcuklarinin firga yardimryla tozlanmasi

Calismada, C. persicum tiiriine ait “Maxora” F1 ticari ¢esidinde polinasyon
olanaklar1 ve zamanlar1 histolojik analizlerle belirlenmistir. Bu amagla, histolojik
analizler yapmak i¢in kendi ¢igek tozlari ile tozlanmis (1sinlanmamis) ve tozlama
isleminden sonraki giinden itibaren 10. giline kadar 3’er ¢igek tomurcugu
toplanmistir. Embriyo olusumu ve zamanini belirlemek i¢in ise, 10. giinden sonra
20, 30, ve 40. giinde 3’er ¢igcek tomurcugu alinmistir. Bu ¢igek tomurcuklari, FPA-
70 (900 ml etanol %70, 50 ml formaldehit, 50 ml propiyonikasit) soliisyonii iceren
alimiinyum folyo ile sarilmis plastik kaplar icerisinde +4 °C’de histolojik analizler

yapilincaya kadar saklanmistir (Eti, 1990) (Sekil 3.11).
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Cigek tomurcuklarinin parafine alinmasi ve incelenmesi islemleri igin, ilk
olarak oOrnekler tizerinde kiiciik delikler agilmis ve oOrnekler igerisindeki suyun
cikarilmas1 amaciyla artan alkol konsantrasyonlara sahip (%70, %85, %95 ve
%100’liik) Johansen karisimlarinda 3’er saat bekletilmistir. Johansen karigimlari,
Stosser vd. (1985)’ e gore hazirlanmistir. Sollisyonlarin igerikleri Cizelge 3.1°de
verilmistir.

%100’lik Johansen karisimi igerisinde bekleme siiresinin son yarim
saatinde vakum pompasi yardimi ile érneklerin havasi alindiktan sonra, 6rnekler
TBA-1 (Tersiyer Biitil Alkol) sivisi igerisine aktarilarak bir gece bekletilmistir
(Sekil 3.12).
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Cizelge 3.1. Johansen soliisyonlarinin icerigi

Johansen Saf Su %96’k Etil Tersiyer Biitil
Soliisyonu (%) (ml) Alkol (ml) Alkol (TBA) (ml)
%70 300 500 200
%85 150 500 350
%95 - 450 550
%100 - 200 800

Sekil 3.12. Ci¢ek tomurcugu icindeki havanin almmasi (A: canak yapraklarin
uzaklastirilmasi ve tomurcugun bistiiri ucuyla delinmesi, B: 6rneklerin
vakum pompasi bagh desikatdre yerlestirilmesi, C: vakum pompasi ile
havalarinin alinmasi, D: TBA-1 igerisinde O&rneklerin etiivde
bekletilmesi)

49



3. MATERYAL VE METOT Mehmet TUTUNCU

Tersiyer Biitil Alkol (TBA) 20-22 °C’nin altinda donan bir s1vi oldugundan
bekletme 25-30 °C’ye ayarlanmis etiiv icerisinde gergeklestirilmistir. Ertesi giin
ornekler, 3’er saat TBA-2 ve TBA-3 sivilart igerisinde bekletildikten sonra
onceden petri kaplarinda eritilmis sivi parafin igerisine alinmistir. 60-65 °C’lik
etiivde 2-3 giin bekletilerek parafinin 6rnekler igerisine niifuz etmesi saglanmaistir.
Bu siirenin sonunda, etiiv disina alinarak buz iizerinde parafinin donmas1 saglanmis
ve ayrica tamamen sertlesmesi i¢in de +4 °C’de 1-2 giin daha bekletilmistir (Sekil

3.13).

Sekil 3.13. Orneklerin parafin igine gdmiilmesi asamalar1 (A: etiivde s1v1 parafinin
petrilere dokiilmesi, B: orneklerin sivi parafine batirilmasi, C: buz
iizerine cikartilan petrilerde 6rneklerin kesim yiizeyinin ayarlanmasi,
D: parafinin buz iizerinde dondurulmasi)
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Mikrotomla kesit alma islemi igin, Oncelikle 6rnekler tahta bloklar lizerine
yerlestirilmistir. Bu amagla, 6rneklerin etrafindaki fazla parafin sicak bistiiri ile
uzaklastirilmistir. Kare seklinde kesilen parafine gomiilii 6rnekler, ucu 1sitilan
bistiiri ile tahta bloklar {izerine monte edilmistir. Bu 0&rneklerde rotasyon
mikrotomu ile 10p kalinhiginda kesitler alinmistir. Tahta bloklar {izerine
yerlestirilen parafin Orneklerinden ilk olarak mikrotomda fazla parafinler
uzaklastirilip, 6rneklerin kesimine kadar bos kesimler yapilmistir. Yaklagik bir lam
uzunlugunda ard arda kesimler yapilmis ve bu kesitler igne ve firca yardimiyla
hassas bir sekilde mikrotomun bigagindan kurtarilip alinmistir. Alinan kesitler lam
iizerine yerlestirilmeden 6nce 6rneklerin lama yapismasi i¢in dnceden 1:1 oraninda
hazirlanan yumurta aki ve gliserin karisitmindan olusan yapistirict kiigiik bir
damlacik seklinde lam tiizerine damlatilmigtir. Lam {izerine damlatilan yapistirici,
serce parmak yardimiyla lamin tiim yilizeyini kaplayacak sekilde, ince bir tabaka
halinde yayilmigtir. Daha sonra iizerine 1-2 damla saf su damlatilan lam {izerine,
alinan kesitler yerlestirilmistir. Hazirlanan lamlar sicak yiizey (hot plate) iizerine
konulmustur. Lamla kesitler arasina parafininin iist {iste yapismamasi ve
gerginleserek lam lizerine yapismasi igin saf su ilave edilmistir. Boyama islemi
oncesinde hazirlanan 6rnekler 2 giin boyunca 30 °C’deki etiivde bekletilmistir
(Sekil 3.14).

30 °C’de etiivde bekletilen ornekler, ikinci giin sonunda g¢ikartilmis ve
orneklerin boyanmasi islemine gegilmistir. Etiivde iyice kurutulan érnekler, bir lam
tagiyiciya dizilerek once ksilol dolu kiivetler igerisinde bekletilmis ve drneklerin
etrafinda bulunan parafinler uzaklastirilmistir. Ardindan 6rnekler hem parafinden
kurtulmasi hem de igerisinde yavas yavas su almasi i¢in, 6nce izopropil alkol ve
sonrasinda konstrasyonu gittikge azalan alkol serisinden gegirilmigtir. Son
asamada, Ornekler boya ¢0Ozeltisinin igerisine alinmadan 6nce boyanin ornekler
igerisine iyice niifus etmesi i¢in saf suda bekletilmistir. Saf suda bekletilen

ornekler, hematoxylin boya ¢ozeltisinde bekletilerek boyanmustir.
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Sekil 3.14. Parafin bloklarinin hazirlanmasi iglemleri (A: bistiiri ucunun 1sitilmasi,
B: fazla parafinlerin sicak bistiiri ucuyla uzaklastirilmasi, C: 6rneklerin
tahta bloklar {izerine yerlestirilmesi, D: mikrotomla kesit alinmasi, E:
lam tizerine yerlestirilen kesitlerin etiivde bekletilmesi)

Hematoxylin boya ¢6zeltisini hazirlamak igin, 1 g hematoxylin, 6 ml etil
alkol igerisinde eritilmistir. Ayr bir kapta 12.5 g potasyum aliiminyum siilfat 100
ml suda eritilmis ve bu suya 0.18 g KMnO,, 25 ml gliserin ve 25 ml metanol
eklenmistir. Bu ¢ozelti dnceden eritilen hematoxylin ile karistirilarak stok ¢ozelti
hazirlanmigtir, Boyama islemi igin, 1 birim stok ¢o6zelti 10 birim saf su ile
seyreltilerek kullanilmistir. Hematoxylin igerisinde 30 dk bekletilen 6rnekler, daha
sonra sirekli akan g¢esme suyu altinda 15 dk bekletilerek fazla boyadan
arindirilmistir. Boyama isleminden sonra Ornekler, bu defa oOnce artan
konsantrasyonlarda alkol serisinden gecirilmis ve daha sonra izopropil alkol ve son

asamada ksilol’de bekletilerek doku igerisindeki fazla su uzaklastirilmistir.
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Ksilolde bekletildikten sonra, drneklerden ksilol siiziilerek uzaklastirilmis ve son
asamada daimi preperat hazirlamak amaciyla 6rneklerin lizerine bir damla seffaf

bir yapistirici olan entellan damlatilarak tizeri lamelle kapatilmigtir (Sekil 3.15).

Sekil 3.15. Orneklerin boyanmasi ve daimi preparat hazirlanmasi (A: &rneklerin
lam tasiyiciya yerlestirilmesi, B: Orneklerin alkol serilerinden
gecirilmesi ve boyanmasi, C: fazla boyanin uzaklastirilmasi ve tersine
alkol serilerinden gegirilmesi, D: fazla ksilol uzaklastirildiktan sonra
ornek tlizerine entellan damlatilmasi, E: lamelle 6rneklerin kapatilmasi,
F: hazirlanan daimi preperatlar)
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Ezme preparat yontemi ile ¢icek tozu ¢im borusu gelisiminin incelenmesi
icin tozlama igleminden sonraki 1. giinden 10. giine kadar 3 ¢igek tomurcugu
toplanmig ve FPA-70 tespit soliisyonuna koyularak +4 °C’de buz dolabinda
inceleninceye kadar bekletilmistir. FPA 70 ¢dzeltisi hazirlamak igin; 900 ml
%70’lik etil alkol igerisine 50 ml propionik asit ve 50 ml formaldehit eklenmistir.

Cicek tozu ¢im borusunun yumurtalik ve tohum taslagina ulagma
stirelerinin belirlenmesi i¢in, ezme preparat yontemi kullanilmistir. Bu amagcla
anilin mavisi ile boyanan pistil 6rnekleri floresan mikroskop altinda incelenmistir.
Ezme preperatlarin hazirlanmasinda ilk olarak, FPA-70 tespit ¢ozeltisinde bulunan
orneklerden FPA’nin uzaklagtirilmistir. Bu amagla; ornekler tespit ¢ozeltisinden
cikartilarak yikama seti icerisine konulmustur. Yikama setinin her bir haznesine
farkli ornekler konulmus ve orneklerin karigsmamasi igin lizeri etiketlenmistir.
Yikama seti; plastik siseler ve bunlar1 birbirine baglayan plastik hortumlardan
yapilmigtir. Plastik hortumun bir ucu kapali, diger ucunda ise musluk baglantisi
bulunmaktadir (Sekil 3.16). Plastik siselerin orta kismindan kiiciik delikler agilmis
ve bu sayede siselerin tagmasi 6nlenerek, igerisindeki suyun devir daim yapmasi ve
orneklerin siirekli temiz suyla yikanmasi saglanmustir. Ornekler, yikama seti
igerisinde bir gece boyunca birakilmis ve FPA-70 tespit ¢ozeltisi uzaklastirilmistir.
Gece boyunca yikama seti igerisinde akan suda birakilan Ornekler, ertesi giin
almarak daha oOnceden hazirlanan 8N NaOH igerisinde 6-8 saat boyunca
bekletilmis ve Orneklerin yumusamast saglanmigtir. Daha sonra &rnekler,
NaOH’tan armdirilmak i¢in yikama setine alinarak 1 gece akan musluk suyunda
yikanmusgtir. Yikanan o6rnekler, yikama setinden ¢ikartilmis ve filtre kagidi {izerinde
hafifce kurulandiktan sonra anilin mavisi boya ¢ozeltisine alinmigtir. Anilin mavisi
boyasi hazirlanirken stok ¢ozeltisi 1:3 boya:saf su igerecek sekilde seyreltilmistir.
Anilin mavisi stok ¢ozeltisi hazirlamak i¢in; 1 g anilin mavisi ile 11.28 g

tripotasyum fosfat 250 ml saf su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.
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Sekil 3.16. Orneklerden tespit ¢ozeltisinin uzaklastirilmasi (A: FPA-70 ¢ozeltisinde
bekleyen ornekler, B: orneklerin plastik siselere alinmasi, C: yikama
setinin genel goriiniimii)

Boya stok ¢ozeltisinin uzun siire kullanilabilmesi ve fungal bulasikligi
onlemek i¢in, ¢ozelti i¢ine yaklagik 1 g thymol kristali koyulmustur. Hazirlanan
boya stok ¢ozeltisi, 2-3 gilin boyunca koyu bal rengine doniisiinceye kadar +4 °C’de
bekletilmistir. Anilin mavisi boya c¢ozeltisi igerisinde drnekler +4 °C’de buz
dolabinda 2-3 giin bekletilerek boyanin dokulara iyice niifus etmesi saglanmaistir.
Inceleme esnasinda iyi goriintii kalitesi elde etmek icin anilin mavisi boya
cozeltisinin koyulacagi kabin iginin temiz, FPA veya NaOH ile bulasik
olmamasina dikkat edilmistir. Orneklerin anilin mavisi ile boyanmasi islemlerinin

bazi1 asamalari Sekil 3.17° da verilmistir.
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Sekil 3.17. Cigek tomurcuklarmin anilin mavisi ile boyanmasi (A: seyreltik anilin
mavisi boyasmnin hazirlanmasi, B: Orneklerin yikama setinden
cikartilarak kurulanmasi, C: 6rneklerin temiz cam tiiplere alinmasi ve
icerisine boyanin koyulmasi, D: anilin mavisi boyasi igerisindeki
orneklerin genel goriiniimii)

Ezme preparat hazirlamak igin incelenecek Ornek bir lam {izerine
almmustir. Stereo mikroskop altinda disicik borusu, bir bistiiri veya jilet yardimiyla
ortadan ikiye boyuna kesilerek ikiye ayrilmigtir. Hazirlanan 6rnekler, iizerine bir
damla igerisinde bulundugu boya ¢ozeltisinden damlatilmis ve sonrasinda iizeri
lamel ile kapatilmistir. Bir kalem yardimiyla lamel {izerine hafif vuruslar yapilarak,
Oornegin ezilmesi saglanmig ve hazirlanan preparatlar floresan mikroskopta

incelenmistir.
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Polen tiipliniin yumurtaligi ulasip ulasmadiginin kontrolii i¢in ise, yumurtalik
dokusu benzer sekilde ezme preparat haline getirilerek incelenmistir. Ezme

preparat hazirlama asamalar1 Sekil 3.18’de verilmigtir.

Sekil 3.18. Ezme preparat hazirlanisi (A: ¢igek tomucuklarinin lam {izerine
alinmas1 ve ta¢ yapraklarin uzaklastirilmasi, B: disicik borusunun
boyuna kesilmesi, C: orneklerin lamelle kapatilmasi, D: lamelle
kapatilan 6rneklerin ezilmesi)

3.2.4. Isznlanmus Polenlerle Tozlama islemi Sonrasinda in vitro Oviil Kiiltiirii
Farkli dozlarda gama 151m1 uygulanmis polenlerle tozlamalar yapilmis ve

tozlama yapilan ¢igek tomurcuklari farkli renkli tokalarla isaretlenmistir. Histolojik

caligmalardan elde edilen sonuglar da géz oniinde bulundurularak, uygun dénemde

meyveler toplanarak laboratuvara getirilmistir (Sekil 3.19).

Sekil 3.19. Farkli dozda isinlanmis polnlerle tozlanan bitkilerde meyve tutumu
(M: meyve)
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Isinlanmig polenlerle tozlama ve sonrasinda oviil kiiltiiri denemeleri iki
kez tekrar edilmistir. ilk uygulamanin sonuglarina gére, yeniden 1s1n uygulamasi ve
tozlamalar yapilmis ve ikinci bir deneme kurulmustur.

Birinci deneme kapsaminda, oviil kiiltliriine baglanmadan once ilk olarak
yiizey sterilizasyonu gerceklestirilmistir. Yiizey sterilizasyonu amaciyla, meyveler
doz gruplarma gore ayrilmistir. Gruplandirilan meyve oOrnekleri, 50 ml hacimli
Falcon tiiplere koyularak akan ¢esme suyu altinda 20 dk birakilarak tozlarindan
armdirilmistir. Bekleme isleminden sonra Ornekler, 3-5 defa saf su ile durulanmis
ve steril kabin igerisine transfer edilmistir. Kabin igerisinde, steril behere aktarilan
ornekler once %70’lik etil alkolde 1 dk, sonra igerisinde 1-2 damla Tween-20
eklenen %30’luk ticari sodyum hipokloritte (Domestos) 15 dk bekletilmistir. Daha
sonra Ornekler, kopiiklerinden uzaklasincaya kadar steril saf su ile durulanmigtir
(Sekil 3.20).

Yiizey sterilizasyonu yapilan meyve orneklerinden oviillerin izolasyonu
gerceklestirilerek in vitro ortamda kiiltiire alinmigtir. Oviillerin izolasyonu igin ilk
olarak meyve Orneklerinde petallerin ¢igek tablasi {izerinde birlestigi noktadan
kesim yapilmig ve sonrasinda petaller uzaklastirilmistir. Yumurtalik zari, ¢igek
sapina yakin kisimdan yatay yonde dairesel olarak kesilmis ve sonrasinda dikey bir
kesimle oviillere zarar vermeden yumurtalik zari uzaklagtirilmistir. Bu agamadan
sonra oviilleri daha rahat gérmek ve zarar vermeden yumurtaliktan izole etmek

i¢in, caligsmalar stereo mikroskop altinda gergeklestirilmistir (Sekil 3.21).
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Sekil 3.20. Yiizey sterilizasyon asamalari (A: ¢esme suyu altinda bekletme, B:
orneklerin ticari hipoklorit ¢ozeltisinde bekletilmesi, C: steril saf su ile
durulama, D: ylizey sterilizasyon islemi ger¢eklestirilen eksplantlar)

59



3. MATERYAL VE METOT Mehmet TUTUNCU

—Ty ._.'
L3

]
|.'
'
v

Sekil 3.21. Oviillerin izolasyonu (A: hasat edilen meyvenin gdriiniimii, B: ¢anak
yapraklarin uzaklastirilmasi, C: ovaryum kilifinin uzaklastirilmasi, D:
tozlama isleminden sonra 30. Giin tohum taslaklar1 (D1: uyartim
saglanmamis tohum taslagi, D2: uyartim saglanmig ve biiyiimiis tohum
taslagi)).

Meyvelerden izole edilen oviiller ince uglu pens yardimiyla zarar vermeden
yumurtaliktan almmis ve besi ortamina ekimi yapilarak deneme kurulmustur.
Denemede temel besi ortami olarak %2 MS kullanilmistir. Kiiltiire alinan 6rnekler, 8
hafta boyunca karanlikta ve 8 hafta sonrasinda biiylitme odas1 kosullarinda (16 saat
fotoperyodisite, 25+1 °C’de) kiiltiire alimmustir. Oviil kiiltiiri denemeleri, 10

tekerriirlii ve her tekerriirde 4 oviil olacak sekilde kurgulanmistir. Oviil kiiltiirii
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deneme plan1 Cizelge 3.2’ de, temel ortam icerigi Cizelge 3.3 de, denemede

kullanilan ortam bilesenleri Cizelge 3.4” da verilmistir.

Cizelge 3.2. Oviil kiiltiiri deneme plani

Ortamlar 0 Gy 50Gy 100Gy 150Gy 200Gy 350Gy 450Gy
Kontrol 10 petri 10 petri 10 petri 10 petri 10 petri 10 petri 10 petri
x4ovil x4ovil x4ovil x4ovil x4ovil x4ovil x4ovil
Ortam 1 10 petri 10 petri 10 petri 10 petri 10 petri 10 petri 10 petri
x4ovil x4ovil x4ovil x4ovil x4ovil x4ovil x4ovil
Ortam 2 10 petri 10 petri 10 petri 10 petri 10 petri 10 petri 10 petri
x4oviil x4ovil x4ovil x4ovil x4ovil x4ovil x4ovil

Cizelge 3.3. Denemede kullanilan > MS basal besi ortaminin kimyasal icerigi

Makro elementler (mgL™)
NH4NO, 825
KNO; 950
CaCl, x 2H,0 166.1
MgSQO, x 7H,0O 90.35
KH,PO, 85
Mikro elementler (mgL™)
H;BO; 3.1
MnSQ,4 x1H,0 8.45
ZnS0O,4 x7H,0 4.3

Ki 0.415
Na,MoO, x 2H,0 0.125
CuSO, x 5H,0 0.0125
CoCl, x 6H,0 0.0125
Vitaminler ve digerleri (mgL™)
Inositol 50.0
Glisin 1.0
Thiamine HCI 0.5
Pyridoxine HCI 0.25
Nikotinik Asit 0.25
Karbohidratlar gL’
Sakkaroz 30.0
D(+)-glucose monohydrate 20
Katilastirici gL’
Gelrite 3.7
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Cizelge 3.4. Birinci denemede kullanilan ortamlarin bilesenleri
1 L Ortam

X . Kontrol 1 nolu ortam 2 nolu ortam
Bilesenleri
%> MS Basal 22¢g 22¢g 22¢g
Sakkaroz 300¢g 300¢g 300¢g
Glikoz 20g 20g 20g
Maltoz - 100 g -
Prolin - 1.0g -
Pepton - 20¢g -
Spermidin - 200.0 pl -
2,4-D - - 2 mg
21p - - 0.8 mg
BAP - 0.4 mg -
GA; - 0.4 mg -
Kinetin - - -
Gelrite 37¢g 37¢g 37¢g

Oviil kiiltiiriiniin  birinci denemesinde, ylizey sterilizasyonu amaciyla
meyveler akan c¢esme suyu altinda 20 dk birakilmis ve yiizey kirlerinden
arindirilmistir Sonraki asamada, eksplantlar birinci denemeden farkli olarak
%0.1°1ik HgCl, (Civa kloriir) icerisinde 25 dakika bekletilmistir. Saf su ile iyice
durulanan eksplantlar, bulunduklar1 kaplarin agizlar1 kapatilarak steril kabin
igerisine aktarilmistir. Bekleme isleminden sonra ornekler, 3-5 defa saf su ile
durulanmig ve steril kabin igerisine transfer edilmistir. Kabin igerisinde steril
behere aktarilan 6rnekler, dnce %70°lik etil alkolde 1 dk, sonra igerisine 1-2 damla
Tween-20 eklenen %30’luk ticari sodyum hipokloritte (Domestos) 20 dk
bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler kopiiklerinden uzaklasincaya kadar steril saf su
ile durulanmustir.

Sterilizasyon islemi tamamlanan meyvelerden oviillerin izolasyonu
gergeklestirilmis ve besi ortamlarinda kiiltiire alinmigtir. Ancak birinci denemede
ilk denemeden farkli olarak, bir besi ortami daha kullanilmis ve toplamda kontrol
grubu dahil 4 farkli besi ortaminda oviiller kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alinan oviiller

yine birinci denemede oldugu gibi 8 hafta boyunca karanlikta ve 8 hafta sonrasinda
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ise biiyiitme odasi kosullarinda (16 saat fotoperyodisite, 25+1 °C’de) kiiltiire
almmustir. Ikinci denemede, oviil kiiltiirii 10 tekerriirlii ve her tekerriirde 4 oviil
olacak sekilde kurulmustur. Birinci denemeye ait ortam bilesenleri Cizelge 3.5°de

verilmistir.

Cizelge 3.5. Ikinci denemede kullanilan ortamlarin bilesenleri
1 L Ortam

. . Kontrol 1 nolu ortam 2 nolu ortam 3 nolu ortam
Bilesenleri
%> MS Basal 22¢g 22¢g 22¢g 22¢g
Sakkaroz 300¢g 300¢g 300¢g 300¢g
Glikoz 20¢g 20¢g 20¢g 20¢g
Maltoz - 100 g 100 g -
Prolin - 1.0g 1.0g -
Pepton - 20¢g 20¢g -
Spermidin - 200.0 pl 200.0 pl -
2,4-D - - - 2 mg
2iP - - - 0.8 mg
BAP - - 0.4 mg -
GA; - - 0.4 mg -
Kinetin - 0.5 mg - -
Gelrite 37¢g 37¢g 37¢g 37¢g

Oviil kiltiirtinde karanlikta kiiltiire alinan oOrneklerden rejenerasyon
gostererek embriyo ya da siirgiin olusturan yapilarda farklilagsmay1 saglamak
amaciyla, ornekler 0.5 gL aktif karbon igeren hormonsuz kontrol ortamina
aktarilmistir. Elde edilen kok, yumru ve yapraklara sahip bitkilerden dis ortama
aktarillacak biiyilikliige gelen Orneklerde, oOncelikle kiiltiir kaplarinin agizlari
gevsetilerek kap icerisine kontrollii hava girisi saglanmistir. Bir hafta boyunca
kapag1 hafif birakilan kaplarda bulunan bitkiler, daha sonra kiiltiir ortamindan
cikartilarak ¢esme suyunda kok kisimlar1 yikanmig ve besi ortamindan
arindirilmistir.  Sonrasinda, steril torf iceren ortamlarda plastik viyollere

sagirtitlmistir. 2 hafta boyunca kontrollii iklim odasinda kiiltiire alinmisg ve giin
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icerisinde nem kaybindan kurumamasi i¢in araliklarla sprey sise ile su

puskiirtiilmiistiir. Son asamada bitkiler 1sitmasiz serada kiiltlire alinmistir.

3.2.5. istatistiksel Analizler

Isi uygulamalariin ve polen yasimin ¢im borusu uzunluguna etkisine ait
istatistiksel analizler tesadiif parselleri faktoriyel deneme desenine gére JMP 8.0
(SAS Institute Inc., ABD) paket programinda yapilmis ve ortalamalar arasindaki
farkliliklar LSD testi ile karsilagtirilmistir.

Oviil kiiltiirii denemelerine ait istatistik bulgular, tesadiif parselleri deneme
desenine gore JMP 8.0 paket programinda analiz edilmis, ortalamalar arasindaki
farkliliklar LSD testi ile karsilastirilmistir. Yiizde degerlere istatistik analizler

Oncesinde a¢1 transformasyonu uygulanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Istnlanmis Polenlerin Canlihik ve In vitro Cimlenme Oranlar:

Farkli dozlarda gama 1sin1 uygulanan ¢igek tomurcuklari, laboratuvara
getirilmis ve anterler izole edilmistir. Anterlerin petri kaplarinda etiiv igerisinde
gece boyunca bekletilmesiyle ¢icek tozlari elde edilmistir (0. Giin); elde edilen
cigcek tozlarinda TTC testleri yapilmis ve kalan 6rnekler 151k gecirmeyen siyah film
kutularinda buz dolab: iginde saklanmustir. Ik uygulamay1 takip eden 1. ve 2.
giin’de canlilik testleri tekrarlanmistir. Polen canlilik sonuglar1 incelendiginde; 151n
uygulamas1 yapilmayan kontrol grubunda canlilik oraninin yaklasik %83.5 oldugu
belirlenmistir. 1. glin ve 2. giin testlerinde canlilik oraninin giderek dustiigii

belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Isin uygulamasi ve polen yasinin polen canliligina etkisi (%)

Isin Dozu

0. Giin 1. Giin 2. Giin Ortalama
(Gy)
Kontrol 83.46+£2.75 82.67+628 79.98+2.98 82.03+4.00
50 88.67+1.72 8559+3.16 79.04+7.27 84.43+4.05
100 87.05+2.39 86.46+1.70 87.58+1.54 8§7.03+1.87
150 83.25+1.50 82.41+1.70 81.01+£3.56 82.22+2.25
200 87.51+2.34 84.48+5.18 86.60+0.88 86.19+2.80
300 84.93+3.93 89.25+234 81.54+1.64 85244263
450 78.00+£5.64 8745+3.79 83.19+224 82.88+3.89

Ertesi giin (1. giin) yapilan polen canlilig1 testlerinde en yliksek polen
canliligt %89 oran ile 300 Gy 1simn dozu uygulamasinda belirlenmistir. Bu
uygulamay1, sirastyla %87 oran ile 450 Gy, %86 oran ile 100 Gy 1smn dozu
uygulamasi takip etmistir. En diisiik polen canlilik orani, %82 oran ile kontrol ve
150 Gy 151n dozunda gozlenmistir.
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2. giin polen canlilik oranlari incelendiginde; en yiiksek canlilik oran1 %87
ile 100 Gy 131 dozu uygulamasinda en diisiikk polen canlilig1 ise, %79 oran ile
kontrol ve 50 Gy 151n dozu uygulamalarinda tespit edilmistir.

Polenlerin 151 uygulamasina gore canlilik degisimleri incelendiginde, 300
ve 450 Gy doz uygulamasi yapilan ¢icek tomurcuklarina ait 1. giindeki polen
canlilik oranlar1 baslangigtaki canlilik oranma gore artis gosterirken; diger
dozlardaki 1s1n uygulamalarinda polen canlilik oranlar1 baglangica gore diigmiistiir.
2. giin yapilan polen canlilik testi sonuglarina gore tiim uygulamalarin polen
canlilik degerleri, baslangic degerlerine gore daha diisiik bulunmustur (Sekil 4.1).
Uygulamalar arasinda, sadece 50 Gy 1sin dozu ve kontrol grubundaki polenlerin

canliliginda stirekli diisiis gozlenmistir.
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Sekil 4.1. Isin uygulamalarinin polen canlilifina etkisi

Polen canlilik oraninin belirlenmesi; yapay melezlemelerde ve 1slah
programlarinda kullanilan yaygimn bir yontemdir (Stone vd., 1995). Diger taraftan

polen canliligi, melezleme 1slahinda kisirlik problemlerinin anlagilmasi (Gupta ve
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Murty, 1985) ve evrimsel ekoloji i¢in de dnemli bir aragtir (Thomson vd., 1994).
Bu kapsamda bir¢ok arastirmaci farkli tiirlerin polen canliliklarini belirlemistir.
Schwartz-Tzachor vd. (2007), Israil’de dogal olarak yayilis gdsteren iki farkli C.
persicum popiilasyonunda yaptiklari ¢aligmalarinda, bitkilerin gigek ozellikleri ile
1slah sistemlerini incelemislerdir. Calismada 1, 4, 8, 12, 16 ve 20 giinliik polenlerin
canlilik oranlarini belirlemislerdir. Arastirma sonucunda, polenlerin canliliklarinin
ilerleyen giinlerde kademeli olarak diisiis gdstermis ve en yiiksek canlilik oraninin
1 giinliik polenlerde yaklasik %80 oldugu bildirilmistir. 4. giinde ise polen
canliliginin %70-75 oranina diistiigii goriilmiistiir. Bu sonuglar, ¢alismamizin
kontrol grubuna ait veriler ile karsilastirildiginda canlilik oraninin benzerdir. Ancak
bazi 151n dozu uygulamalarinda polenlerin ilerleyen gilinlerde canliliklarin
kaybettikleri, baz1 dozlarda ise polen canliliginda artis gozlenmistir. Rodriguez-
Riano vd. (2000), 8 farkl tiirde 4 farkli canlilik testi (PPD, MTT, Baker’s ve X-
Gal) kullanarak polen canliliklarini belirlemiglerdir. Calismada, C. persicum tiiriine
ait polen canlilig: testlere gore degismekle birlikte %87.76 ile %94.36 arasinda
degisiklik gostermistir. Cordea ve Triplica (2019), 7 farkli siklamen c¢esidinde
polen canlilik oranlarini incelemisler ve cesitlere gore degismekle birlikte polen
canlilik oraninin %85-95 oranlar1 arasinda degisiklik gdsterdigini tespit etmislerdir.
Onceki calismalar goz oniinde bulunduruldugunda, siklamende polen canlilik
oraninin %70 ve iizerinde oldugu ve sonuglarin galigmamizla uyumlu oldugu
goriilmekle birlikte; Jia vd. (2008), 3 farkli siklamen ¢esidinde TTC testi ile polen
canliliklarini belirlemisler ve polen canliliklarinin gesitlere gore %15.30 ile %51.41
arasinda degistigini bulmuglardir. Bu canlilik oranlari, literatiirdeki bilgiler ve
calismamiz sonuglar1 ile karsilastirildiginda oldukca diisiiktiir. Polen canlilik
farkliliklarinin, bagta genotip farki olmak iizere kullanilan test yonteminden de
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ayrica, polenlerin elde edildikleri anterlerin
gelisim donemi, oransal nem, oksijen ve karbondioksit miktar1 ve ortam sicakligi

polen canliligini belirleyen diger faktorlerdir (Bots ve Mariani, 2005). Polenlerin
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heniiz anter igerisinde iken meydana gelen cesitli stres durumlari da polen
canliligin1 6nemli derecede etkileyen bir faktdrdiir (Bots ve Mariani, 2015).
Caligmamizda kontrol grubu digindaki 1sin uygulamalarinda polen canlilik
0 giinliik polenlerde 151n dozu arttik¢a azalmis, 1 giinliik polenlerde genel olarak bir
diisiis gozlenmis ve 2 giinliik polenlerde hafif bir artig olsa da baslangi¢ oranindan
daha diisiik seviyede kalmistir. Uygulamalar arasinda istisnai durum olarak; 300
Gy 1s1n uygulanan polenlerin canlilig1 1.giinde artig gosterirken, sadece 450 Gy 1s1n
uygulamasi yapilan polenlerin canlilik oranmi1 2. giinde baslangic durumuna gore
daha yiiksek bulunmustur. Bu durum, kullanilan yontem ile ilgili olabilecegi gibi
onceki calismalar incelendiginde polen canlilik oranina daha ¢ok uygulanan 1smn
dozu miktar1 ve siiresine gore bitki tiir, ¢esit veya genotiplerin farkli tepkiler
vermesinden kaynaklanmaktadir. Yanmaz vd. (1999), acurda 250 ve 300 Gy
dozlarin kontrole gore polen canlilik oranimi arttirdigini, Kurtar (2009) kabakta
1sinlanmamis polenlerde canlilik oranit %90 iken, 1s1n dozu arttikga bu oranin
azaldigimi ve 300 Gy doz uygulamasinda polen canlilik oraninin %17’ye diistiigiinii
bildirmistir. Diger taraftan Falque vd. (1992), kakao bitkisinde yaptiklar
calismada, polenlerin 0, 50, 100, 200, 500 ve 1000 Gy gama isinina maruz
birakilmasinin polen canlilik oranina etkisinin 6nemsiz oldugunu tespit etmistir.
Caligmamizda, 1 uygulamasi sonrasinda anterlerin bir gece etiivde
bekletilmesiyle ¢icek tozlari elde edilmis ve polen canlilik oranlarinin belirlenmesi
ile birlikte in vitro polen ¢imlendirme testleri de yapilmistir. Analizlerin yapildigi
ilk giin icin polen yas1 0 olarak kabul edilmistir. {1k analizler sonucunda, polenlerde
en yiiksek ¢imlenme orani, 151n uygulamasi yapilmayan kontrol grubunda (%66)
belirlenmistir. En diisiik ¢cimlenme orani ise %35 ile 450 Gy 15in uygulamasinda
tespit edilmistir. Isin dozu miktar1 arttik¢a polenlerin ¢cimlenme kabiliyetinde diisiis
gbzlenmistir. {1k giin ¢imlendirme testlerinde 50 ve 100 Gy dozlarinda 1s1na maruz
birakilan polenlerin ¢imlenme orani sirasiyla %61 ve %60 olmustur. Artan 15in

dozu uygulamalarinda ¢imlenme orani diigmiistiir (Cizelge 4.2).

68



4. BULGULAR VE TARTISMA Mehmet TUTUNCU

Farkli dozlarda 151 uygulamasi yapilan polenlerle (1 giinliik) yapilan in
vitro ¢imlendirme testi sonucunda, 1s1n uygulamasi yapilmayan kontrol grubunda
%65 orani ile en yiiksek ¢imlenme oran1 gézlenmistir. En diisiik in vitro ¢imlenme
orani ise, en yiksek dozdaki 1sin uygulamasinda yaklasik %31°dir (Cizelge 4.2).
Isin dozu arttik¢a polen ¢imlenme oranlart diismis ve 150 Gy iizeri 1sin
uygulamalarinda polenlerin ¢imlenme kabiliyetinin %50°nin altina diistiigii
belirlenmistir.

Iki giinlik polenlerle yapilan g¢imlendirme testleri sonucunda kontrol
grubuna ait ¢imlenme oraninda, onceki testlere gore kismi bir diisiis gézlenmis ve
¢imlenme oranmin %65 oldugu belirlenmistir. Polenlerin ¢imlenme oranm1 50 Gy
1511 dozu uygulamasinda %60, 100 Gy 151n dozu uygulamasinda ¢imlenme orani
%59, 150 Gy 151 dozu uygulamasinda %49 ve en yiiksek 151n uygulamasinda ise

¢imlenme oraninin %28 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Isin dozu ve polen yasinin ¢cimlenme {izerine etkisi

Isin Dozu Ortalama
(Gy) 0. Giin 1. Giin 2. Giin Cimlenme
(%)
Kontrol 66.13£3.54  65.19+3.14 65.40+2.30 65.57+2.99
50 63.19+4.22  61.18+4.86 60.09+1.95 61.484+3.67
100 60.78+3.85  60.24+1.18 59.47+2.11 60.16+2.38
150 50.58+£1.66  51.25+1.86 49.72+3.05 50.52+2.19
200 50.63£2.01  48.91+1.22 46.78+1.32 48.77+1.52
300 46.94+2.40  43.63+1.18 40.56+3.64 43.71+£2.40
450 35.03£1.71  30.92+1.78 28.51+1.74 31.48+1.74

Yapilan analizler soncunda, in vitro ¢gimlendirme oranlarinin polen canlilik
oranlarina goére daha diisiik oldugu gézlenmistir. Rodriguez-Riano ve Dafni (2000),
C. persicum’da polen canlilik oranma goére in vitro ¢imlenme oraninin %5-7

oraninda daha diisiik oldugunu belirlemistir. Kermanshahani vd. (2004), C.
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persicum’da in vitro ¢imlendirme testi sonucunda polenlerin ¢imlenme oraninin
genotip ve ¢imlendirme ortam icerigine bagl olarak %40-80 oranlar1 arasinda
oldugunu belirlemislerdir. Bu sonuglar, ¢alismamizin kontrol grubunda yer alan
cimlenme oranlari ile benzerlik gostermekle birlikte bir miktar diisiiktiir. Takamura
vd. (1996), C. persicum tiiriinde 151k ve sicakligin polenlerin in vitro ¢imlenmesi
iizerine etkilerini arastirmislardir. Caligmada polenlerin ¢imlenmesi iizerine 15181n
etkisinin oldukg¢a diisiik oldugu ve artan sicaklik degerlerinde (30 °C) ¢imlenmenin
daha erken olmasma karsin polen tiipii gelisiminin olumsuz etkilendigi
saptanmugtir. Tez calismasinda ise in vitro ¢imlendirme testinde kullanilan besi
ortami, polen ekiminden sonra 30 °C’de 2 saat boyunca kiiltiire alinmistir.
Cimlenme oraninin literatlire gore ¢ok farkli olmamakla birlikte diisiik ¢ikmasi,
kullanilan bitkisel materyalin genetik yapisi, ¢imlendirme ortaminin kimyasal
kompozisyonu veya literatiirde belirtildigi tizere 30 °C sicakliktan kaynaklanmis
olabilecegini diislindiirmektedir. Diger taraftan, kiiltiir siiresinin 2 saat tutulmasi
nedeniyle canli olsalar bile heniiz ¢imlenmemis ya da ¢im borusu g¢imlenmis
sayillamayacak kadar kisa olan polenlerin varligt bu oram diisiirmiis olabilir.
Calismamizin sonuglarina benzer olarak Cordea ve Triplica (2019), C. persicum
tirtine ait 7 ticari gesitte yapmis oldugu g¢alismada polen ¢imlendirme oraninin
cesitlere gore degismekle birlikte en diisik %67, en yiiksek %87 olarak
belirlemigtir. Calismada ¢imlenme oraninin polen canlilik oranlarina goére %?2-10
arasinda daha diisik oldugu goriilmektedir. Bu durum polen canlilik ve
cimlendirme testlerinde, Oncelikle polenlerin temin edildigi bitkinin genetik
yapisinin polen canlilik ve ¢imlenme oranlarina etki ettigini diisiindiirmektedir.
Kontrol grubu diginda bulunan iginlanmis polenlerin ¢imlenme oranlari, kontrol
grubuna benzer sekilde doz arttik¢a azalmistir. 0 giinliik polenlerde en yiiksek doz
uygulamasinda, kontrole gore ¢cimlenmede %40’1n {izerinde bir azalma olmasinin
nedeninin 151 uygulamalarinin etkisi oldugu agik¢a goriilmektedir. 2 glinliik
polenlerde en yiiksek 1511 dozu uygulamasinda %50 nin de tizerinde olan ¢imlenme

oranindaki bu azalma, polen yasinin da ¢imlenme kabiliyetini etkiledigini
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gostermistir. Kurtar (2009), kabakta iginlanmig polen teknigi ile haploid bitki
iretimi ¢aligmasinda 151 dozu arttikga ¢imlenme oranmnin azaldigimi, 200 ve 300
Gy doz uygulamalarinda sadece 0 ve 1 giinliik polenlerin ¢imlendigini, sonraki
giinlerde polenlerin ¢imlenme kabiliyetini kaybettiklerini belirlemistir. Bu sonuglar
artan 15imn dozlarinda ve yaslarda polenlerin ¢imlenme oranmin diismesi
bakimindan benzerlik gostermekle birlikte ¢alismamizda doz ve yas etkisi daha az
olarak bulunmustur. Bu durum, ¢alismalarda kullanilan tiirlerin farkli olmasindan
kaynaklanmig olabilir. Nitekim, Murovec ve Bohanec (2013), ¢ali maymun
¢iceginde 1sinlanmis polen yontemi ile yaptiklari ¢aligmalarinda, 600 Gy gama 1sin
dozunun polenlerin ¢imlenme oranlari iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigini
tespit etmislerdir. Diger taraftan, polen canlilik ve ¢imlenme oranindaki
farkliliklarin  151n  uygulamalari ile meydana gelen hiicresel stresten de
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim, farkli dozlarda gama isina maruz
birakilan elma polenlerinde amilaz, seliilaz, rilboniikleaz ve asit fosfataz gibi bazi
enzimlerde artigsa neden oldugu bilinmektedir (Calzoni ve Speranza, 1982).

Ism uygulamalarimin ¢im borusu uzunluguna etkisini incelemek amaciyla,
151k mikroskobuna entegre edilen fotograf makinesi ile ¢imlenen polenlerin
fotografi c¢ekilmis ve bilgisayar programi ile ¢im borularinin uzunlugu
belirlenmistir. Cim borusu uzunlugu polenin dig ¢eperi ile tiipiin baglanti
noktasindan baslayarak tiip boyunca orta kistmdan ug¢ noktaya kadar takip edilerek
belirlenmistir (Sekil 4.2).

Isin uygulamalarmin ve polen yasmin ¢im borusu uzunluguna etkisini
belirlemek amaciyla elde edilen veriler, tesadiif parselleri faktoriyel deneme
desenine gore JMP 8.0 (SAS Institute Inc., ABD) paket programinda varyans
analizi yapilmis ve ortalamalar arasindaki farkliliklar LSD testi ile
karsilastirilmistir. Istatistiksel analizler sonucunda, 151n uygulamalari polen yas1 ve
151in uygulamalar ile polen yasi interaksiyonunun etkisi istatistiki olarak onemli

bulunmustur (p<0.01).
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Isin dozunun ¢im borusu iizerine etkisi incelendiginde; 151n uygulanmayan
kontrol grubunda ¢im borusu uzunlugu ortalamasi 49.60 pm olarak belirlenmistir.
Kontrol grubuna ait érneklerin ¢im borusu uzunlugunun, diger uygulamalara gore
oldukca kisa oldugu belirlenmistir. Istatistiksel analizler sonucunda uygulamalar,
dort gruba ayrilmigtir. 450 ve 300 Gy uygulamalari, en uzun ¢im borusu
uzunluguna sahip olup “a” grubunda yer almistir. 100 ve 200 Gy 1simn dozu
uygulamalari ile 50 ve 150 Gy 15in dozu uygulamalari, kendi aralarinda birlikte
gruplanmigtir. En uzun ¢im borusu uzunlugu, 450 Gy 1sin dozu uygulamasinda
ortalama 72.88 pum olarak Olclilmiistiir (Cizelge 4.3). Cim borusu uzunlugunun

belirlenmesi ile ilgili gorsel Sekil 4.2°te verilmistir.

PT: 54,720 pm

Sekil 4.2. Cim borusu uzunlugunun belirlenmesi (PC: polen ¢api, PT: polen tiipii)
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Cizelge 4.3. Isin dozunun ¢im borusu uzunluguna etkisi

Isin dozu (Gy) Uzunluk (pum) LSD

450 72.88 a

300 72.12 a

200 64.18 b

100 62.19b LSD=4.325*
150 5777 ¢

50 54.58 ¢

0 49.60d

*p<0.01, Ortalamalar arasindaki farkliliklar harflerle gosterilmistir.

Polen yasmin ¢im borusu iizerine etkisi incelendiginde, istatistiksel
analizler sonucunda 0 ve 1 giinliik polenlere ait ortalama ¢im borusu uzunluklar1 63
um ile ayni grupta yer almustir. 2 giinliik polenlerde ise ¢im borusu uzunluklari

daha kisa olup, ortalama 58,40 um ile “b” grubunda yer almistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Polen yaginin ¢im borusu iizerine etkisi

Polen yas1 (Giin) Uzunluk (um) LSD

1. Giin 63.66 a

0. Giin 63.65a LSD=2.831*
2. Glin 58.40 b

*p<0.05, ortalamalar arasindaki farkliliklar harflerle gosterilmistir.

Polen yas1 ve 151 dozlarmin ¢im borusu uzunluguna etkisi, istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (p<0.01). Ismlanma yapilmayan kontrol grubuna ait
polenlerde ¢im borusu uzunlugunun en kisa oldugu belirlenirken, 300 Gy dozda
1s1na maruz kalan 0 ve 1 gilinliik polenlere ait ¢im borusu uzunlugunun en uzun
oldugu belirlenmistir. 0 Gy’ den 300 Gy doza kadar ¢im borusu uzunlugu, polen
yasina bagli olarak 151 doz miktar arttik¢a artmis ve 450 Gy dozda yine yasa bagh
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olarak diisiis gostermistir (Cizelge 4.5). En uzun ¢im borusu 79.37 um ile 300 Gy
151n dozuna maruz birakilan 0 giinliik polenlerde tespit edilmis ve istatistiki olarak
ayni grupta yer alan, 300 Gy 151 dozu uygulanan 1 giinliik polenler 78.89 pm ¢im

borusu uzunlugu ise ikinci sirada yer almistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Isin dozu ve polen yasi interaksiyonunun ¢im borusu uzunluguna

etkisi
Doz x Yas yasi Uzunluk (um) LSD
300-0 79.37 a
300-1 78.89 a
450-1 75.57 ab
450-0 73.34 abc
450-2 69.73 bed
200-1 67.87 cd
200-0 66.64 cd
100-1 66.20 cd
100-0 64.74 de
150-2 63.53 def
300-2 58.09 efg LSD=7.491*
200-2 58.02 e.h
150-0 56.19 f11
50-2 55.81 ghi
100-2 55.62 gh
50-0 54.68 g.
150-1 53.58 g
50-1 53.25¢gj
0-0 50.55 hyj
0-1 50.24 yj
0-2 48.02

*p<0.01, ortalamalar arasindaki farkliliklar harflerle gosterilmistir.
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Polenlerin in vitro ¢imlenme oranlarinda 0 Gy’ den 100 Gy 1s1n dozuna
kadar hafif bir azalma go6zlenmis, 150 Gy’ den 450 Gy’ e kadar olan 1sin
dozlarinda ise polenlerin ¢imlenme kabiliyetinde azalma, artarak devam etmistir.
Cim borusu uzunlugundaki degisimler incelendiginde; artan 151n dozlarina gore ¢im
borusu uzunlugunda 0 Gy’ den 300 Gy 1s1n dozuna kadar artis gdzlenmis ve 300
Gy 151n dozunda ¢im borusu uzunlugu en yiiksek seviyeye ulasmistir. 450 Gy 1s1n
dozunda ise, ¢im borusu uzunluk egrisinin diislis egilimine girdigi gozlenmistir

(Sekil 4.3).

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0 e L LAl Lk B Lid R

0 Gy 50Gy 100Gy 150Gy 200Gy 300Gy 450Gy
== Polen Canlihgi (%) k== Cimlenme Orani (%)

e Cim Borusu Uzunlugu (pm)

Sekil 4.3. Isin uygulamasi yapilmis giin yash polenlerde canlilik, ¢imlenme orani
ve ¢im borusu uzunlugunun karsilagtiriimasi

Calismamizda genel olarak, 151n uygulamalarinin polen canlilik ve in vitro
cimlenme oranini diigiirse de, polen tiipii uzunlugunu arttirdig1 goriilmektedir. Yigit
(2008), elmada artan dozda lazer 1sinlar1 ile polen tiipii uzunlugu arasinda pozitif
korelasyonun oldugunu bildirmistir. Livingston ve Stettler (1973), géknarda yaptig
calismada polenlere 4, 8, 16, 32, 64, 128 ve 256 kR gamma 1s1m1 uyguladiktan
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sonra in vitro ¢imlenme ve polen tiipii uzunlugunu incelemislerdir. Calismada
uygulamalar arasinda ¢imlenme oraninda bir degisiklik gdzlenmezken, polen tiipii
uzunluklarn ile 151 dozlarn arasinda pozitif bir korelasyon belirlenmistir. Diger
taraftan Pandey ve Kumar (2013), keten bitkisinde 100, 200, 300, 400 ve 500 Gy
dozlarinda gama iginina maruz birakilmig tohumlardan elde ettigi bitkilerin
polenlerinde 151 dozlarinin polenlerin ¢imlenme orani ile ¢im borusu uzunlugu
iizerine etkilerini incelemislerdir. Calismada 300 Gy 1s1n dozuna kadar polenlerde
¢imlenme oranlarinda artis goézlemlemislerdir. 400 ve 500 Gy dozlarda ise polen
canliliklar1 ile ¢imlenme oranlarinda ve polen tiipii uzunlugunda diisiis
belirlenmistir.

Katiyar ve Chauhan (1987), Pinus patula bitkisinde gama 1sminmn polen
tiipii ve polen ¢imlenme oranina etkisini incelemislerdir. Calismada diisiik dozlarda
151n uygulamasi polen ¢imlenme oramni ile polen tiipii uzunlugu iizerine pozitif bir
uyartim saglarken, artan 151n dozlar1 polen ¢imlenme oranini diisiirmiis ancak polen
tiipii uzamasina etki etmemistir. Bu durum, i1sin uygulamalarinin ¢imlenme
kabiliyeti diisiik olan polenlerin Slmesine ve normal gelisme gosteren saglikli

polenlerin 6n plana ¢ikmasindan kaynaklanmig olabilir.

4.2. Histolojik Analiz Bulgulari

Caligmanin bu asamasinda, tozlamadan sonra polen tiipii gelisimi ve
embriyo olusum zamani belirlenmistir.

Farkli 151n dozlan ile 151n uygulamasi yapilan polenlerle tozlamadan sonra
10. giine kadar olan dénemde polenlerin stigma lizerinde ¢imlenmesi ve disicik
borusu icerisinde uzayarak gelisimi, anilin mavisi boyamadan sonra yapilan ezme
preperat goriintiilerinin floresan mikroskopta (Olympus BX51, Tokyo, Japonya)
incelenmesiyle gozlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda, 1sin  uygulamasi
yapilmayan polenler stigma {izerinde ilk giinden itibaren ¢imlenmeye baglamis ve
tozlamadan 8 giin sonra yumurtaliga ulagarak oviile giris yaptig1 tespit edilmistir

(Sekil 4.4).
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100pum
e

100pum

Sekil 4.4. A-B: Isin uygulamasi yapilmayan polenlerin stigma T{izerinde
¢imlenmesi, C: polen tiipli uzamasi, D: polen tiipiiniin oviile ulagmasi
(s: stigma, o: oviil, p: polen, pt: polen tiipii)

50 Gy 1sm uygulamasi yapilan polenlerle tozlama sonrasinda alinan
orneklerde, polenlerin stigma {izerinde ¢imlenmesi kontrol grubuna benzerlik
gostermistir. Tozlamadan 1-2 giin sonra ¢imlenmeye baslayan polen taneleri, ¢im
borusu olusturmus ve 4. giin sonunda digicik borusu igerisinde uzayarak
geligmistir. Ancak, 4. gilinde heniiz ovaryuma ulasamadigi goézlenmistir.
Tozlamadan 8. giin sonra ¢im borusunun yumurtaliga girdigi ve oviillere ulastig

tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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100pum

100pum
==

Sekil 4.5. 50 Gy dozda isinlanan polenlerin A: stigma ilizerinde ¢imlenmesi, B:
disicik borusunda ¢im borusunun goriiniisii, C: disicik borusu ve
ovaryum birlesme kismi D: ¢im borusunun oviile girisi (s: stigma, p:
polen, pt: polen tiipii, Db: disicik borusu, o: oviil, Ov: ovaryum)

100um

100 Gy 1sin uygulamasi yapilan ¢igek tozlari ile tozlama sonrasinda
toplanan ¢igek tomurcuklarinda yapilan analizler sonucunda, polenlerin stigma
tizerinde ¢imlenme bulgulart daha diisik doz uygulamalartyla benzerlik
gostermigtir. Tozlama sonrasi, disicik tepesi iizerinde ¢imlenen polen taneleri ¢im
borusunu olusturmustur. Disicik borusu igerisinde uzayan ¢im borularinin 4. giin
sonunda yumurtaliga dogru ilerledigi ancak heniiz ulasamadigi gozlenmistir.
Tozlamadan 8 giin sonra, ¢im borularinin ovaryum ve digicik borusunun birlestigi
noktadan gegerek yumurtaliga giris yaptig1 goriilmiistiir. Tozlamadan 8 giin sonra,
toplanan ¢igek tomurcuklarinda ¢im borularinin oviile giris yaptig: tespit edilmistir

(Sekil 4.6).
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100pum 100pm

100um 100pm

Sekil 4.6. 100 Gy dozda 1sinlanan polenlerin A: stigma iizerinde ¢imlenmesi, B:
tozlamadan 4 giin sonra disicik borusu yumurtalik birlesme bolgesi, C:
polen tiipiiniin yumurtaliga girisi, D: polen tiipiliniin oviile girisi (s:
stigma, pt: polen tiipii, Db: disicik borusu, o: oviil)

150 Gy 151 dozuna maruz birakilan polenlerle yapilan tozlama sonrasinda
alinan orneklerde, polen tanelerinin daha diigiilk doz uygulamalarindaki ile benzer
sekilde c¢imlendigi gozlenmistir. Polen taneleri ¢imlenerek polen tiipiinii
olusturmus, tozlamadan 4 giin sonra ovaryuma giris yaptig1 gézlenmemistir. Polen
tiipleri tozlamadan 8 giin sonra, yumurtalik ve disicik borusunun birlesim noktasini
gecerek ovaryuma giris yapmis ve yine ayni giin alinan 6rneklerde polen tiiplerinin
uzayarak oviile giris yaptig1 belirlenmistir (Sekil 4.7). Isin uygulamasi
yapilmayanlarla 50, 100 ve 150 Gy 1sin uygulamalar1 yapilan polenlerle tozlama
sonrasinda; polenlerin ¢imlenmesi, polen tiipliniin uzamasi ve yumurtaliga giris

yapmasi tozlamadan sonra ilk hafta igerisinde gerceklesmistir. Yapilan analiz ve
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gozlemlerde polenler ¢cimlense bile, tozlamadan sonra 4. giine kadar polen tiipiiniin
yumurtalifa giris yaptigi goézlenmemistir. 150 Gy doza kadar yapilan 1sin
uygulamalar1 yapilan polenlerle tozlamadan 8 giin sonra alman Orneklerde ise,

polen tiipliniin oviile giris yaptig1 gézlenmistir.

100pm

Sekil 4.7. A-B: 150 Gy Isin uygulamasi yapilan polenlerin stigma iizerinde
¢imlenmesi, C: polen tiipii uzamasi, D: polen tiipiiniin oviile ulasmasi
(s: stigma, pt: polen tiipii, Db: disicik borusu, o: oviil, ov: ovaryum)

200 Gy doz ile 1sinlanan polenlerle tozlama sonrasinda alinan érneklerde
yapilan incelemeler sonucunda, daha diigiik dozlara oranla polenlerin digicik tepesi
tizerinde ¢imlenme oraninin diistigii gézlenmistir. Kontrol grubu ve 200 Gy
dozdan daha diisiik uygulamalara ait 6rneklerde gozlendigi lizere tozlamadan 4 giin
sonra disicik borusuna veya disicik borusu ile yumurtaligin birlestigi bolgeye

heniiz ¢im borularinin ulasmadigr gézlenmistir. Bu durum, daha diisiik dozlar ile
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benzerlik gostermistir. Tozlamadan 4 giin sonra, yine beklenildigi lizere ovaryum
incelemelerinde polen tiipliniin heniiz yumurtaliga ulagsmadigi tespit edilmistir.
Ancak tozlamadan 8 giin sonra, daha diisiik doz uygulamalarindan elde edilen
sonuglarin aksine polen tiiplerinin yumurtaliga ulagsmadigi belirlenmigtir (Sekil
4.8). Cimlenen ve ¢im borusu olusturan polenlerin, bir miktar uzadiktan sonra
disicik borusu igerisinde tutuklu kaldigi ve aslinda ddllenmenin ger¢eklesmedigi

tespit edilmistir.

100pum
— ——

100um D
———

Sekil 4.8. A: 200 Gy 1sin uygulamasi yapilan polenlerin stigma T{izerinde
¢imlenmesi, B: digicik borusunun goriiniimii, C: tozlamadan 4 giin
sonra yumurtaligin = gériinlimii, D: tozlamadan 8§ gilin sonra
yumurtaligin goriinlimii (s: stigma, Db: disicik borusu, o: oviil, ov:
ovaryum)

300 Gy 1sin dozuna maruz birakilan polenlerle tozlama sonrasi alinan

orneklerde yapilan incelemelerde; 200 Gy 1sin dozu sonuglarina benzer sekilde
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disicik tepesinde ¢imlenen polen sayisinin kontrole ve 50, 100 ve 150 Gy 1s1n dozu
uygulamalarina oranla azaldigi, floresan mikroskopta yapilan gozlemler ile tespit
edilmistir. Tozlamadan 4 giin sonra beklenildigi gibi, ¢imlenen polenlerin
olusturdugu polen tiiplerinin heniiz disicik borusu sonu ile yumurtalik bolgesine
ulasmadigi belirlenmigtir. Benzer sekilde, tozlamadan 4 giin sonra alinan
orneklerde yumurtaliga ulasan polen tiipline rastlanilmamigtir. Isinlanmis
polenlerle tozlamadan 8 giin sonra alinan &rneklerde de, 200 Gy 1sin uygulanan
polenlerle tozlama sonrasinda elde edilen sonuglara benzer sekilde yumurtaliga

ulasan polen tiipii belirlenmemistir (Sekil 4.9).

100um

100um \

— ! ——
Sekil 4.9. A: 300 Gy 1simn uygulamast yapilan polenlerin stigma iizerinde
¢imlenmesi, B: disicik borusunun goriiniimii, C: tozlamadan 4 giin
sonra yumurtaligin gorlinimii, D: tozlamadan 8 giin sonra
yumurtaligin gdriinlimii (s: stigma, p: polen, Db: disicik borusu, o:
oviil, ov: ovaryum)
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450 Gy 151 dozu uygulamasi yapilan polenlerle tozlama sonrasinda; 200
ve 300 Gy 151 uygulamalarina benzer olarak, polen tanelerinin kontrol ile 50, 100
ve 150 Gy i1sin uygulamalarma oranla ¢imlenme kabiliyetlerinin azaldigi
gbzlenmistir. Tozlamadan 4 giin sonra alinan 6rneklerde beklenildigi tizere; disicik
borusu sonu ile yumurtaligin birlesim boélgesine veya yumurtalik igerisine ulasan
polen tiipii tespit edilmemistir. Tozlamadan 8 giin sonra alinan &rneklerde, yine

oviillere ulagan polen tiipii gézlenmemistir (Sekil 4.10).

100pum
——

100um
——

Sekil 4.10. A: 450 Gy 1smn uygulamasi yapilan polenlerin stigma {izerinde
¢imlenmesi, B: disicik borusunun goriiniimii, C: disicik borusu sonu
ve yumurtaligin birlestigi bolgenin goriiniimii, D: tozlamadan 8§ giin
sonra yumurtalikta oviiller (s: stigma, p: polen, Db: disicik borusu, o:
oviil)

Yapilan histolojik analizler sonucunda; 1sin dozlar1 uygulamasina gore

degismekle birlikte, stigma iizerine ulasan polenlerin ilk iki giin igerisinde
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¢imlendigi ve polen tiipii olusturdugu goézlenmektedir. Kontrol grubunda, polen
tiipliniin tozlanmadan sonra 5-7 giin sonra ovaryuma ulastig1 ve oviile giris yaptigt
gozlenmistir. Isin dozu uygulamalarinda ise; ¢imlenen polenlerin yumurtaliga
ulagsma siirelerinde bir degigiklik olmamakla birlikte, ddllenmenin ilk hafta
icerisinde gergeklestigi tespit edilmistir. Ancak, artan dozlarda g¢imlenen polen
sayisindaki diisiis veya polen tiipiiniin ¢imlendikten sonra disicik borusu igerisinde
tutuklu kalmasi nedeniyle, yumurtaliga ulasan polen tiipii sayisinin azaldigi ya da
hi¢ ulasmadigi gozlenmistir. Ewald (1996), C. persicum 'Reinweif}' ve C.
purpurascens tiirleri arasinda melezlemeler yapmis ve daha sonra histolojik
analizlerle polenlerde ¢imlenme, polen tiipii olusumu ve dollenmeyi incelemistir.
Yapilan c¢alismada polenlerin bazilarinin stigma iizerinde ¢imlendigini, bazilarinin
ise ¢cimlendikten sonra polen tiipii olusturdugu ve polen tiipiiniin yumurtaliga dogru
uzadigi tespit edilmistir. Tozlamadan sonra 5. giinde, polen tiipiiniin yumurtaliga
giris yapmaya basladig1 ve tozlamadan sonra 9. giine kadar yumurtalifa ulasan
polen tiipli sayisinin giderek arttigi belirlenmistir. Bu sonuglar galigmamizin
sonuglar1 ile kismen benzer olup, polen tiiplerinin yumurtaliga ulasmasi,
tozlanmadan sonraki ilk haftada gergeklesmistir. Ancak ¢alismamizda yumurtaliga
ulasan polen tiipii sayis1 artan 151 dozu uygulamalarina bagl olarak azalmistir. Bu
azalmanm, 15in  uygulamalarmin zararli etkilerinden kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Diger taraftan ¢alisilan tiirlin genetik yapisi, ovaryuma ulagan
polen tiipii sayis1 ve polen tiipii gelisimini etkilemis olabilir. Yapilan ¢aligsmalarda,
polen ve pistil arasindaki etkilesimin genetik olarak kontrol edildigi
bildirilmektedir (Alves vd., 2019).

Histolojik analizlerin son asamasinda, embriyo olusum zamaninin
belirlenmesi amaciyla tozlamadan 10. giinden sonra 20, 30, ve 40. giinde 3’er ¢igcek
tomurcugu alinmistir. Cigek tomurcuklari parafin bloklara alindiktan sonra
mikrotomla kesit alinmis ve boyama islemlerinin ardindan daimi preparatlar
hazirlanmigtir. Daimi preperatlar mikroskop altinda incelenerek embriyonun hangi

giinde olustugu goézlenmistir. Yapilan histolojik analizlerde; ovaryumda bulunan,
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uyartimi saglanan veya normal sekilde dollenen tohum taslaklarinin tozlamadan
hemen sonra gelismeye bagladigi ve tohumlar olgunlasincaya kadar bu gelismenin
devam etigi goriilmektedir. Ancak; uyartim almayan veya dollenmeyen oviillerin
gelismeleri, sinirli olmakta ve oviiller belirgin derecede kiigiik kalmaktadir. Heniiz

tozlama iglemi yapilmamis ¢i¢eklerden alinan 6rneklerde ovaryum goriintiisii, Sekil

4.11°de verilmistir.

Sekil 4.11. Tozlanmamis ¢i¢ekte ovaryum goriiniimii (Ov: ovaryum, Ok: ovaryum
kilifi, O: oviil, Ct: ¢igek tablasi, Cs: ¢icek sap1)

Tozlamadan sonra 10. giinde alinan ¢igek tomurcuklarina ait kesitlerde,
ovaryumun hacimce biiyiidiigii ve oviillerde benzer olarak hacimsel bir artigin
meydana geldigi gozlenmektedir. Oviillerdeki hacimsel artisin bu asamada

homojen oldugu goriillmektedir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Tozlamadan 10 giin sonra ovaryumun genel goriiniimii (Ok: ovaryum
kilifi, O: ovill, Ct: ¢gigek tablasi, Cs: ¢igek sapi)

Tozlamadan sonra 20. giinde alinan ¢igek tomurcugu Orneklerine ait
kesitler incelendiginde, 10. giinde ovaryumda ve oviilde gozlenen hacimsel artisin
devam ettigi gozlenmistir. 20. giin 6rneklerinde ise, biiylimenin devam ettigi ancak
bazi ovillerin digerlerine oranla hacim olarak daha kiigiik oldugu dikkati
¢ekmektedir. Diger taraftan, oviillerin gismesi boyuna kesitte daha fazla oviiliin
goriilmesine yol agmigtir. Cigek tomurcuklarinda gozlenen hacimsel artis, sadece
ovaryum ve oviillerle sinirli olmayip tozlamadan sonra 20. giinde ¢igek tablasinin

da genislemeye basladigi, gorsel olarak belirlenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Tozlamadan 20 giin sonra ovaryumun genel goriinimii (Db: disicik
borusu, Ok: ovaryum kilifi, O: oviil, Ct: ¢igek tablasi, Cs: gigek sapi)

Tozlamadan 30 giin sonra alinan 6rneklerde, artik hacimsel artistan ziyade,
ovilllerin homojen olarak biiyiimeye devam etmedigi ve baz1 oviillerin
digerlerinden sekilsel olarak farkedilir derecede ayrildigi goriilmistiir (Sekil 4.14).

Tozlamadan sonraki 40. giinde de, tozlamadan 30 giin sonra alinan
orneklere benzer olarak oviillerin gelisiminin devam ettigi gdzlenmistir. Ancak
homojen bir biiylimenin s6z konusu olmayip gorsel olarak birbirinden farkl
bliytikliikte oviillere rastlanilmigtir (Sekil 4.15). Oviillerin gelisimindeki bu
farklilik, tiim oviillerin ayn1 anda déllenmemesi veya histolojik analizler sirasinda

fiksasyon soliisyonunun tiim oviillere ulasmamasindan kaynaklanmig olabilir.
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Sekil 4.14. Tozlamadan 30 giin sonra ovaryumun genel goriiniimi (Ok: ovaryum
kilifi, O: oviil, Ct: ¢igek tablasi)
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Sekil 4.15. Tozlamadan 40 giin sonra ovaryumun genel goriiniimi (Ok: ovaryum
kilifi, O: oviil, Ct: ¢igek tablasi

Histolojik caligmalarda embriyo olusumunun meydana geldigi zamani
belirlemek igin, 100x objektifte 151k ve floresan mikroskopta incelemeler
yapilmigtir. Gelisim agamalar1 incelendiginde, tohum taslaklar1 igerisinde 20.
giinde etrafini maternal dokularin g¢evreledigi kiiresel zigot/embriyo olusumu
gozlenmistir (Sekil 4.16). Aym gorlintii floresan mikroskopta incelenmis ve
gbzlenen yapinin embriyo/zigot olduguna emin olunmustur (Sekil 4.17). Bu durum,
muhtemelen siklamen tohumlarinda embriyo gelisiminin tozlamadan 20 giin sonra
gergeklestigini  dislindiirmektedir. Nitekim Ishizaka (1996), kendilenmig C.
persicum gigek tomurcuklarinda 35 ve 42. giinlerde benzer sekillerde tohum taslagi
igerisinde kiiresel goriinlime sahip olan ve diger hiicrelerden ayrilan yapiyi,
endosperm dokusu tamamlanmig embriyo olarak tanimlamistir. Ishizaka (2008), C.

persicum ve C. hederifolium arasinda yaptigi melezlemeler sonucunda embriyo
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olusumumun tozlamadan sonra 21. giinde olustugunu, tozlamadan 35 giin sonra ise
embriyolarin dejenere oldugunu bildirmistir. Winkelmann vd. (2015), C. persicum
tiiriinde tozlamadan 11 hafta sonra hasat ettikleri meyvelerden tohumlar1 ¢ikartip

mikroskopta incelediklerinde, 11 hafta sonra endosperm, testa ve torpedo

asamasindaki embriyoyu gozlemlemiglerdir.

13 g ¥ i  ——
Sekil 4.16. Tozlamadan 20 giin sonra 151k mikroskobunda embriyo goriiniimii (Z/E:
Zigot/Embriyo)
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Sekil 4.17. Tozlamadan 20 giin sonra floresan mikroskobunda embriyo goriiniimii
(Z/E: Zigot/Embriyo)

Yapilan histolojik analizler sonucunda, literatiir bilgileri de goz Oniinde
bulunduruldugunda; siklamende tozlamadan 20 giin sonra embriyo gelisiminin
basladig1 disiiniilmektedir. Literatiir bilgileri 1s1ginda herhangi bir uyusmazlik
durumu gibi bir engel olmadiginda, embriyo gelisiminin tozlamadan 77 giin
sonraya kadar devam ederek embriyo agsamalarini saglikli bigimde tamamladigi
goriilmektedir. Ancak, tiirler arasi melezleme veya partenokarpik uyartim gibi
embriyonun ilerleyen donemlerde dejenere oldugu ve saglikli bir tohumun
olusmadig1 durumlarda, embriyo kurtarma gerekmektedir. Onceki galigmalar goz
oniinde bulunduruldugunda embriyo kurtarmanin tozlamadan sonra 35. giine kadar
yapilmasmin uygun oldugu diisliniilmektedir. Ishizaka ve Uematsu (1995), C.
persicum ve C. purpurascens arasinda yaptiklart melezleme ¢alismalarinda,

tozlamadan sonraki 28. giinde oviiller igerisinde pro-embriyolarin olusmaya
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basladigimi ve tozlamadan 35 giin sonra ise embriyolar gelisimine devam etmekle
birlikte, abortif embriyolarin da meydana geldigini bildirmislerdir. Bu sonuglar,
¢aligmamizin histolojik analiz bulgulari ile kismen benzerlik gostermekle birlikte;
ortaya ¢ikan gelisimsel farkliliklarin, kullanilan yontem ve bitkisel materyalin
genetik yapisit ile yakindan iligkili oldugu disliniilmektedir. Sonuglar
degerlendirildiginde, 1smlanmis polenlerle tozlamadan 30 giin sonra oviil

kiiltlirtiniin yapilmasinin uygun oldugu belirlenmistir.

4.3. Doku Kiiltiirii Calismalar ile Ilgili Bulgular

Embriyo kurtarma amaciyla yapilan oviil kiiltiiri denemeleri kapsaminda
iki deneme gergeklestirilmistir. Birinci denemede, ilk olarak yiizey sterilizasyonu
amaciyla meyveler doz gruplarina gore ayrilmistir. Gruplandirilan meyve ornekleri
falcon tiip igerisine koyularak akan ¢esme suyu altinda 20 dk birakilmis ve
tozlarindan arindirilmistir. Bekleme isleminden sonra ornekler 3-5 defa saf su ile
durulanmig ve steril kabin igerisine transfer edilmistir. Kabin igerisinde steril
behere aktarilan Ornekler 6nce %70’lik etil alkolde 1 dk bekletildikten sonra,
icerisinde 1-2 damla Tween-20 igeren %30’luk ticari sodyum hipokloritte
(Domestos) 15 dk bekletilmistir. Daha sonra drnekler kopiiklerinden uzaklasincaya
kadar steril saf su ile durulanmistir. Yiizey sterilizasyonu yapilan meyve
orneklerinde oviillerin izolasyonu gerceklestirilerek kontrol (%2 MS); Y2 MS + 2.0
mgL"' 2,4-D + 0.8 mgL" 2iP ve ¥4 MS + 0.4 mgL™"' BA + 0.4 mgL"' GA; iceren
besi ortamlarinda kiiltiire alinmigtir.

Kiiltiire alinan embriyolarin 4 hafta sonra gozlemleri alinmigtir. Yapilan
gozlemlerde kiiltiir ortamlarinin bir¢ogunda fungal bulasiklik gézlenmistir. Bazi
eksplantlardan, diisiik oranda diisiik oranda kallus rejenerasyonu gergeklesmistir.
Elde edilen kalluslar morfolojik olarak incelendiginde, kallus yapilarinin
kahverengimsi ve kirilgan bir yapiya sahip oldugu gozlenmistir. Schwenkel ve
Winkelmann (1998), siklamende oviil kiiltiirlinde sarimsi veya kahverenginde

yumugak veya kirillgan kalluslarin rejenere oldugunu bildirmistir. Savona vd.
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(2007), C. persicum cv. ‘Halios’ gesidinde yapmis oldugu caligmalarinda oviil
kiiltiiriinden sarims1 kahverenginde, yumusak ve kirilgan kalluslarin gelistigini
bildirmistir. Calismamizda oviil eksplantlarindan gelisen kallus yapilart morfolojik
olarak oOnceki caligmalarda elde edilen kallus yapilarina benzer oldugu
goriilmektedir. Birinci denemede eksplantlardan en iyi kallus gelisimi, 100 Gy 151
uygulamasi grubunda 2 numarali %2 MS + 2.0 mgL" 2,.4-D + 0.8 mgL" 2iP besi
ortaminda gozlenmistir. 200, 300 ve 450 Gy 1smn dozu uygulamalarinda higbir

ortamda gelisme gozlenmemistir. Kallus gelisim oranlar1 Sekil 4.18’da verilmistir.

'%eﬁ?erasyon orani M}
0,14 -
0,12
0,1
mK
0,08
nl
0,06 2
0,04
0 N
Kontrol 50 100 150 200 300 450

Sekil 4.18. Birinci denemede oviil kiiltlirlinde kallus rejenerasyonu

Kiiltiiriin ilerleyen donemlerinde 50 Gy 1sin dozu uygulamasina ait 0.4
mgL™" BAP ve 0.4 mgL™" GA; iceren besi ortaminda embriyolarin kaynasmasiyla
olugmus bir yap1 elde edilmistir. Ancak elde edilen kallus ve embriyoya benzer
yapilarin, kiiltire alinan oviillerin plasenta kalintilarindan ya da oviil zarinda
gelistigi diislinlilmektedir (Sekil 4.19). Diger taraftan ilerleyen siirecte, ortamda
gozlenen kontaminasyon tiim petrilerde gozlenmis ve petriler atilmak zorunda

kalimustir (Sekil 4.19). Bu nedenle birinci deneme erken sonuglandirilmistir.

93



4. BULGULAR VE TARTISMA Mehmet TUTUNCU

Sekil 4.19. Kiiltiire alinan eksplantlarda kallus gelisimi (A: 100 Gy + 1 no’lu
ortam, B: 50 Gy + 1 no’lu ortam C, D: 50 Gy + 1 no’lu ortamda KEY
(kaynasmis embriyojenik yapilar))

Birinci denemede ortaya g¢ikan kontaminasyon nedeniyle sterilizasyon
protokoliinde degisiklige gidilmistir. Hasat edilen meyve ornekleri, ilk protokole
benzer sekilde oncelikle yiizey sterilizasyonu amaciyla akan ¢esme suyu altinda 20
dk birakilarak yiizey kirlerinden armdirilmistir. Sonraki asamada eksplantlar,
birinci denemedeki sterilizasyon isleminden farkli olarak %0.1’lik HgCl, (civa
kloriir) igerisinde 25 dakika siire ile bekletilmistir. Orneklerin %30’luk ticari
sodyum hipokloritte (Domestos) bekleme siiresi 15 dk’dan 20 dk’ya ¢ikartilmistir.

Daha sonra o6rnekler genel sterilizasyon islemlerine benzer sekilde kopiiklerinden
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uzaklasincaya kadar steril saf su ile durulanmistir. Sterilizasyon iglemi tamamlanan
meyvelerden oviillerin izolasyonu gergeklestirilmis ve besi ortamlarinda kiiltiire
almmustir. Ancak ikinci denemede ilk denemeden farkli olarak bir besi ortami (0.5
mgL" Kinetin igeren 4 MS) daha kullanilmis ve toplamda kontrol grubu dahil 4
farkli besi ortaminda oviiller kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alinan oviiller 8 hafta
boyunca karanlikta bekletilmis ve 8 hafta sonrasinda biiyiitme odasi kosullarinda
(16 saat fotoperyodisite, 25+1 °C’de) kiiltiire alinmistir. Biiylitme odasina aktarilan
orneklerde kiiltiir boyunca 4-5 hafta araliklarla alt kiiltiir islemleri yapilmustir.

Elde edilen veriler ile yapilan istatistik analizler sonucunda 151n dozu, besi
ortami ve 1sin dozu-besi ortami interaksiyonunun kallus gelisimi lizerine etkisi
istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05). Kallus rejenerasyonu %0.75-6.75
oranlarinda 50, 100 ve 150 Gy 151n dozu grubundan elde edilmistir. Kontrol, 0, 200,
300 ve 450 Gy grubunda kallus gelisimi gergeklesmemistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Isin dozlarinin kallus geligimi iizerine etkisi

Isin Dozu (Gy) Kallus (%)

50 6.75(9.48) a

100 1.50 (2.50) b

150 0.75 (1.12) be

0 0.0 (0.0) c LSD=1.583*
200 0.0 (0.0) c

300 0.0 (0.0) c

450 0.0 (0.0) c

A1 transformasyonu yapilmig degerler parantez icerisinde verilmistir. *p<0.05

Besi ortamlariin rejenerasyona etkisi incelendiginde, kallus rejenerasyon
orani %0.57-3.00 arasinda farklilik gdstermis ve istatistiki acidan Onemli

bulunmustur. En yiiksek kallus rejenerasyonu 2.0 mgL™ 2,4-D ve 0.8 mgL™" 2iP
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iceren %2 MS besi ortaminda gozlenirken, bitki biliylime diizenleyicisi icermeyen

kontrol grubunda rejenerasyon meydana gelmemistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Besi ortamlarinin kallus olugumuna etkisi

Ortam Kallus (%)

3 (4 MS+2.0 mgL' 2,4-D+0.8 mgL"' 3.00(4.13)a

2iP)

2 (Y» MS+0.4 mgL"' BA+0.4 mgL"' GA;) 1.57(2.30)b  LSD=1.197*
1 (24 MS+0.5 mgL™" Kin) 0.57 (1.05) be

Kontrol (/2 MS) 0.00 (0.00) ¢

A1 transformasyonu yapilmig degerler parantez icerisinde verilmistir. *p<0.05

Besin ortami ve 1simn dozu interaksiyonu degerlendirildiginde kallus
olusumu oranmin %]1-15 arasinda degistigi belirlenmis ve elde edilen verilerle
yapilan istatistiksel analizlerde besi ortami ve 15in dozu interaksiyonunun kallus
olusumu {izerine etkisi onemli bulunmustur (p<0.05). En yiiksek kallus olusumu 50
Gy gama 1ginina maruz kalan polenlerle tozlama sonrasinda 3 nolu ortam olan 2.0
mgL" 2.4-D ve 0.8 mgL™" 2iP igeren 4 MS ortaminda Kkiiltiire alinan oviil
eksplantlarinda gerceklesmistir (Cizelge 4.8). Kallus doniisiimii olan ve olmayan
bazi eksplantlarin goriiniimii Sekil 4.20°de verilmistir.

Rejenerasyon gozlenen gruplar arasinda en diisiik kallus uyartimi ise %1
oranla 50 Gy gama 1smina maruz kalan polenlerle tozlama sonrasinda, 1 no’lu
ortam olan 0.5 mgL’ Kinetin igeren % MS ortaminda kiiltire alman oviil
eksplantlarinda gerceklesmistir (Cizelge 4.8). Bitki biiyiime diizenleyicisi
icermeyen kontrol ortaminda kiiltiire alinan eksplantlarda ise herhangi bir kallus

rejenerasyonu gozlenmemistir.
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Sekil 4.20. Oviil kiiltiirii denemelerinin gdriiniimii (A: oviillerin genel goriiniimii,
B-C: kahverengilesen oviil eksplantlari, D: kallus gelisimi)
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Cizelge 4.8. Isin dozu x besin ortami interaksiyonunun kallus olusumuna etkisi

Isin dozu*ortam

Kallus (%)

50%*3

50%2

100*1
150%*3
100*3

50%*1
0*Kontrol
0*2

200%*3
300*3
450*Kontrol
150*1
150%2
150*Kontrol
450%*3
200*1
450%2

0*3

100*2
200*Kontrol
0*1

200*2
100*Kontrol
300*1
300%*2
300*Kontrol
50*Kontrol
450*1

15.00 (19.92) a
11.00 (16.15) a

3.00 (5.52) b
3.00 (4.49) b
3.00 (4.49) be
1.00 (1.84) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢
0.00 (0.00) ¢

LSD=3.167*

Agct transformasyonu yapilmis degerler parantez igerisinde verilmistir. *p<0.05

Tez ¢alismasinda kallus olusumu istenmeyen bir durumdur. Ciinki

siklamende yapilan oviil kiiltiirii ¢aligmalarinda kallus olusumu ile birlikte

meydana gelen embriyo uyartiminin somatik embriyolar oldugu bilinmektedir. Bu
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durum, haploid bitki yerine genetik yapisi oviil eksplantlarinin alindig1 ana bitkiyle
aynit olan yeni bitkilerin olugsmasina neden olmaktadir. Caligmamizdaki 3 no’lu
ortam olan 2.0 mgL™" 2.4-D ve 0.8 mgL"' 2iP igeren » MS ortamu daha 6nce
Schwenkel ve Winkelmann (1998) tarafindan siklamen i¢in optimizasyonu yapilan
bir embriyojenik kallus uyartim ortamidir. Bu nedenle, ¢alismamizda kullanilan
3’nolu ortamda kallus rejenerasyon oraninin en yiiksek olmasi beklenen bir
durumdur. Ancak, c¢alismamizda in situ partenogenik uyartim amaglansa da
embriyojenik kallus uyartimi ve sonrasinda somatik embriyogenesis i¢in optimize
edilen yiiksek oksin ve diisiik sitokinin igeren bu ortamin kullanilmasi,
eksplantlarin rejenerasyona cevap verme kabiliyetinin test edilmesi agisindan
onemlidir. Nitekim calismamizda en yiiksek kallus rejenerasyonu, kullanilan besi
ortamlarina gore en yiiksek %3 olmustur. Ancak siklamende oviil kiiltliri
caligmalar1 incelendiginde; Winkelmann ve Serek, (2005) 32 farkli F1 hibrit
siklamen g¢esidinde yapmis oldugu ¢alismada oviil kiiltliriinde ayn1 ortam igeriginde
%5-42 arasinda kallus rejenerasyonu elde etmislerdir. Arastirmacilar, bitkinin sahip
oldugu biiylime aligkanligina (habitiisii) gore rejenerasyon oraninin farkli oldugunu
bildirmislerdir. Kogak vd. (2014) iilkemizde dogal olarak yayilis gosteren 15
Cyclamen persicum genotipinde yapmis olduklari ¢alismada oviil eksplantindan
kallus rejenerasyon oranini ortalama %26.66; en yiiksek ise (bir genotip igin) %100
oldugunu ve yiliksek oksin diisiikk sitokinin miktarmin eksplantlarda kallus
rejenerasyonunu arttirdigini  bildirmislerdir. Calismada rejenerasyon oraninin
genotipler arasinda yiiksek oranda farklilik gdéstermesinin temel sebebinin, yabani
geotiplerin genetik yapisinin farkli olmasi nedeniyle rejenerasyon yeteneginin ve
uyartima cevap verme davramislarinin farkli  olmasindan kaynaklandigi
bildirilmistir. Sevindik (2018)’in bildirdigine gore; ticari C. persicum gesidinde
yapilan bir ¢calismada oviil kiiltliriinde en yiiksek kallus uyartimi, %62 oran ile 2
mgL"' 2,4-D + 0.8 mgL" 2iP ve 2 mgL™ 2,4-D + 0.5 mgL™" 2iP igeren 4MS besi

yerinden elde edilmistir.
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Tez caligmasinda kullanilan besi ortami x 1s1mn dozu uygulamalarinin
interaksiyonu incelendiginde; en yiiksek kallus olusumunun %15 oran ile 50 Gy
1sin  dozuna maruz birakilan polenlerle tozlama sonrasinda alinan oviil
eksplantlarinin 2 mgL™" 2,4-D + 0.8 mgL™' 2iP ortaminda kiiltiire alinmasindan elde
edilmistir (Cizelge 4.8). Ayni besi ortaminda 100 ve 150 Gy 1s1n dozu uygulanan
polenlerle tozlama sonrasinda kiiltiire alinan oviil eksplantlarinda kallus
rejenerasyon orant %3 olurken, 200, 300, 450 Gy 1sin uygulamasi ile 1sin
uygulamasi yapilmayan kontrol grubuna ait eksplantlarda kallus uyartimi
gozlenmemistir.

Isin dozu (Cizelge 4.6), besi ortam1 (Cizelge 4.7) ile besi ortami ve 15in
dozu interaksiyonu bulgular1 karsilastirildiginda; diisiik dozda 1sin uygulanmis
polenlerle tozlamanin kallus uyartimini arttirdigi sdylenebilir. Ancak genel olarak
calismamizda elde edilen sonuglara gore, kallus uyartiminin benzer ¢aligmalardan
daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu durum, eksplant kaynaginin fizyolojik
durumu veya genetik yapisindan kaynaklanmis olabilir. Bitkinin igerisinde
bulundugu fizyolojik durum, biyokimyasal agidan besi ortamindan hormonlarin
absorbe edilmesini ve eksplantlardan kallus rejenerasyonunda hiicresel yetenegi
etkilemektedir (Sharma ve Nautiyal, 2009). Diger taraftan kontrol grubunda kallus
uyartiminin ger¢eklememis olmasi, eksplantlarin alindigi bitkinin rejenerasyon
kabiliyetinden kaynaklandigini diisiindiirmektedir. Onceki calismalardan farkli
olarak oviil kiiltiirii, emaskiile edilmis ¢i¢cek tomurcuklarinda tozlama isleminden
30 giin sonra yapilmistir. Bilindigi lizere bitkilerde meyvelerin olgunlagmasi,
yaprak ve meyvelerin dokiilmesi, yaslanma, dokularda yaralanmalara karsi
olusturulan cevap, etilen hormonu tarafindan kontrol edilmektedir (Theologis,
1992; De Martinis ve Mariani, 1999). Elle tozlama i¢in ¢icek tomurcuklarinin
emaskiile edilmesi sirasinda meydana gelen dokudaki yaralanmalar, eksplantlarin
rejenerasyon yetenegini azalmasina yol agmis olabilir. Nitekim, ¢icek
tomurcugunda etilen {iretiminin, oviil gelisimi ile rejenerasyon yetenegini etkiledigi

bilinmektedir (Hedhyl, 2009).
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Isinlanmis polenlerle tozlamadan 30 gin sonra yapilan oviil kiltiiri
denemelerinde, 10-12 hafta sonra bitkicikler olusmaya baslamistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda bitki olusumunda 1sin dozu, besin ortami ve bu
faktorlerin interaksiyonu onemli bulunmustur (p<0.05). Isin dozunun etkisi
degerlendirildiginde, eksplantlardan bitki eldesi sadece kontrol, 50, 100 ve 150 Gy
doz gruplarinda gerceklesmistir. En yiiksek bitki olusma orani kontrol grubunda
gergeklesmis ve 150, 100 ve 50 Gy dozu bunu takip etmistir. En yiiksek bitki
olusma orani %0.91 ile kontrol grubunda, en diisiik bitki olusumu ise %0.08 ile 50

Gy 1s51n dozu uygulamasinda gozlenmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Isin dozunun bitki uyartimina etkisi

Ism Bitki (%)

0 091 (4.55)a

150 0.66 (3.42) ab

100 0.50 (2.24) be

50 0.08 (0.46) cd LSD=2.01*
450 0.00 (0.00)d

200 0.00 (0.00)d

300 0.00 (0.00)d

A1 transformasyonu yapilmis degerler parantez icerisinde verilmistir. *p<0.05

Artan 151n dozlarinda rejenerasyonun gozlenmemesi 1sin dozunun in Situ
partenokarpik uyartimi saglamadigini veya artan dozlarda embriyojenik oliimler
nedeniyle, rejenere olacak saglikli oviillerin kalmadigini diisiindiirmektedir. Ancak
1s5in dozlart ile ilgili bu degerlendirme, Pandey ve Phung (1982)un bildirdigi
“Hertwig Etkisi” ile ters diismektedir. Hertwig etkisi, Hertwig tarafindan 1911°de
kurbaga spermlerinin iyonize 1sin uygulamalari sonrast normal yumurtalarla
birlestirildiginde gozlenen bir durumdur. Spermler diisiik dozlarda 1sina maruz
birakildiginda spermin hem yumurtaya girisi hem de dollenme olay etkilenirken,

yiiksek 1s1n dozu uygulanan spermin sadece yumurtaya girisi etkilenmistir. Ancak
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yiiksek 151n uygulamalarinda yumurtalarda uyartim meydana gelerek, haploid
bireylerin meydana gelme oranlarinda artis goriilmiistiir. Daha sonra yapilan
calismalarda bu durumun diger hayvanlar ve bitkilerde de goriilebilecegi
bildirilmistir. Ancak yapilan ¢alismalarda, in situ partenokarpik uyartimin
1sinlanmis polenlerle tozlama sonrasinda hangi asamada gerceklestigi veya artan
1sin dozu ile haploidi uyartiminin arasinda pozitif bir korelasyonun varlig
bildirilmemistir. Ayrica, in Situ partenokarpik uyartimda, polenlerin alindigi
bitkinin genetik yapisi (Pandey ve Phung; 1982), 1s1n dozu ve miktar1 (Sestili ve
Ficcadenti, 1996) gibi bir¢ok faktor etkilidir. Diger taraftan, histolojik ¢aligmalar
kapsaminda polen tiipiiniin uzamasi sonuglar1 da géz 6niinde bulunduruldugunda,
artan 15in dozlarinda polen tiipliniin uzamasinmn sinirli kaldigr ve yumurtaliga
ulasamadigi goriilmektedir. Bu nedenle oviiller de bir in situ uyartim
gergeklesmemis olabilir.

Besi ortamlarmin bitki uyartimina etkisi incelendiginde, tiim ortamlarda
bitkisel uyartim gerceklesmis, ancak tiim uygulamalarda bitki eldesi %1’in altinda
kalmigtir. En yiiksek bitki olusumu %0.66 ile 1 no’lu ortamdan elde edilirken, en
diisiik bitki olusumu %0.04 ile 3 no’lu ortamdan elde edilmistir (Cizelge 4.10). Bu
durum; diisiik dozda kullanilan kinetinin hormonunun embriyolarin ¢imlenmesinde
daha etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Nitekim, Kreuger (1995) siklamende besi
ortamimda kullanilan diisiik dozdaki kinetinin eksplantin  embriyojenik

potansiyelini ortaya ¢ikardigini bildirmistir.

Cizelge 4.10. Besin ortamlarinin bitki olusumuna etkisi

Ortam Bitki (%)
1 (Y MS+0.5 mgL™" Kin) 0.66 (3.09) a
2 (Y» MS+0.4 mgL™' BA+0.4 mgL™" GA;)  0.33 (1.69) ab
LSD = 1.52%
Kontrol (2 MS) 0.19 (1.05) b

3 (Y2 MS+2.0 mgL™" 2,4-D+0.8 mgL™' 2iP)  0.04 (0.26) b

A1 transformasyonu yapilmig degerler parantez icerisinde verilmistir. *p<0.05
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Istatistiksel ~analizler sonucunda 1sin dozu ve besin ortamlarmnin
interaksiyonunun, bitki olusumu {izerine etkisi istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (p<0.05). Bu iki faktoriin interaksiyonu incelendiginde eksplantlardan
bitkicik olugum orani1 en diisiik %0,33 oran ile 50 Gy 151na maruz kalmis polenlerle
tozlamadan 30 giin sonra 3 no’lu ortamda kiiltiire aliman eksplantlardan elde
edilmistir. En yiiksek bitkicik olusum orani ise %2.66 ile 1s1mn uygulamasi
yapilmayan polenlerle tozlamadan 30 giin sonra 1 nolu ortamda kiiltiire alinan
eksplantlardan elde edilmistir. Bitki elde edilen diger uygulamalar ise sirasiyla
%2.00 oran ile 100 Gy 1s1n dozu x 1 no’lu ortam; %1.33 oran ile 150 Gy 151n dozu
x kontrol ortami1 ve 150 Gy 151n dozu x 2 no’lu ortam; %1.00 oran ile kontrol grubu
x 2 no’lu ortam uygulamalarindan elde edilmistir (Cizelge 4.11).

Eksplant gelisimleri ve elde edilen sonuglar irdelendiginde kallus olusumu
gdzlenmeyen veya kallus rejenerasyon oraninin diisiik oldugu; 1 no’lu (%2 MS+0.5
mgL™" Kin) ve 2 no’lu (% MS+0.4 mgL" BA+0.4 mgL"' GA;) ortamlar ile bitki
biiyiime diizenleyicisi icermeyen kontrol ortamlarinda eksplantlardan bitkiye
doniisiimiin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Kinetin igermeyen ortam ile kontrol
ortaminda eksplantlardan kallus olugsmadan dogrudan siirgiin ve kdk gelisimi
gozlenirken, 3 no’lu ortamda (% MS+2.0 mgL"' 2,4-D+0.8 mgL"' 2iP) kallus
gelisiminin devam ettigi goriilmiis ve bazi kallus yapilarinda embriyo gelisimi
belirlenmistir. Ancak, bu gelisim sirasinda anormal yapilarin da ortaya c¢iktig
goriilmiistiir (Sekil 4.21). Daha sonra baslangi¢ kiiltiir ortamina goére degismekle
birlikte bu yapilarin bir kismindan bitkiye donmeye baslamistir (Sekil 4.22).
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Cizelge 4.11. Isin dozu ve ortam interaksiyonunun bitki olusumuna etkisi

Isin dozu*ortam

Bitki (%)

0*1

100*1
150*Kontrol
150%2

0*2

50*3
450*Kontrol
150%*1
150%*3
450%*3

50*1

450*2
200*1
300*3
300*2
200%*2

50%2

0*3
50*Kontrol
100*3
200%*3
300*1
200*Kontrol
300*Kontrol
100%*2
100*Kontrol
0*Kontrol
450*1

2.66 (12.68) a
2.00 (8.99) ab
133 (7.37) b
1.33 (6.34) b
1.00 (5.52) be
0.33 (1.84) cd
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d
0.00 (0.00) d

LSD=4.02*

Agct transformasyonu yapilmis degerler parantez igerisinde verilmistir. *p<0.05
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Sekil 4.21. Kendilenmis ve 1sinlanmig polenlerle tozlama sonrasinda eksplantlarda
gozlenen rejenerasyonlar (A-B: kendileme sonrasinda kontrol ortamina
alman oviil eksplantlart C: 3’nolu ortamda gelisen kallus, D: kinetin
iceren ortama alinan oviil eksplantlarinin gelisimi)
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Sekil 4.22. Rejenerasyon sonucu elde edilen bazi bitkicikler (A: kontrol grubunda
rejenerasyon; B: 100 Gy 1smlama sonrasinda eksplantlarin rejenere
olmasi; C: kontrol grubundan elde edilen bitkicik; 100 Gy 1s1n dozu
grubundan elde edilen bitkicik)

Tez caligmast kapsaminda 1sinlanmis polen teknigi siklamende ilk defa
kullanilmistir. Bu nedenle elde edilen veriler, literatiirde yeni bir bilgidir. Daha
once de belirtildigi iizere siklamende embriyo kurtarma islemi teknik olarak
miimkiin olmadigindan, 1sinlanmis polenlerle tozlama sonrasinda histolojik
caligmalarla belirlenen embriyo gelisim asamasinda oviil kiiltiiri yapilmistir.
Embriyo kurtarma amagli ovill veya ovaryum Kkiiltiirii denemeleri siklamende
tiirleraras1 melezleme caligmalarinda abortif embriyo olusumunu engellemek igin

kullanilmaktadir. Ishizaka ve Uematsu (1995) C. persicum ve C. purpurascens
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tiirleri arasinda melezlemeler yapmistir. Cigek tomurcuklari, melezlemeden 28 giin
sonra hasat edilmis ve ylizey sterilizasyonundan sonra ovaryum duvari kaldirilip
plasenta dokusu ile birlikte oviiller %3 sakkaroz igeren MS besi ortaminda kiiltiire
alimmigtir. Calisma sonucunda, C. persicum cv. ‘Shubert’ c¢esidi ile C.
purpurascens melez kombinasyonundan 8 adet eksplanttan 9 adet bitkicik ve 1 adet
embriyo elde edilmistir. Bu ¢alismadan bir yi1l sonra Ewald (1996), benzer sekilde
C. persicum (‘ReinweiB’) ve C. purpurascens tiirleri arasinda melezleme ile C.
persicum (‘ReinweiB’) ¢esidinin  kendilenmesi  ¢alismasinin  sonucunu
yayimlamigtir. Arastirmact melezlemeden 14, 21, 28 ve 35 giin sonra ovaryumlari
%3 ve %06 sakkaroz iceren MS besi ortamlarinda kiiltiire almigtir. Her bir melez
kombinasyonu, tozlamadan sonra gegen giin ve ortam i¢in en az 5, en fazla 8
ovaryum kiiltire alinmigtir. C. persicum (‘ReinweiB’) ¢esidinin kendilenmesi
sonucunda en yiiksek embriyo gelisiminin, 2 adet embriyo ile tozlamadan 35 giin
sonra %6 sakkaroz igeren besi ortaminda kiiltiir alinan 2 adet eksplantdan elde
edildigi bildirilmistir. C. persicum (‘ReinweiB’) ve C. purpurascens tiirleri
arasinda melezleme sonucunda ise; en yiiksek embriyo uyartimi, 38 embriyo ile
tozlamadan 21 giin sonra %6 sakkaroz igeren besi ortamina alinan 2 eksplantdan
elde edilmistir. Calismamiz sonuglart ile daha Once tiirleraras1 melezleme
caligmalar1 sonuglar1 kiyaslandiginda, bitki rejenerasyon oranmin bizim
calismamizda daha diisiik oldugu goriinmektedir. Bu durum oncelikle kullanilan
teknigin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Tiirleraras: melezleme ¢aligmasinda
uyusmazlik durumu s6z konusu olmadiginda normal bir déllenme olay1, frekansi
disiik olsa da gergeklesmektedir. Ancak, iginlanmig polenlerle tozlamada ise
dollenme olay1 ger¢eklesmezken, sadece dollenmemis yumurtanin uyartim almasi
ve kendi kendine geliserek embriyoya doniismesi beklenmektedir. Diger taraftan,
daha 6nce yapilan galismalarla, galigmamizda gergeklestirilen oviil kiiltiirli yontemi
farklilk gostermektedir. Onceki calismalarda teknik olarak aslinda tek bir oviil
izolasyonu ve kiiltiirli yapilmak yerine, ovaryum duvari kaldirildiktan sonra bir¢ok

ovillin plesanta dokusu ile birlikte kiiltire alinmasi s6z konusudur. Her bir
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ovaryumda yaklagik 100-200 adet oviil oldugu diisiiniildiigiinde, oviil basina diisen
rejenerasyon orani ¢alismamizda daha yiiksektir.

Tez ¢alismasinin son asamasinda elde edilen siirgiin ve bitkicikler 0.5 g.L"
aktif karbon iceren bitki biiylime diizenleyicisi igermeyen ortamlarda
farklilagmalar1 igin kiiltire alinmistir. Aktif karbon giiniimiizde sadece doku
kiltiiri calismalarinda degil bir¢ok alanda kullanilan bir bilesiktir. Doku
kiiltiirtinde ise, bitkinin kok bolgesi i¢in karanlik bir ortam olusturarak kok
bolgesinin gelisimini ve sadece kok sayisi degil, ayn1 zamanda kék uzunlugu ile
sekonder koklerin olusumunu arttirmaktadir (Dumas ve Monteuuis, 1995). Aktif
karbonun kiiltiir sirasinda meydana gelen asir1 polifenol {iretimi nedeniyle meydana
gelen kahverengilesme ve hiicre oOliimlerini, muhtemelen bitkinin savunma
mekanizmasini tetikleyerek Onledigi bildirilmektedir (Pan ve Staden, 1998).
Calismamizda, aktif karbon iceren hormonsuz besi ortamina alinan eksplantlardan
bazilarinin saglikl bir gelisim gosterdigi belirlenmistir. Kiiltiir ortamina alinan 100
Gy 151n dozuna maruz birakilan polenlerle tozlama sonrasinda 4 MS+0.5 mgL
Kinetin iceren ortamda kiiltiire alinan oviillerden 3 adet bitkicik ile 1smlama
yapilmamis ¢igek tozlari ile tozlama sonrasinda %> MS+0.4 mgL™ BA+0.4 mgL"
GA; ortaminda kiiltiire alinan oviillerden gelisen 1 adet bitkicik, steril torf iceren
viyollere aktarilmigtir. Steril torfa sasirtilan bitkiler ayni kiiltiir sartlarinda

hazirlanan mini sera igerisinde kiiltiire alinmistir (Sekil 4.23).
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T i v B
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Sekil 4.23. Bitkilerin aklimatizasyonu (A: bitkilerin kiiltiir ortamindan ¢ikartilmas,
B: kok bolgesinin besi ortamindan arindirilmasi, C, D, E: kok bolgesi
temizlenen bitkiler, F: bitkilerin torfa dikilmesi, G: bitkilerin kiiltiire
alinmast)

Aktif karbon igeren bitki biiyiime diizenleyicisi icermeyen MS ortamina
aktarilan bazi eksplantlarin karardigi ve gelisiminin durdugu gdzlenirken, bazi
eksplantlarin ise siirglin boylarimin ve yapraklarinin olduk¢a kiigiik oldugu
gdzlenmistir. Minyatiir yapili bitkiciklerin heniiz kok sistemleri gelismedigi i¢in
aklimatizasyonu yapilmamistir (Sekil 4.24). Literatlir bilgileri incelendiginde,
haploid bitkilerin normal bitkilere goére morfolojik ozellikleri bakimindan daha
kiigiik oldugu bildirilmektedir (Ellialtioglu vd. 2001). Bu nedenle, ayn1 anda

kiiltiire alinmalarina karsin siirgiin boyu 2-3 cm kadar olan bu bitkiciklerin haploid
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yapili olduklar1 diistiniilmektedir. Ancak haploid bitkiler olup olmadiklar1 ploidi

seviyelerinin belirlenmesi ile miimkiin olacaktir.

Sekil 4.24. A: kiiltiir ortaminda gelisimi duran eksplant, B, C ve D: morfolojik
0zellikleri kontrol grubuna gore daha kiiciik olan siirgiin yapilar
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Ulkemiz barindirdig1 tiir sayis1 bakimindan diger bitkilerde oldugu gibi
siklamen agisindan da olduk¢a zengindir. Son yillarda, siklamen i¢ mekan ve dis
mekan siis bitkisi olarak yaygin olarak kullanilmaktadir ve diinyada ekonomik
olarak en ¢ok iiretilen siis bitkilerinden birisidir. Ulkemizin sahip oldugu endemik
siklamen tiirleri gbz Oniine alindiginda, siklamenin anavatani oldugu sodylenebilir.
Ancak yerel bir siklamen c¢esidimiz halen bulunmamaktadir. Siklamende klasik
1slah calismalar1 ile saf hatlarin elde dilmesi olduk¢a zor ve uzun yillar
gerektirdiginden son yillarda doku kiiltiirii temelli haploidi teknikler 6n plana
cikmistir. Ancak ticari agidan basarili ve yiliksek verimli bir protokoliin
bulunmamasi nedeniyle, alternatif yontemlerin arastirilmasi ve gelistirilmesine
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Klasik yontemlerle siklamen 1slahi, bitkinin dollenme biyolojisinde farkli
seviyelerde goriilen kendileme depresyonu, farkli ploidi seviyeleri ve abortif
embriyo olusumuna neden olan kendine uyusmazlik gibi faktorlerden dolay: bir
hayli zordur. Bu nedenle iiretimde ve islah programlarinda vegetatif {iretim 6nem
arz etmektedir. Cesit gelistirme ¢alismalarinda bilindigi lizere saf hatlarin elde
edilmesi dnemli bir asamadir. Siklamen gibi bitki tiirlerinde klasik yontemlerle saf
hatlarin elde edilmesi oldukga zor ve uzun yillar alan bir siire¢ oldugundan, bu gibi
tiirlerde doku kiiltiirii temelli haploidi yontemleri 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak
siklamende heniiz kiiltiire alinmamis yabani genotiplerin in Vitro rejenerasyon
oraninin diisiik olmasi nedeniyle; anter, oviil ya da ovaryum kiiltiirlerinden haploidi
uyartim orani oldukca diisiik kalmakta ya da basarili bir sonu¢ alinamamaktadir.
Bu nedenle, haploidi elde etme oran1 yiiksek basarili bir haploidizasyon yontemine
ihtiya¢ vardir. Isinlanmig polenlerle tozlama ya da in situ parthenogenesis yoluyla
haploid uyartimi, sebzelerde (kavun, karpuz, biber) ve bazi siis bitkilerinde (giil,
iris) bagarili bir sekilde uygulanmaktadir. Tez kapsaminda literatiirde ilk defa

1sinlanmis polen yontemi kullanilarak embriyo uyartiminin saglanmasi ve uygun
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embriyo gelisim agsamasinin belirlenmesi gergeklestirilmistir. Bu amagla ¢igek
tomurcuklar1 toplanarak farkli 11 dozlarina maruz birakilmis ve sonrasinda elde
edilen 1ginlanmis polenlerle tozlama islemi gergeklestirilmistir. Isin dozlarinin
cicek tozu canliligl ve ¢imlenme yetenegi iizerine etkisi belirlenmistir. Kendileme
islemi yapilan ¢icek tomurcuklarinda embriyo kurtarma amaciyla embriyo gelisim
asamalar1 histolojik analizlerle belirlenmistir. Yapilan oviil kiiltiirii denemeleriyle
15in  dozlart ve farkli besi ortamlarmin eksplantlar {izerine etkisi ortaya

koyulmustur. Tez kapsaminda elde edilen sonuglar kisaca asagida verilmistir.

e Isin uygulamalarmin polen canlhiligina etkisi dozlara gore farklilik
gostermistir. 0. giinde en yiiksek polen canlilig1 %88 oran ile 50 Gy 1sin
dozunda gozlenmistir. Bunu sirasiyla %87 oran ile 100 ve 200 Gy 1smn
uygulamasi takip etmistir. 150 Gy 151 uygulamasinda polenlerin canlilik
orani kontrol grubu ile neredeyse ayni olurken, 450 Gy 1sin uygulamasi
polen canlilik oranlari 1g1n uygulamasi yapilmayan kontrol grubuna gore 0.
giinde yaklasik %6 oraninda azalmistir. Isin uygulamalarinda polen
canlilik 0 giinlik polenlerde 1sin dozu arttikga azalmis, 1 ginlik
polenlerde genel olarak bir diisiis gézlenmis ve 2 giinliik polenlerde hafif
bir artis olsa da baslangi¢ oranindan daha diisiik seviyede kalmustir.
Uygulamalar arasinda istisnai durum olarak 300 ve 450 Gy 1sin uygulanan
polenlerin canliligi 1.giinde artis gosterirken; sadece 450 Gy 1sin
uygulamas1 yapilan polenlerin canlilik orani 2. giinde baglangi¢ durumuna
gore daha yiiksek bulunmustur. Polen canlilik testleri sonucunda isin
dozlarinin 1s1nlama isleminden sonraki 2 giin igerisinde polen canliligina
ciddi bir etkisi bulunmamustir.

e Polen yasi ve 1s1n dozlarinin ¢im borusu uzunluguna etkisi istatistiksel
olarak oOnemli bulunmustur (p<0.01). Isinlanma yapilmayan kontrol
grubuna ait polenlerin ¢im borusu uzunlugunun en kisa oldugu

belirlenirken, 300 Gy dozda 1s1na maruz kalan 0 ve 1 giinliik polenlere ait
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¢im borusu uzunlugunun en uzun oldugu belirlenmistir. 0 Gy’ den 300 Gy
doza kadar ¢im borusu uzunlugu polen yasina bagli olarak 1sin doz miktari
arttikga artmis ve 450 Gy dozda yine yasa bagl olarak diigiis gézlenmistir.
En uzun ¢im borusu uzunlugu 79.37 um uzunluk ile 300 Gy 151 dozuna
maruz birakilan polenlerin hemen in vitro ¢imlendirme testi yapilmasiyla
yani 0 giinliik polenlerde tespit edilmis ve istatistiki olarak ayni grupta yer
alan 300 Gy 151n dozu uygulanan 1 giinliik polenler 78.89 um ¢im borusu
uzunlugu ile ikinci sirada yer almistir.

e Yapilan histolojik analizler sonucunda 1sin dozlar1 uygulamasina gore
degismekle birlikte stigma {izerine ulasan polenlerin ilk iki giin icerisinde
cimlendigi ve polen tiipii olusturdugu gozlenmektedir. Kontrol grubunda
polen tlipiiniin tozlanmadan sonra 5-7 giin sonra ovaryuma ulastig1 ve
oville girig yaptig1 gozlenmistir. Isin dozu uygulamalarinda ise ¢imlenen
polenlerin yumurtaliga ulagsma siirelerinde bir degisiklik olmamakla
birlikte dollenmenin ilk hafta icerisinde geceklestigi tespit edilmistir.
Ancak, artan dozlarda ¢imlenen polen sayisindaki diisiis veya polen
tiipiiniin ¢imlendikten sonra disicik borusu igerisinde tutuklu kalmasi
nedenleriyle yumurtaliga ulasan polen tiipii sayisinin azaldigi ya da hig
ulasmadig1 gozlenmistir.

e Histolojik ¢alismalarda embriyo olusumunun kag¢ giin sonra meydana
geldigini belirlemek igin 100x objektifte 151k ve floresan mikroskopta
incelemeler yapilmigtir. Gelisim asamalar1  100x objektif altinda
incelendiginde tohum taslaklar1 igerisinde 20. gilinde etrafinda maternal
dokularm ¢evreledigi kiiresel zigot/embriyo olusumu gozlenmistir. Aym
goriintli floresan mikroskopta incelenmis ve gdzlenen yapinin embriyo/
zigot olduguna emin olunmustur. Bu sonuglar literatiir bilgileri ile
kiyaslandiginda oviil kiiltiirii i¢in uygun zamanin tozlamadan sonra 30. giin

oldugu belirlenmis ve oviil kiiltiirii bu zaman diliminde gergeklestirilmigtir.
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e Isinlanmis polenlerle tozlama sonrasinda 30 giin sonra yapilan oviil kiiltiiri
denemelerinde 10-12 hafta sonra bitkicikler olusmaya baslamistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucunda bitki olusumunda 1sin dozu, besin ortami
ve bu faktorlerin interaksiyonu 6nemli bulunmustur (p<0,05). Isin dozunun
etkisi degerlendirildiginde eksplantlardan bitki eldesi sadece kontrol, 50,
100 ve 150 Gy doz gruplarinda gergeklesmistir. En yiiksek bitki olusma
oran1 kontrol grubunda gergeklesmis ve 150, 100 ve 50 Gy dozu bunu
takip etmistir. En yiiksek bitki olugsma oran1 %0.91 ile kontrol grubunda,
en diisiik bitki olusumu ise %0.08 ile 50 Gy 1sin dozu uygulamasinda

gdzlenmistir.

Tez galigmasi kapsaminda elde edilen sonuglar ve kazanilan deneyimler
sonucunda; onceki calismalara gore elde ettigimiz bitki rejenerasyon orani daha
yiiksek veya benzer olsa da tek bir oviil izolasyonunun teknik ac¢idan daha zor ve
oviilllerin izolasyonu sirasinda dokularin zarar gorebilmektedir. Bu nedenle,
isinlanmis  polenlerle tozlama sonrasinda, ovaryum kiiltliriiniin  yapilmasi
eksplantlarin rejenerasyon oranini arttirabilir.

Ilerleyen siirecte yapilacak calismalarda, oviillerin  rejenerasyon
etkinliginin arttirllmas1 amaciyla farkli sakkaroz konsantrasyonlari ile tozlamadan
sonra 20, 25, 35 ve 40. giinlerde ovaryum kiiltiiri denemelerinin kurulmasi
onerilmektedir. Ayrica, 100-200 Gy 1sin dozlar arasindaki degerlerin siklamende
in situ parthenogenesis yontemi igin uygun olabilecegi diistiniilmektedir. 300 Gy ve
450 Gy 151 dozlar ile tozlamadan 30 giin sonra alinan ¢i¢cek tomurcuklarina ait
oviillerin ¢ok azinda (tomurcuk basina 1-2 oviil) hacimsel artig gézlenmis ve bir¢ok
oviiliin kahverengi ince bir disk halinde kaldig1r goriilmiistiir. Muhtemelen bu
asamada embriyolarin dejenere oldugu diisiiniilmektedir. Bu dozlar (100-200 Gy)
ile ¢icek tomurcuklarmin tozlanmasi ve sonrasinda belirli araliklarla Ornekler
alinarak embriyo gelisim agamalarmin etkisinin histolojik olarak incelenmesi de
basarty1 arttirabilir.
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