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OZET

Doktora Tezi

Crocus speciosus Bieb. Alt Tiirlerinin In vitro Cogaltimi, Molekiiler ve Sitogenetik
Analizleri ve MADS-box Genleri ifadelerinin Belirlenmesi

Parizad ALLAHVERDIKHAN VAZIRI
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danigman: Prof. Dr. Cengiz SANCAK

Siis bitkileri iginde gosterisli ve giizel ¢iceklere sahip Crocus speciosus Bieb. Tiiri
Iridaceae familyasina ait olup oldukga degerlidir. Endemik-tehlike altinda bulunan Crocus
speciosus Bieb. subsp. ilgazensis Mathew, C. Speciosus subsp. xantholaimos ve C.
Speciosus subsp. speciosus alt tiirlerinden ilk kez bu ¢alismayla in vitro kiiltiirii ve yavru
korm {iiretimi gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gére’s korm parcalarindan en
yiiksek siirgiin ya da direk yavru korm olusturan eksplant orani (% 100) ve en yiiksek
eksplant basina yavru korm sayisina (2.27 adet) Y2 MS ve Y2 MS+ Aktif komiir igeren
ortamlarinda elde edilmistir. Olgunlasmamis tohumlardan ise C.speciosus subsp.
ilgazensisalt tiiriinde 3.0 mg/l BAP ve 1mg/l NAA igeren MS ortaminda, speciosus alt
tirtinde 1.0 mg/l BAP + (0.0 ve 1.0 mg/l) NAA igeren MS ortamlarindan, xantholaimos alt
tiirtinde ise 3.0 mg/l BAP+ (0.5 ve 1.0mg/l) NAA iceren MS ortamlarindan elde edilmistir.
Calismada SSR lokus bolgelerine ait taksonomi tanimlamalar1 yapilarak bu alt tiirler
koruma altina alinirken, 1slah calismalarinda melezleme uyusma/uyusmazliklarinin
gostergesi olan genom biiyiikliikleri ortaya ¢ikarilmistir. SSR analizleri ile her bir alt tiiriin
farkli DNA kimlik verileri tespit edilirken, C. speciosus subsp. ilgazensisve C. speciosus
subsp. xantholaimos arasinda daha yiiksek bir benzerlik (%50) bulunmustur. Genom
biiyiikliigiine yonelik flow sitometri degeri (2C) C. speciosus Subsp. xantholaimos alt
tiriinde 8.8, C. speciosus subsp. speciosus ve C. speciosus subsp. ilgazensis alt tiirlerinde
ise daha kiiciik ve benzer olarak yaklasik 4.8-5 arasinda belirlenmistir. Safrana ait MADS-
box APETALA 1 geninin Crocus speciosus Bieb. tiirii ile kismi homolojiler gosterdigi ve
safrandan elde edilen 154 bg’lik gen bdolgesinin ii¢ alt tiirde de ifade oldugu Real-Time
PCR analizleri ile belirlenmistir.

2015, 137 sayfa
Anahtar kelimeler: Crocus speciosus, MADS-box, Real-Time PCR



ABSTRACT

Ph.D. Thesis
In vitro Micropropagation, Molecular and Cytogenetic Analysis of Crocus speciosus Bieb.
subspecies, and Expression of MADS-box Genes
Parizad ALLAHVERDIKHAN VAZIRI
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Prof. Dr. Cengiz SANCAK

Crocus speciosus Bieber. family Iridaceae belongs to group of extremely valuable endemic under-
threat ornamental plants with showy and beautiful flowers. They havethree subspecies namely C.
speciosus subsp. ilgazensis Mathew, C. speciosus subsp. xantholaimos and C. Speciosus subsp.
speciosus. This study reports their in vitro plant tissue culture for the first time. Different organ
explants of these sub species were cultured on different nutrient media and culture conditions.
After 32 weeks, micro corm regeneration was developed using corm scales for three sub-species.
The highest ratio of explant producing shoot or micro corm (100 %) and the highest number of
micro corm per explant (2.27) were obtained from % corm on 2 MS and 2 MS + active charcoal
containing medium. Best regeneration on immature seeds of C. speciosus subsp ilgazensis, C.
speciosus subsp speciosus and C. speciosus subsp xantholaimos were cultured on MS medium
containing 3.0 mg / | BAP and 1 mg / | NAA; MS medium containing 1.0 mg / | BAP + (0.0 and
1.0 mg / 1) NAA and MS medium containing 3.0 mg / | BAP + (0.5 and 1.0mg / I), NAA
respectively. Also SSR loci were used in the taxonomic classification of these subspecies for
helping in conservation by of these species for breeding work by matching hybridization match /
mismatch of indicators for determining genome size. SSR analyses were performed using different
DNA identification data that showed a higher similarity between C.speciosus subsp. xantholaimos
(50%) and C. speciosus Bieb. subsp.ilgazensis was. SSR analyses were performed using different
DNA identification data that showed a higher similarity (50%) between C. speciosus subsp
xantholaimos and C. speciosus Bieb. subsp.ilgazensis. The flow cytometry genome size value of
(2C) C. speciosus subsp. xantholaimos had was 8.8; whereas, genome size of C. speciosus subsp.
speciosusand C.speciosus Bieb. subsp. ilgazensiswere identified as smaller and similar with
genomne size of 4.8-5. MADS-box APETAL 1 of SaffronCrocus speciosus Bieb. showed partial
homology of gene with 3 species with 154 bp using Real-Time PCR analysis.

2015, 137 pages
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Bu doktora tez calismasi 1100373 kodlu TUBITAK (Crocus speciosus Bieb. tiiriiniin
kiiltiire alinmasi, morfolojik karekterizasyonu ve iiretim tekniklerinin gelistirilmesi) projesi
ve 1137396 kodlu TUBITAK (Crocus speciosus Bieb. (Cigdem) Tiirlerinin Molekiiler,
Sitogenetik Tanimlamalar1 ve Cigek MADS-box Genlerinin ifade Analizi) kapsaminda
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1. GIRIS

Tiirkiye Akdeniz, Avrupa-Sibirya ve Iran-Turan’in kesistigi noktasinda bulundugundan
dolayr bitki tiirlerinin ¢esitliligi bakimindan diinyadaki zengin {ilkelerinden biri
olarakbilinmektedir (1).Tiirkiye’ninzengin su kaynaklari, orman, kumul, bozkir, bataklik-
sulak alanlarina sahip olmasi, gibi farkli habitatlara sahip oldugundan dolay1 ¢esitliligin
artmast i¢cin dnemli rolteskil etmektedir. Tiirkiye’de toplam 11014 adet bitki taksonun
yaklasik tigte biri endemik bitkiler olusturmaktadir (2). Geofitlerénemli bitki gruplarindan
biri olarak, yillardir yurt disindaki insanlarin ilgisini ¢ekmektedir. Son derlemelere gore
Tirkiye’de yetisen yaklasik 10 bin tiir ¢igekli bitkilerden900adetigeofitlerdir (3)ve bu
rakam tilkenin florasinin %6’dan fazlasini teskil etmektedir (3). Geofit grubu igerisinde
stis ve tibbi bitkileri dikkat ¢cekmektedir. Avrupa iilkelerindeki endemik tiirlerin toplami1
2750 iken, Tiirkiye’de bu say1 3000 civarinda olarak tespit edilmistir(% 30 endemizm
oranina sahip olmaktadir (2). Geofitlerin depo organlari genel olarak yer altinda goriiliir
ve biiyik bir kismi Iridaceae, Liliaceae ve Amaryllidaceae familyalarina dahildir
(3).Geofitler alkaloidler igerme ve giizel gigeklere sahip olduklarindan dolayi ilag ve
parfiimeri sanayinde 6nemli bir role sahiptir.Son yillarda dogal ¢ogalmasi yavas olan bu
soganli siis bitkilerine olan ilginin artmasi sonucu ve bu ¢igeklerin ticari deger kazanmasi,
ayrica yilin sadece belli donemlerinde kisa bir siire ile ¢igek agan bu narin bitkilerin,
tiiccarlar tarafindan kokleri ile birlikte bilingsizce dogadan sokiilmesi, geleceklerinin

tehlike altina girmesine sebep olmaktadir (4-6).

Cizelge 1.1’de de goriildiigii gibi yillara gore degismekle birlikte Tiirkiye’de soganli
rizomlu bitkiler, kesme ¢icek, i¢ mekan bitkiler ve dis mekan bitkiiiretim alanlarinda artisi
goriilmektedir. 2013 yilinda 2 milyon dolar ¢icek soganlari, 40 milyon dolar canli bitkiler,
28 milyon dolar kesme c¢icekler ve yaklasik 6.9 milyon dolar civarinda yosunlar ve agag
dallar1 ihracati yapilmistir. Bu ¢izelgenin vurguladigi 6nemli noktalarindan biri, yaklagik 2
milyar dolar, geofit ihracatinin yapilmasidir. Ayrica yillara gore kiiglikte olsa artislar

gorilmektedir.



Cizelge 1.1.Bitki tiplerinegore Tiirkiye siis bitkileri ihracati (1.000 ABD Dolar1)(4-6)

Bitki tipi 2010 2011 2012 2013
Cigek 1.813.337 2.2.287.778 2.138.675 2.001.191
Soganlari

Canl Bitkiler | 21.773.957 40.317.500 34.045.992 1 39.908.862

Kesme 26.664.023 27.275.764 30.280.124 28.356.043
Cigekler
Yosunlar ve 5.938.057 6.441.405 6.689.640 6.826.367
Agac Dallar1
Toplam 56.189.374 | 76.322.447 73.154.431 | 77.092.464 14

Geofitlerin denetimsiz ve bilingsizce sokiilmeye baslanmasina kars1 Tiirkiye’de bazi sivil
toplum orgiitleri, bilim adamlari, Tarim Bakanligi ve uluslararasi c¢evre kurumlar
1980’lerden bu yana calismaktadir. Uluslararast CITES (Nesli Tehlikede Olan Dogal Bitki
ve Hayvan Tiirlerinin Uluslararas1 Ticaretine ait anlagsma) kapsaminda geofitlerin sokiimii
ve ihracati mevzuata baglanmis ve her sene toplanan bilimsel bir kurul durum tespit
etmektedir (7).

TUBITAK ’ta 1981-84 yillar1 arasinda yiiriitiilen iki projenin sonuglanmasindan sonra bazi
tiirlerin ihracati yasaklanmis; bazi tiirlerde de iiretime gegilmistir. 1974—1989 arasinda
yonetmeliksizin, 1989 yilinda ise biryonetmeligin ¢ikarilmasi, Dogal Cigek Sogancilari
Dernegi’nin kurulmasi ile bu bitkilerin koruma 6nlemleri arttirilmis, ihracatina sinirlamalar
getirilmistir.Bugiin ihra¢ edilen dogal ¢icek soganlar1 14 cins ve 18 tiir ile
sinirlandirilmistir. Bu cins ve tiirler ihracat miktarlar ile birlikte Cizelge 1.2°de verilmistir.
Bu arada dis iilkelerdeki c¢evre orgiitlerinin girisimleri ile CITES heyetlerinin Tiirkiye’de
yaptiklar1 incelemeler de etkili olmustur. Tarim ve Koy Isleri Bakanlhig: tarafindan 1989
yilinda ¢ikarilan yonetmelik 1991, 1995 ve 2005 yillarinda yeniden diizenlenerek
yaymlanmistir. Bu yonetmelikle Tirkiyeflorasinin korunmasi, ¢icek soganlarinin tahrip
edilmeden ve tiiketilmeden dogadan toplanmasi, iiretilmesi, depolanmasi ve ihracati

konulari disiplin altina alinmistir (7).



Tiirkiye Cumhuriyeti Hiikiimeti CITES’e 1996 yilinda taraf olmustur. Ancak daha dnce
Tiirk bilim adamlariin girisimi ile Galanthus, Cyclamen ve Eranthis cinslerine giren tiirler
CITES Ek II listesine alinmustir (7).

2005’te gelistirilerek ve daha kapsamli hale getirilen yeni yonetmelige gore Tarim ve
Koyisleri Bakanligi nezdinde olusturan teknik komite her yil ihracati yapilan ¢igek
soganlarinin cins, tiir, miktar, doga kontenjani, sokiim takvimini belirlemekte ve hazirlanan
dogal cigek sogami ihracat listesi de her yi1l Ekim-Kasim aylarinda Resmi Gazete’de
yayinlanmaktadir. Bu listenin disinda teknik komitenin izni olmadan dogadan ticari
amaglarla ¢igek sogani toplayip ihra¢ etmek yasaktir. Dogal Cigek Soganlarmin 2015 Y1l
Thracat Listesi Hakkinda Tebliginde Degisiklik Yapilmasima Dair Teblig (Teblig No: 2009
/55) ise resmi gazetede yayinlanmistir (Cizelge 1.2). Cizelge 1.2°de gorildiigii gibi
Tiirkiye’de Crocus (¢igdem) tiirlerinin tamaminin dogadan toplanarak ihracati yasaktir.
Cok sayida tiirii siis bitkisi olarak degerlendirilen Crocus cinsi de diinyada 80 kadar tiir ile
temsil edilmekteBu listeye gore, ihracat yasagi veya izni olan tiirler dikkate alinarak 3

grupta olusturulmustur (Cizelge 1.2)(7). Bunlar su sekilde siralanabilir;
1- Dogadan toplanarak ihracati yasak olan dogal ¢icek soganlari
2- Ihracat1 kotayla veya baska herhangi bir kayitla sinirlandirilan gigek soganlari

3- Thracat iiretimden serbest olan ¢icek soganlari.



Cizelge 1.2. 2015 Yili Dogal Cigek Soganlarinin ihracat Listesi(8)

0} ai ()
Ihracat
Dogadan Toplanarak ; . n . Uretimden
Thracat: Yasak Olan Ihracat1 Kotayla veya Bagka ngh"ariﬁl 1]-?1r Kayitla Sinirlandirilan Cigek Serbest
Cigek Soganlari ogania Olan Cigek
Soganlari
] ] Yillik Limit (Adet) Cevre )
Tir Ismi Tir Ismi Doga Uretim Uzunlugu Tir Ismi
(cm)

1. Allium (Yabani sofan) 1. Anemone blanda (Yogurt ciceg) 4.000.000 2.000.000 4t | L Lalinm candidum
tirlerinin hepsi (Miszambagi)
2.Crocus(Cigdem) 2. Arum italionm (Yilan yastg) 50.000 300.000 6+ | 2. Lis tuberosum
tiirlerinin hepsi (Siisen)*

3. Fﬁ'fil/ﬂﬁzz tii_rleri (F. persica, | Arum dioscorides 50.000 200.000 6+ (Karagigdem)

F. imperalis haric) 3.Call iobi
i . . e 200.000 2.Calla aethiopica

4. Lilinm (Zambak) turleri 3. Cyclamen cilicinm (Siklamen) 300.000 8+ (Kalla)*
(L.candidum ve L. martagon
haric) Cyclamen conm (Stklamen) 700.000 250.000 8+ 4. Polyanthuns

5. Muscari (Muskari) tirlerinin lﬂ/iﬂm.m“

- . . (Stimbiilteber)*
hepsi Cyclamen hederefolium (Siklamen) 3.000.000 10+ o )

6. Sternbergia (Kara ¢igdem) - 5. Fritillaria per suea
tlirleri ) 4. Dracunculus vulgaris (Yilan bigagy) 50.000 300.000 10+ (Adtyaman lalesi)
(8. utea hari)

7. Tulipa (Lale) tiirlerinin 5. Eranthis hyemalis (Sant kar cicegi) 3.000.000 - 3,5+
hepsi —

8. Emininm tiitlerinin hepsi 6. Galanthus elvesii (Toros 4.000.000 3.000.000 4+

9. Biarum tiitlerinin hepsi kardeleni)

10. Nympheaceae (Niliifer) Galanthus woronowii (Karadeniz
tiitlerinin hepsi Kardeleni) 3.000.000 2.000.000 +
11. Orchidaceae (Salep)tiitlerinin
hepsi 7. Lencojum aestivum (G6l sogani) - 6.000.000 7,5+
12. Arum (Yilan yastigy)
tirlerinin hepsi (Arm italionm, 8. Unginea maritima (Ada sogani) 20.000 10.000 20+
Arum dioscorides haric)

13. Pancratium maritimum (Kum 9. Geranium tuberosum (Deve tabani) 500.000 400.000 5+
zambagi)

14. Hyacinthus orientalis (Sark
simbiili) 10. Fritillaria imperalis (Ters lale) ) 50000 10+
15. Gentiana lutea (Censiyan)

16. Cyclamen (Siklamen) tirleri
(C. coum,

C. cilicinm ve C. hederefolinm . . 5

haric) 11. Lilinm martagon (Tirk zambag) ) 2500 10+
17. Galanthus (Kardelen)tiirleri
(G. ehvesii ve G. woronowii hatig)

18. Iris (Susen) tirleri
19. Paceonia ( Sakayik ) Tirleri
20. Diger yumrulu ve soganlt
titler

12. Sternbergia lutea ( Karagigdem) - 400.000 6+

Kaybolma tehlikesi

yasayan tiirlerin korunmasi

ve cogaltimi

zor olan tiirlerin

tiretimindebitki doku kiiltiirii uygulanmaktadir. Bitki doku kiiltiirii tekniginde kullanilan

yontemler bitki rejenerasyonu ayrica kiiltiirii yapilan hiicrelerin 6zelliklerine goére farkli

sekillerdedegerlendirilmektedir(9).

Bunlar;

1) organize

meristematik  hiicreler

igerensomatik doku rejenerasyonu, 2) meristematik olmayan somatik hiicre rejenerasyonu,

3) mayoz boliinme gegiren gametik hiicre rejenerasyonudur.




In vitro teknikleri bitki materyalinin kisa bir siirede hizli ¢gogaltilmasinda uygun bir metot
olarak, cok kisa siirede soganli bitkiler 6rnegin crocuslardan ¢ok sayida bitki iiretim
imkan1 goriilmektedir. Geofitin vitro ¢alismalar1 genelde mikro tiretim, sekonder metabolit
tiretimi ve hastalik kontrolii (6rnegin viriissiiz materyaliiretimi) amaciyla kullanilmaktadir.
Geofitlerin ¢ogalma hizlarinin ¢ok yavas olmasi, kiiltire alinmasinda en Onemli
sorunlardan biri olarak bilinmektedir. Diger taraftan, in vitro teknikleri kullanarak¢ok

sayida sogancik iiretimi kisa bir siirede miimkiin olabilmektedir.

Cok sayida tiirti siis bitkisi olarak degerlendirilen Crocus cinsi diinyada 80 kadar tiir ile
temsil edilmekte olup, Iridaceae familyasina aittir. Cigekleri sonbahar ve ilkbaharda agan
Crocuslar giizel ve hos kokulu olduklarindan dolayr degerli siis bitkileri grubunda yer

almaktadir (10). Crocuslarin orijiniilkeleri Sekil 1.1°de goriilmektedir.

. u e \P"’ 1 » 1*‘ ; ?r’ — S

I o) - o
Sekil 1.1. Crocus tiirlerinin diinyadaki yayilis1 (11)

Crocus genusun bir¢cogunu endemik tiirlerinden olarak tohumdan c¢icek agabilme ve bir
korm boyutuna ulasabilmesi i¢in 4-5 yil hatta daha uzun bir siireye gerek duymaktadir.
Ayrica bir kisminin da tohum olusturamamasi nedeniyle sadece vejetatif olarak
cogalabilmektedir. Bu yiizden alternatif iiretim ve hizli ¢ogaltim teknikleri bu bitkiler i¢in
gelistirilmelidir. Son yillarda alinan bir¢ok tedbirler sayesinde dogadan bazi tibbi ve siis

bitkileri ile birlikte 6zellikle ¢igcek soganlarinin sokiiliip ticaretinin yapilmasi kontrol altina



alinmis olsa dahi, endemik olan bazi tiirlerin dogal yetisme alanlarinda korunmasi ve
cogalmasmin saglanmasit yaninda bu bitkilerin hizli bir sekilde kiiltiire alinma ve
basarilabildigi halde, doku kiiltiirii teknikleriyle hizli ¢ogaltim ¢aligmalarinin da yapilmasi

gerekmektedir.

Ayrica bu tiirlersekonder bilesikleri igerdigi igin tibbi Ozelliklerinin ortaya konmasinda
biiyiikk 6nem arz etmektedir. C. antalyensis ve Crocus speciosus’un yaprak ekstralarinda
yapilan c¢alismadayeni bir flavonol glikozit olan kaempferolu (3-O-a-(2,3-di-O-p-
glucopyranosyl) bulunmustur (12).

Cizelge 1.2°de goriildiigi gibi Tiirkiye’de Crocus tiirlerinin hepsinin dogadan toplanip
ihrac edilmesi yasaktir. Tiirkiye’de bulunan 35 Crocus tiiriinin 19’u endemik olmak
bilinmektedir. Baz1 tiirlerde ise 2 ile 10 arasinda degisen alt tiiriiler goriilmektedir.
Anadolu’da ¢igdem veya gozenek (sonbaharda ¢icek acanlar) olarak isimlendirilen Crocus
tiirlerinin bazilarindan kormlar1 ¢ig olarak veya ¢igdem pilavi yapilarak yemek olarak
kullanilmaktadir (10).

Giizel ve gosterisli ¢igeklere sahip olan C. speciosus Bieb. tiirliniiise Tiirkiye florasinda
bulunan {i¢ alt tiirii ileayrica kaybolma tehlikesi yiiksek olan en 6nemli tiirlerden biri olarak

tanimlanmaistir.

1)Crocus speciosus Bieb. subsp. ilgazensis Mathew
2)Crocus speciosus Bieb. subsp. xantholaimos Mathew
3) Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus

Genel olarak bu {i¢ alt tiiriin taksonomisi Cizelge 1.3’de 6zetlenebilir:



Cizelge 1.3. Crocus speciosus Bieb. subsp. ilgazensisMathew, Crocus speciosus Bieb.
subsp. xantholaimos Mathew ve Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus alt tiirlerinin

taksonomisi (13)

Taksonomik bilgiler
Alem Plantae Plantae Plantae
Alt alem Tracheobionta Tracheobionta Tracheobionta
Sinuf Liliopsida Liliopsida Liliopsida
Alt simif Liliidae Liliidae Liliidae
Takim Liliales Liliales Liliales
Familyas1 Iridaceae Iridaceae Iridaceae
Cinsi Crocus Crocus Crocus
. C.speciosus Bieb. subsp. | C. speciosus Bieb. | C. speciosus Bieb.
Tiir Ad1 : . . .
ilgazensis Mathew subsp. speciosus, | subsp.xantholaimos
. . .o . Cigdem, Cayir Cigdem, Cay1r
Tiirkce Ad1 Cigdem, Cayir ¢igdemi cigdemi cigdemi
Ingilizce Ad C.ilgazensis C.speciosus C.xantholaimos
Cokiilce, Sakarca,
Cékiilce, Sakarca, Sariklik Cokiilce, Sakarca,
(Carsamba- Sariklik (Carsamba-
Sariklik (Carsamba-
. N Samsun), Samsun),
Yoresel Adlar Samsun), Gokdedem, . . .
.. . Gokdedem, Gokdedem, Gokkiz
Gokkiz (Dinar- Afyon) N : X
. Gokkiz (Dinar- (Dinar- Afyon) veya
veya Kesercik. .
Afyon) veya Kesercik.
Kesercik.
Cok yillik,
Morfolojik Bilgi Cok yllik, yumruluotsu |- o1 otsy bir | $OK yillik, yumrulu
bir bitkidir o otsu bir bitkidir
bitkidir
Cigeklenme Zamani Eyliil-Ekim (9-10) Eyliil-Ekim (9-10) | Eyliil-Ekim (9-10)
IUCN Kategorisi EN NT NT
Endemizm Durumu Endemik Endemik Endemik




Cizelge 1.4. Crocus speciosus ilgazensis alt tiirtiniin 6zellikleri (14)

Crocus speciosus ilgazensis

Ci¢eklenme zamani Sonbahar
Yayilim Kuzey Turkiye
Yerli iklim Kislar1 soguk,yazlar1 sicak

Yaban1 Habitat

Ayirt edici 6zellikleri

icine corm tunik membrandz yarma

En yakin akrabalar

Crocus speciosus subsp. speciosus
Crocus speciosus subsp.xantholaimos

Yetistirme kosullari

hassas

Cizelge 1.5. Crocus speciosus subsp. ilgazensis alt tiiriiniin genel taksonomik 6zellikleri

(15,16)
Omiir Cok yillik
Yapi Ot
Cigeklenme 9-10 aylar
Habitat Alpin ve agiklik Abies ormanlari
Yiikseklik 1600-1750
Endemik Endemik
Element Avrupa-Sibirya
Tiirkiye dagilimi K. Anadolu
Genel Dagilimi Tiirkiye
Vilayetlere gore Cankiri, Amasya, Bayburt
Kordinantlara gore A4, A5, A8

—

Sekil 1.2. Crocus speciosus ilgazensis alt tiirtiniin Tirkiye tizerinde takson (Harita

dagilimi)(17)

Cim, taslik yamaglar, ormanlik alanlar, kiregtasi tizerinde

Cigek lila, mavi, kisa tarzi genellikle alt1 dalli. Paralel liflerin

Bahge kosullar1 Toleransli, azgiines seven ve su basmasina



http://www.thealpinehouse.fsnet.co.uk/crocus%20pages/speciosus%20ilgazensis.htm
http://www.thealpinehouse.fsnet.co.uk/crocus%20pages/speciosus%20speciosus.htm
http://www.thealpinehouse.fsnet.co.uk/crocus%20pages/speciosus%20xantholaimos.htm

Cizelge 1.6. Crocus speciosus Bieb. subsp. xantholaimos alt tiiriiniin 6zellikleri(14)

Crocus speciosus Bieb. subsp. xantholaimos Mathew

Cigeklenme zamani Sonbahar
Yayilim Kuzey Tiirkey
Iklim Kisklar1 soguk, yazlari sicak

Yabani habitat

Ormanlik agiklik alan

Ayirt edici 6zellikleri

Cigek lila, mavi, kisa tarz1 genellikle alt1 dalli.
Paralel liflerin i¢ine corm tunik membrandz
yarma.

En yakin akrabalar

Crocus speciosus ilgazensis
Crocus speciosus xantholaimos
Crocus pulchellus

Yetistirme kosullar

Bahge kosullar1 Toleransli, az gilines seven ve
su basmasina hassas

Cizelge 1.7. Crocus speciosus Bieb. subsp. xantholaimos alt tiirtiniin genel taksonomi

ozellikleri(18)
Omiir Cok yillik
Yapi Ot
Cigeklenme 9-10 aylar
Habitat Abies ve Rhododendron koru agikliklar
Yiikseklik 1600-1750
Endemik Endemik
Element Karadeniz
Tiirkiye dagilimi K. Anadolu
Genel Dagilimi Tiirkiye
Vilayetlere gore Sinop
Koordinatlara gore A5

)
Sekil 1.3. Crocus speciosus Bieb. subsp. xantholaimos alt tiiriiniin Tiirkiye tizerinde takson
(HARITA Dagilim1)(19)



http://www.thealpinehouse.fsnet.co.uk/crocus%20pages/speciosus%20ilgazensis.htm
http://www.thealpinehouse.fsnet.co.uk/crocus%20pages/speciosus%20xantholaimos.htm
http://www.thealpinehouse.fsnet.co.uk/crocus%20pages/pulchellus.htm

Cizelge 1.8. Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus alt tiiriiniin 6zellikleri(20)
Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus

Ci¢eklenme zamani Son bahar

Yayilim Kirim; Kafkasya; Kuzey iran; Kuzey Tiirkiye
Yerli iklim Kar ile soguk kis. Sicak kurutucu yaz

Yabani Habitat Ormanlik, yaylalar, kisa dag ¢im

Cicek lila, mavi, kisa tarz1 genellikle alt1 dalli. Paralel
liflerin i¢ine corm tunik membrandz yarma.

Crocus speciosus ilgazensis

En yakin akrabalar Crocus speciosus xantholaimos

Crocus pulchellus

Bahge kosullar1 Toleransli, azgilinesseven Ve su
basmasina hassas

Ayirt edici 6zellikleri

Yetistirme kosullar1

Cizelge 1.9. Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus alt tiiriiniin genel taksonomi
ozellikleri(20)

Omiir Cok yillik

Yapi Ot

Cigeklenme 9-11 aylar

Habitat Korular, cayirliklar
Yiikseklik 800-2350

Endemik Endemik degil

Element Bilinmiyor

Tiirkiye dagilimi K.O. ve G. Anadolu

Genel Dagilimi Kirim, Kafkasya, Kuzey Iran
Vilayetlere gore Bartin

Taksonun Kare diizeyinde dagilimi bulunamadi

Sekil 1.4. Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus alt tiiriiniin Tiirkiye {izerinde takson
(harita Dagilimi1)(21)

Crocus speciosus Bieb. subsp. ilgazensis Mathew ve Crocus speciosus Bieb. subsp.

xantholaimos Mathew alt tiirleri endemik ve yakin gelecekte tehdit altinda olan ayrica
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dogada orta vadeli taksonlar grubuna giren tiirlerdir. Crocus speciosus Bieb. subsp.
IlgazensisMathew alt tiirii ise tehdit altina olarak bilinmektedir (Near Threatened).Crocus
speciosus Bieb. subsp. xantholaimos Mathew ise EN (Endangered) tehlike altinda olan
grubunda olmaktadir. Her iki alttiir Tiirkiye Bitkileri Kirmiz1 Kitabinda yer almaktadirlar
(22). Tiirkiye’de Crocus speciosus Bieb. tiirleri genelde 800-2350 metreler arasinda olan
yerlerde yayilis gostermektedirler. Crocus speciosus Bieb. subsp. ilgazensis Mathew alt
tirii Amasya (A5), Cankir1 (A4), Giumiishane (A8)’de,Crocus speciosus Bieb. subsp.
xantholaimos Mathew sadece Sinop (A5)’da, Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus tiirii
ise Glimiishane (A7), Bolu, Zonguldak (A3), Nigde (B5), Konya (B3), Sivas (B6), Kayseri,
Konya, Isparta (C3 karelerinde) illerinde yayilis gostermektedirler (23).

Crocus speciosus Bieb. tiirleri ¢ok yillik, ¢igeklenmeleri ise Eyliil-Kasim aylar arasinda
goriilmektedir. Yaprak ¢ikist daha sonra olmakla beraber yapraklar 3-4 adet olarak, yaprak
enleri ise 4-5 mm olarak bilinmistir. Ta¢ yapraklar ise genel olarak mor-lila renklerinde
goriilmektedir. xantholaimos alt tiiriinde tag yapraklarinin dip kismu sari, diger iki alt tiirde
ise beyazdir (24). Meyvelerin olgunlagmasi ise ilkbaharda olmakta, meyveler toprak iginde
ve sadece u¢ kisimlari toprak ylizeyinde goriilmektedir. Tiirlerin yetisme alanlar1 erozyona
acik olan alanlar dahil olarak verimli, mineral maddelerce zengin topraklara ihtiyag
duymamas1 gozlemlenmistir. Ele alinan bu alt tiirler kisa vadede diisiiniildiiglinde bitkilerin
ciddi anlamda tehlike altina girebilmesi akla gelmese de yetistigi yerlerde yol yapim ve
hafriyatgibi ¢alismalar, 6zelikle Crocus speciosus Bieb. subsp. ilgazensis tiiriiniin sinirl bir
lokalitede dogal olarak bulundugu llgaz Kadingayir1 bolgesinde kayak tesisi yapiminin
planlanmasi bu tiirin 6nemli zarar gérmesi hatta yok olma ihtimali s6z konusu olmaktadir.
Bu nedenle doku kiiltiirii gibi ¢aligmalarin yapildiginda yetisme alanlar1 tehdit altinda

oldugunda bile bitkinin zarar gdrmesinin oniine gegilebilir.

Ticarilesme potansiyeli yiiksek ve gosterisli ¢iceklere sahip olanCrocus speciosus Bieb.
subsp. ilgazensis Mathew, Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus ve Crocus speciosus
Bieb. subsp. xantholaimos Mathew alt tiirleri kiiltiire alinarak, ticari {iretime yonelik ve
alternatif pazar olusturulmasi Crocus cesitlerinin gelistirilmesi, diisiik gelir seviyesine
sahip olan bolge tireticisi igin 6nem ahzedebilir. Bu taksonlarin ¢ogalma hizi dogada diisiik
oldugundan dolayiin vitro teknikler kullanilarak kisa siirede ¢ok sayida korm firetimi

miumkin olabilmektedir.
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Cizelge 1.2°de goriildiigii gibi Tiirkiye’de Crocus (¢igdem) tiirlerinin tamaminin dogadan
toplanarak ihracat1 yasaktir. Crocus cinsi ¢ok sayida tiirii siis bitkisi olarak degerlendirilen
bu tiriindiinyada yaklasik 80 tiirti bulunmaktadir. Bu cins Iridaceae familyasina aittir.
Tirkiye’de ise 19’u endemik olmak tizere 35 Crocus tiirii mevcuttur. Bazi tiirlerin; sayilar
2 ile 10 arasinda degisen alt tliri de bulunmaktadir. Crocus tiirlerinin bir kismi sonbaharda
bir kismi da ilkbaharda ¢icek agmaktadir. Bundan dolay1 30 kadar tiir siis bitkisi olarak
yetistirilmektedir.

Endemik ve siis bitkisi olarak 6nemli potansiyele sahip olan ve endemik-tehlike altinda
bulunan Crocus speciosus Bieb. subsp. ilgazensis Mathew ve Crocus speciosus Bieb.
subsp. xantholaimos alttiirleri ile Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus alt tiiriinde ilk
kez olarak in vitro kiiltiirii ve korm iiretim calismasi yapilmistir. Bu amag igin dogal
floradan toplanan Crocus speciosus Bieb. subsp. xantholaimos, Crocus speciosus Bieb.
subsp. ilgazensis Mathew veCrocus speciosus Bieb. subsp. speciosusalt tiirlerineait ¢esitli
organ cksplantlari, farkli besin ortamlarinda ve kiiltiir kosullarinda in vitro korm
iretimi calismalar1 yapilmistir. Elde edilen bitkiler ise dis sartlara alistirilip topraga
aktarilmigtir. Siis bitkisi olarak ekonomik potansiyeli bulunan Crocus speciosus tiiriine ait
bu ii¢ alt tiirlin kiiltiire alinmasiyla, dogal yetisme alanlarinda yapilan sokiimlerin 6niine
gecilebilecek, yok olmalarina yonelik tehditlerini ortadan kalkabilecek ve Tirkiye

ekonomisi ve germplazminin korunmasina katki saglanabilecektir.

Ayrica Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus,C. speciosus Bieb. subsp. ilgazensis
Mathew ve C. speciosus Bieb. subsp. xantholaimos tiirlerin korunmasina yonelik SSR
(Simple Sequence Repeats) markorlerle genetik tanisi, genom  biiyiikliigiiniin
filowsitometrik yontemlerle belirlenmesi, Safran (Crocus sativa) floral MADS-box gen
bolgesi/bolgelerinin tiirler arast homolojilerinden yararlanilarak bu alt tiirlerde belirlenmesi

ve alt tiirlere ait ¢igekte ifade profillerinin belirlenmesi konu edinilmistir.

Molekiiler tanimlama markorlerinden mikrosatelit veya SSR  (Simple Sequence
Repeat=Basit Dizi Tekrarlar1) yiiksek tanimlama kabiliyeti, tekrarlanma oraninin ¢ok
yiiksek olusu, tiniversal veri tabanlarinda kullanilabilmesi, ko-dominat olusu vb. gibi
ozellikleri nedeni ile gerek diinyada gerekse Tiirkiye’de en yaygin kullanilan markorler

arasindadir.
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Mikrosatellitler, herhangi bir canli organizma genomunda ardarda dizilmis (tandem
repeats), genellikle 2 ila 5 bp (baz ¢ifti) uzunlugunda olusmus DNA tekrarlaridir, bu
tekrarlar genellikle 10 veya daha fazladir. Mikrosatellit tekrarlamalar1 tam tekrar, eksik
tekrar (tekrarlanan diziler arasinda tekrarlanmayan dizilerin bulunmasi) veya karigsik
tekrarlar (25) olarak bitki genomunda bulunmaktadir (26). Bitkilerde tanimlandigi hiicre
komponentlerine gore nSSR (nuclear=¢ekirdek SSR) ve cpSSR (kloroplast SSR)’lara ek
olarak bitki genom projeleri gercevesinde olusturulan EST (Expressed Sequence Tag)
verilerinin transkripsiyona giren ve girmeyen bolgelerden (UTR) tespit edilen EST kokenli
SSR’larin  katilmi ile bir¢ok bitki tiirlinde genis bir SSR veri tabani olusmustur
(27,28).Ayrica, glinimiizde pek ¢ok oOnemli kiiltliir bitkisinin genetik haritalarinin
olusturulmasinda; fasulye (29), musir (30), asma (31) yaygin olarak SSR markorler
kullanilmaktadir. Genetik kimlik tanilarimi belirleyen tek markor 6zelligine sahip SSR
markdrlerin  uygulanmasi ise; genom boyunca tekrarlanan dizilerin iki yanindan
primerlerce PCR’da ¢ogaltilmast ve jel ortaminda gorintilenmesi veya Kkapiller
elektroforez (otomatik dizi analizi sisteminde) biiyiikliiklerine goére siralanmasi esasina
dayanmaktadir. Sonuglarin goriintiilenmesi ise; otomatik dizi analizi sisteminde allel
biiyiikliikleri, fluoresan isaretli primer yardimiyla, pikler seklinde belirlenmesiyle

gerceklesmektedir.

Crocus speciosus Bieb. subsp. ilgazensis Mathew, Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus
ve Crocus speciosus Bieb. subsp. xantholaimos Mathew alt tiirlerine ait genetik
tanimlamalarla ilgili ¢alismalar son derece siirhidir. Bu tiirlerde SSR lokus bdlgeleri tespit
edilmemistir. Bu amagla tezkapsaminin bagka bir Crocus(Crocus sativa: safran)tiiriinden
(32) ve (33) tarafindan gelistirilen SSR markoérlerin tiirler arasi transfere uygun olanlari
kullanilarak SSR analizleri gergeklestirilmistir. Boylelikle tiirlerde, kaybolma tehlikesi ile
kars1 karsiya bulunan bu alt tiirlere ait bulunan allel verileri, gerek alt tiirlerin
tanimlanmasi, gerekse 1slahi ve yetistiriciligi hakkinda ve ulusal veri paylagimi sayesinde

yakin Crocus tiirleri ile karsilastirilmalarinda etkin rol oynayacag diistiniilmektedir.

Gerek bitki gerekse hayvan hiicrelerinde yapilan sitogenetik tanimlamalarda, giiniimiizde
yaygin olarak kullanilan flow sitometri; verimli, giivenilir, hizli ve yeni bir yontem olup
ozellikle bitki hiicrelerindeki DNA miktarinin belirlenmesinde ve ploidi diizeyindeki
varyasyon durumlarimin arastirllmasinda olduk¢a popiilerdir (34). Yontem temel olarak;

sispansiyon igerisindeki boyanmis partikiillerin (hiicre ¢ekirdegi ya da DNA) bir floresans
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mikroskobu araciligiyla okunmasina dayanmaktadir. 1950°li yillarda kesfedilmesine
ragmen, bitki arastirmalarinda kullanimi 1980’lere dayanmaktadir. Ozellikle, DNA
cekirdek igeriginin belirlenmesi, DNA ploidi ve hiicre dongiisii analizlerinin
saptanmasinda Onemli bir teknoloji haline gelmistir (35-38). Teziniigiinciikismini
olusturan flow sitometri analizleri sonucunda Crocus alt tiirlerine ait genom biiyiikligii net
olarak belirlenmis ve bu veriler SSR analizleri ile birlestirilerek alt tiirlere ait kesin

taksonomi yakinlik dereceleri tayin edilmistir.

Cicek (floral) MADS-box genlerine ait kismi dizilerin belirlenmesi ve ¢icekteki ifade
calismalari ise tezin diger basamagini olusturmaktadir. Gen ifadesi ¢aligmalarinda yaygin
olarak kullanilan Real Time PCR; sicaklik dongiilerini saglayan cihazlarin, hassas 6l¢iim
aletleri ile birlestirilmesi ile olugsmus bir yontemdir. Reaksiyon esnasinda her bir PC
dongiisii yeterli miktarda iiriiniin verdigi floresan 1s1maya gore calismakta ve reaksiyonun
her asamasinda, olusan {iirlin kontrol edilmektedir. Reaksiyon i¢in kullanilan diziye 6zgi
problar ve diziye 6zglin olmayan boyalar sayesinde rahatlikla nicel ve nitel Slgtimler
yapilabilmektedir (39). Aletin i¢inde bulunan tarama amagli farkli sistemler sayesinde
yayilan 1s1ma miktar1 ile dogru orantili olan PCR {irlin miktarinin goézlemlenmesi

saglanmaktadir (40).

Real Time reaksiyonlar1 Light Cycler 480 (Roche) aletinde yapilmis olup, uygulamada
yalnmzca ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda floresans veren boyalar (SYBR)
kullanilarak, ¢ogalmaya bagli DNA artisi, ortaya ¢ikan floresansin miktartyla dl¢tilmiistiir.
Primerin baglanmasii takiben gergeklestirilen uzama asamasinda, hedef DNA’nimn ¢ift
sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan Syber Green miktar1 artmakta ve buna baglh
olarak yayilan floresans miktarinda artis gézlenmektedir (41). Ayrica kisa siirede kantitatif
sonug verebilmesi, tiipler agilmadan reaksiyona gidildigi i¢in kontaminasyon riskinin
diisiik olmasi ve elektroforeze gerek kalmadan ¢ogalma esnasinda sonug alinabilmesi gibi

bir¢ok avantaja sahiptir.

Cigek evriminin anlagilmasi ve gelistirilmesi agisindan énemli olan MADS-box genlerinin
(42) bitkilerde, hayvanlarda ve funguslarda kokeni net olarak bilinmemektedir. MADS-box
genleri ismini dort ayri canlidan elde edilen dort proteinin kisaltmasindan almistir. Bu
proteinler sirasityla; Saccharomyces cerevisiae mayasindan MCMI1 proteini (Mini

chromosome Maintenance 1), Arabidopsis thaliana’dan AGAMOUS, Antirrhinum’dan

14



DEFICIENS ve insandan elde edilen SRF proteini (Serum Response Factor)’dir (43). Bu
genler oOzellikle c¢icek organ genlerinin  homeotik fonksiyonlar1 {izerinde etki
gostermektedirler (44). Bununla birlikte, ¢igeklenme zamaninin belirlenmesi, tohum,

meyve gelisimi gibi ¢esitli gelisim asamalarinda da etkin rol oynadigi belirtilmektedir (45).

MADS-box genlerinin etkin oldugu ¢i¢ek organ genlerinin homeotik fonksiyonlar1 A,B, C,
D ve E olarak bes farkli simifta goriiliir. ABC genleri olarak da bilinen ve ¢icek organ
diziliglerinin ~ belirlenmesine 1iliskin olan A,B,C,D ve E genleri bitkilerde
monokotiledonlarda, dikotiledonlarda, bazal angiospermlerde, gimnospermlerde ve egrelti
otlarinda farkli gen dizilislerine sahiptir. Cigek gelisiminin molekiiler ve genetik
diizenlemesi icin ABC modeli ilk olarak model organizmalar, Arabidopsis ve
Antirrhinum’da gelistirilmis ve bu bitkilerde ¢icek organ dizilisleri agiklanmaya
calistlmistir. Buna gére A, B ve C’nin her biri bir ya da birden fazla genle iliskilidir. ilk
halkay1 olusturan A sepal gelisimini, 2. halkay1 olusturan A ve B petal olusumunu, 3.
halkay1 olusturan B ve C stamen olusumunu ve 4. halkay1 olusturan C karpel olusumunu
gostermektedir (46). ABC modeline daha sonra ovul gelisimini ifade eden D ve tiim ¢igek
organlarinin belirtildigi E eklenerek ABCDE modeli olusturulmustur (47).Arabidopsis ve
Antirrhinum’da yapilan bu arastirmalarda ¢i¢eklenme baslangici ve gelisiminin gesitli
fonksiyonlart olan, transkripsiyon faktorlerini (FLO/LEAFY, HB, MADS ve YABBY) ve
sinyal iletim genlerini (CLAVATAL, CLAVATA3 ve KAPP) igeren pek ¢ok ailenin bir¢ok
geni tarafindan kontrol edildigi gosterilmistir (48) (Sekil 1.10.).

Ciceklenme, tohum, meyve gelisimi gibi ¢esitli gelisim asamalarinda da etkin rol oynayan
MADS-box genleriyle ilgili Crocus tiirlerinde yapilan ¢alismalara bakildiginda; 2004-2011
yillar1 arasinda Crocus sativa L.’da ¢icek gelisimden sorumlu MADS-box genlerinden 3
APETALA 1 (CsAPla, CsAPlb ve CsAPlc) (49),AGAMOUSL (CsAGl) geni (50),
APETALAS-like (AP3-like) geni (51), PISTILLATA/GLOBOSA-like (PI/GLO-like)
MADS-box genleri (52), SEPALLATAS3-like MADS-box genleri (53) genlerine ait
cDNA’ler dizilenmistir. Calismada konu alinan Crocus tiirlerinde ise gen diizeyinde bir

caligma yapilamamustir.

Gerek cicekte yapilacak genetik modifikasyonlara yonelik tiim genlerin klonlanmasinda
baslangi¢c olusturacak, gerekse ciceklenme yolaginda (ABC) yer alan tohum-cicek vs

genlerinin ileriki donemlere klonlanmasina 6n bilgi olusturabilmek amaci ile C. sativa’da
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bilinen AP1 (CsAP1la, CsAP1b ve CsAP1c) gen bolgesi/bolgelerinin endiistriyel/siis bitkisi
olarak kullanilan bu alt tiirlerde ilk olarak tespit edilmesi ve tiirler aras1 ifade analizlerinin

karsilastirilmas1 yapilmistir.

Bu ¢alismada, C. speciosus. subsp. speciosus,C. speciosus subsp. ilgazensis Mathew ve C.
speciosus subsp. xantholaimos tizerinde doku kiiltiirleri yolu ile kisa siirede in vitrokorm
tiretimi yapilmistir. Ayrica tiirlerin korunmasia yonelik SSR (Simple Sequence Repeats)
markdrlerle genetik tanisi, tiirde yiiriitiilecek 1slah ¢alismalarinda kullanilmak iizere genom
biyiikliigiiniin  flowsitometrik yontemlerle belirlenmesi ve bazi MADS-box gen

bolgelerinin tiir i¢i homolojilerden yararlanilarak belirtilmistir.
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— sinyaller
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Sekil 1.5. Model organizma Arabidopsis’de ¢i¢ek gelisimine yonelik ABC modeli ve
yolakta yer alan genler MADS-box genleri (kare ile gosterilenler) (48).

16



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Doku Kiiltiira

In vitro teknikleri bitkisel materyalin kisa siirede hizli ¢ogaltilmasi igin uygun bir metot
olup, orkide gibi soganl bitkilerden ¢ok kisa siirede ¢ok sayida bitki iiretilebilmektedir.
Geofitlerde in vitro calismalar genel olarak, mikro {iretim, hastalik kontrolii (6zellikle
viriislerden ari materyal {iretimi) ve sekonder metabolit iiretimi amactyla yapilmaktadir.
Geofitlerin kiiltiire alinmasindaki en 6nemli sorun, ¢ogalma hizlarinin son derece yavas
olmasidir. Ote yandan, in vitro teknikler kullanilarak kisa siirede ¢ok sayida sogancik

uretimi muimkiin olabilmektedir.

Tulipa ve Muscari botryoides bitkilerinde yapilan calismada ise soganlarin, degisik
oranlarda GA3’ in her iki tiirde de bitki morfolojisine ve gelisiminde etkisi oldugu tespit
edilmistir (54).

Muscari racemosum L.Mill. bitkisinde yapilan galismada eksplant olarak pul yapraklari
kullanilip, in vitro kosullarda karanlik ve aydinlikta rejenerasyon kabiliyetini
incelenmistir. Karanlikta ve MS besin ortaminda %8 oraninda adventif sogan olusumu ve
kok olusumunda artis bulunmustur. Bunun yani sira soganlardan ¢ikan yaprak

gelisimlerine bakildiginda ortamlar arasinda farkligi gozlenmistir (55).

Blandfordia grandiflora bitkisinde yapilan c¢alismada eksplant olarak siirgiin uglari
kullanarak farkli konsantrasyonda NAA, KIN, BAP, 2iP igeren MS besin ortamlarinda

kiiltiire alarak in vitro doku kiiltiiriinii bagarilmistir (56).

Nergis bitkisinde yapilan galismada, siirgiinlerden elde edilen soganciklar bitki biiyiime
diizenleyici madde icermeyen, ayrica aktif komir ilave edilen ortamlarda 20°C’ de
aydinlik ve karanlikta kiiltiire alinmigtir. Cesitlere bagh olarak %47.8 — 81.2 oraninda

rejenerasyon elde etmistir (57).

Muscari botrides Mill. bitkisinde yapilan ¢alismada, epidermal ve alt epidermal
eksplantlar kullanilarak farkli konsantrasyonlarda IBA ve BAP igeren besin ortamlarinda

morfolojik degisiklikleri incelenmistir. Rejenerasyon ve sogan sayisi bakimindan en iyi
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besin ortamini 0.2-2 mg/l IBA ve 1-2 mg/l BAP kombinasyonu oldugunu ve %56

rejenerasyon sagladigini bildirilmistir (58).

Eucomis zambesiaca, E. comasa, E. autumnalis’in ¢ift pul yapraklarmi in vitro’da siirgiin
olusumu i¢in 4.4, 11.1 ve 22.2 uM BA ve 5.4 uM NAA igeren MS ortamlarinda kiiltiire
almiglardir ve yiiksek oranda in vitro siirgiin ve sogancik elde edilmistir(59). Sarimsak
(Allium sativum L.)’da 1 mm’lik gévde diskini LS besin ortaminda kiiltiire alarak, mikro

¢ogaltim yontemi gelistirilmistir (60).

Orkide (Acampe praemorsa (Roxb.) Blatter and Mc Cann) de yapilan galismada 1. ve 2.
geng yapraklar1 100 mg/l myo-inositol, %3 sukroz, 1 mg/l TDZ %0.8 agar igeren MS besin
ortaminda kiiltiire alinmistir ve yiiksek oranda adventif siirgiin rejenerasyonunu elde
edilmistir. Meydana gelen siirgiinlerin %2 phytagel, %3 sukroz, 2mg/l IBA iceren MS
ortaminda koklenmeyi bildirilmistir (61).

Zambak (Lilium longiflorum)’da in vitro da elde edilen siirgiinlerden, 2-3 nodlu ve 2-3
yaprakli 1cm’lik gévde pargalarin kullanarak30g/1 sukroz, 2,3 uM BA, %0.8 agar igeren %2
MS besin ortaminda kiiltiire almis ve meydana gelen siirgiinleri ve soganciklar1 20 g/l

sukroz, 1.1 uM NAA igeren 2 MS ortaminda koklendirmistir (62).

Siis bitkisi olarak tanman Crinum Ellen Bosanguet bitkisinin doku kiiltiirii ile ¢ogaltimi
basarilmistir. En 1yl sonu¢ ise 22.2 uM BAP iceren MS besin ortaminda elde
edilmistir(63). Kardelen (Galanthus ikariaeBaker) bitkisinde sogan pul yapraklari %6
sukroz, 0.2 mg/l KNA, %7 agar, iceren MS besin ortaminda kiiltiire almistir ve adventif

sogan rejenasyonu basarilmistir (64).

Crinum lilies’ bitkisinde ti¢ yaprakli sogan diskleri kullanilarak, %6 sukroz, %7 agar, 35.5
uM BAigeren MS besin ortaminda 4 hafta sonra sogan pul yapraklarinda adventif siirgiin
rejenerasyonunuelde edilmistir(65). Yaprak ve meristamatik u¢ eksplantlar1 kullanarak
organogenesiz ve somatik embriyogenesiz yoluyla Muscari armeniacum’da siirgiin

rejenerasyonu elde edilmistir (66).

Muscari armeniacum’da yapilan ¢alismada, biiyiik, sarims1 ve nodular kallus olusumu4.5
uM 2-4,D, 54 mM NAA igeren ortamda baslatilmis, nodular kalluslar 0.44-44 u.M IBA
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iceren ortama transfer edildiginde yiiksek oranda siirgiin olusumu meydana geldigi
bildirilmistir.  Lilium nepalanse’deyapilan ¢alismada olgunlasmamis soganlardan
hazirlanan ¢ift sogan pul yaprak eksplantlar1 20uM Zeatin igeren MS ortaminda kiiltiire

alinmis ve ¢ok sayida siirgiin elde edilmistir (66).

Lilium nepalense bitkisinde ikili veya {i¢lii sogan pul yapraklarini %3 sukroz, %8 agar, 20
uM Zeatin, iceren MS besin ortaminda kiiltiirealinmistir ve pul yaprak disklerinden
adventif siirgiin rejenasyonu bildirilmistir (67). Dag yildiz1 (Sternbergia candida)’da
yapilan ¢alismada olgunlasmamis embriyolar1 % 3 sukroz, % 7 agar, 4 mg/l BAP + 0.25
mg/l NAA, iceren MS besin ortaminda kiiltiire alimmistir ve adventif siirglin
rejenerasyonunu basarilmistir. Meydana gelen soganlar1 1 mg/ 1 NAA, % 0.5 aktif komiir
30 g/l sukroz igeren MS besin ortaminda koklendirilmistir (68).

In vitro hizli ¢ogaltim i¢in Sternbergia candida ve S. fischeriana tiirlerin 6ncelikle sogan
pul yaprak eksplantlar1 farkli oranlarda biiyiime diizenleyicileri i¢eren besin ortamlarinda
kiiltiire alinmistir. Sogancik olusturan eksplant orani (%75.99) ve eksplant bagina sogancik
sayist (3.30 adet) birlikte diistiniildiigiinde en yiiksek sogancik olusumu S. candida tiirtinde
4 mg/l BAP ve 0.50 mg/l KNA iceren besin ortaminda 2 pul yaprakli sogan
eksplantlarindan elde edilmistir. S. fischeriana’da ise en yiiksek sogancik olusumu (%
76.67 ve 2.59 adet) 2 mg/l BAP ve 0.50 mg/l KNA iceren ortamda yine 2 pul yaprakli
eksplantlardan tiretilmistir (68).

Miszambak (Lilium candidum L)’ bitkisinde 0.5-1 cm sogan pul yapraklarini1 0.30 ppm BA
ve 0.03 ppm IBA igeren DMS besin ortaminda kiiltiire almislardir ve adventif sogan
rejenerasyonunu basarilmistir (69). Crytanthus spiralis bitkisinde yapilan ¢alismada in
vitro kosullarinda ikili pul yapraklarindan en iyi adventif ve yan sogan olusumu 5 g aktif
komiir igeren sivi besin ortaminda, 6 hafta sonunda elde edilmistir. En iyi siirgiin geligimi
1 mg/l NAA-2 mg/l BAP iceren ortamda tespit edilmistir. Soganlar %6 — 9 sukroz igeren
ortamlara koklenme amaci ile aktarilmasi sonucunda ise %9 sukroz igeren besin ortaminda

gelisen soganlarin hacim ve agirliklarinin daha fazla oldugu gézlenmistir (70).

Sternbergia clusiana’da Sogan pul yapraklarin1 %3 sukroz, %8 agar, 2 mg/l BAP + 0.5
mg/l NAA, iceren MS besin ortaminda kiiltiire almistir ve adventif siirglin

rejenerasyonunu basarilmistir.Eldeedilen soganlarin %8 agar, %3 sukroz 1mg/l NAA
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iceren MS besin ortaminda koklenmeleribildirilmistir (71). Lilium candidum L. (Mis
zambak) bitkisinde yapilan caligmalar sonucunda yaprak eksplantlarindan degisik
konsantrasyonlarinda BAP-IBA iceren MS besin ortamlarinda, adventif sogan

rejenerasyonu basarilmstir (72).

Muscari muscarimi bitkisinde olgunlasmamis embriyolari %3 sukroz, %7 agar, 4 mg/I
BAP + 0.5mg/l NAA igeren MS ortaminda kiiltiire alinmigtir ve adventif siirgiin
rejenerasyonunu basarilmistir, meydana gelen siirgiinler ise MS besin ortaminda
koklendirilmistir (72). Lilium candidum bitkisinin pul yapraklarinin alt kismalar1 ve in
vitro’ da gelisen yapraklardan adventif sogan olusumu elde edilmistir. Besin ortami ise

2.22 uM BAP ve 2.69 uM NAA igeren MS besin ortami kullanilmistir (73).

Galanthus elwesii Hook. bitkisi iizerinde yapilan c¢aligmada olgunlasmamis embriyolar
kullanilarak in vitro ¢ogaltimi basarilmistir. En yiiksek sogancik olusumu ise 1 mg/l BAP
+ 0.5 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda elde edilmistir (74). Ornithogalum
oligophyllum bitkisinde ikili pul yapraklarindan adventif sogan olusumu elde edilmistir.

En iyi sonug ise 2 mg/l BAP 0.5 mg/l IBA igeren MS besin ortaminda gézlenmistir (75).

M.muscarimi, M. macrocarpum, M.neglectum ve M.adilii tiirlerinin in vitro ¢ogaltimi i¢in
yapilan ¢alismada, M. muscarimi’de en fazla sogan 19 adet ile 4 mg/l BAP ve 2 mg/l NAA
igceren MS ortaminda, M. macrocarpum’da en fazla sogan eksplant basina 6 adetle 2 mg/I
KIN ve 0.5 mg/l NAA igeren MS ortaminda, M. neglectum’da en fazla sogan 8.25 adetle
0.1 mg/l TDZ ve 2 mg/l NAA iceren MS ortaminda, M. adilii’de ise, en ¢ok sogan 15.75
adet ile 4 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA igeren MS ortamindan elde edilmistir (76).

S. candida, S. fischeriana, S. clusiana ve S. lutea tiirlerinden yapilan c¢alismada
S.candida’ninin  vitro kosullarda olgunlagmamis embriyolar ve ikili sogan pul
yapraklarindan yiiksek oranda sogancik elde edilmistir. S. fischeriana’nin ikili sogan pul
yapraklarindan elde edilen en yiiksek sonucu 1 mg/l BAP - 0.5mg/l NAA igeren MS besin
ortaminda, eksplant basma 10 adet sogancik, olgunlasmamis embriyolarinda ise en
yiikseksonu¢ 4 mg/l BAP - 1 mg/l NAA iceren MSbesin ortaminda eksplant basina 2.9
adet sogancikolarak belirtilmistir. S. clusiana’nin ikili sogan pul yapraklarindan
veolgunlagsmamis embriyolarinda ise 2mg/l BAP ve 1 mg/l NAA iceren MS besin

ortaminda en yiiksek sonug¢ sirasiyla eksplant basina 2.1 ve 2.2 adet sogancik olarak
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eldeedilmistir. S. lutea’nin ikili sogan pul yapraklari ise 4 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA

iceren MS besin ortamindaneksplant bagina en fazla 15 adet sogancik elde edilmistir (77).

Merry Widow lale gesidinde yapilan ¢alismada 1 mg/l NAA ve 1 mg/l BAP igeren MS
ortaminda goévde eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu belirlenmistir (78). Nergisinin
vitrogogaltiminda yapilan ¢alismada transplantasyon sathalari arastirilmistir. Alt kiiltiire
alan siirglinlerin olusturdugu soganlar biiyiime diizenleyicisi icermeyen ortamdan elde
edilmistir ve bu c¢alismada kullamilmistir.En yiiksek rejenerasyon sonucu aktif karbon
iceren ortamda elde edilmistir.Transplantasyon basari oram1 %47.8 ile %81.2 arasinda

bildirilmistir ve ¢apta ¢eside bagl oldugu tespit edilmistir (57).

Leucojum aestivum L. ve Lilium rhodopaeum Delip’da doku kiiltiirii galismalarinda; 1 mg/I
BAP ve 1mg/l kinetin iceren MS ile 0.5mg/l NAA ve 0.1mg/l kinetin iceren LS besin
ortaminda en iyi sonu¢ elde edilmistir.Eksplant olarak L. aestivum’da yapraklar, L.
rhodopaeum’da ise sogan bazal kismimin en yiiksek rejenerasyon kabiliyetine sahip
oldugutespit edilmistir (79). Galanthus elwesii ve G. ikariae’da yaptiklar1 doku kiltiirii
calismasinda sogan parcalar1 ve tek yada cift yaprakli sogan pul yapraklarin doku kiiltiirii
icinen uygun eksplant olarak belirtilmistir. Galanthus doku kiiltiiriinde Gamborg B5
ortaminda sogancik olusumunu arttirdigini ispatlanmistir. Ayrica %6 oraninda kullanilan

sakkaroz ile en yiiksek sayida sogancik elde edilmistir (80).

Eucomis zambesiaca, E. comasa, E. autumnalis 'da yapilan ¢alismada 4.4, 11.1 ve 22.2 uM
BA ile 54 pM NAAigeren MS ortamlarinda ¢ift pulyapraklarindan in vitro siirgiin
olusumu basarilmistir.Elde edilen siirgiinler 0,2.7, 5.4 ve 10.8 uM NAA i¢eren ortamlarda
koklendirmeye almip, Eucomis zambesiaca’da %95,E. comasa’da %98 ve E.
autumnalis 'da %100 basarielde edilmistir (59). Bowiea volubilis'de yaptiklar1 ¢alismada
10 mm uzunlugunda ¢igek saplarini kiiltiire alinarak, 309/l sukroz, 10g/l agar, 1 mg/l 2.4-D
ve BAP icerenMS besin ortaminda siirglin ve soganolusumu gozlemlenmistir. Koklenme
ise 4-5 hafta icerisinde gergeklestirilmistir ve eksplant basina 4.6 adet bitki elde edilmistir
(81).

Zambagin genetik materyal olarak korunmasi i¢in yapilan ¢alismada in vitro’da rejenere
olan 10 zambak genotipinin soganlarini 1/4 x MS veya 1 x MS ortami, %9 veya %6 sukroz
iceren ortamlarinda 28 ay —2°Cve 25°C de saklayarak filizlenme ve sogancik gelisimi

gbzlenmistir. En iyi sonug ise %9 sukroz igeren¥s x MS ortamda 25°C de elde edilmistir
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(82). Sarimsak (Allium sativum L.)’de yapilan calismada doku kiiltiirii i¢in en uygun
eksplant olarak govde disklerinin oldugununu rapor edilmistir. Ortam olarak iki ortam
kullanilmistir: biiyiime diizenleyici igermeyen LS ortami ve 0.1 mg/l NAA ve 0.1 mg/l BA
iceren LS ortami. Eksplantlar kiiltiire alindiktan 2 hafta sonra ¢ok sayida siirglin ucu
gelistigi gozlenmistir. Ayrica biiylime diizenleyici igermeyen ortamdan, biiyiime
diizenleyici igeren ortama gore daha fazla siirgiin elde edildigi (bir eksplantda 15’den
fazla) tespit edilmistir. Siirglinlerin %90 iistiinde bir oranda sogan olusumu ve rejenerasyon
calismasindan once soganlarin 4°C de yaklasik 8 hafta 6n muamele yapilmasi suretinde

slirgiin ve sogan olusumunun arttig1 bildirilmistir (60).

Crocus sativus L.’da ovaryumeksplantindan adventif siirgiin rejenerasyonu igin enyiiksek
kallus olusumu5.7 uM NAAve 4.4 uM BAP igeren MS ortaminda karanlikta 20°C de
inkiibe edildigi zaman elde edildigi tespit edilmistir. Ayrica,eksplant basina 1.5 adet siirgiin
elde edildigi gozlenmistir (83).Narcissus confusus’da yapilan ¢alismada bu bitkinin iki
hattinin olgunlagmis tohumlarinin alkaloid tiretimi kapasiteleri karsilastirilmistir. Hatlarin
olgunlasmis embriyo eksplantlarinda kallus olusumu, somatik embriyogenesiz ve
organogenesiz kapasiteleri incelenmistir.Alkaloid icerigi HPLC ile belirlenmistir. Belirli
kalluslarin az miktarda galantamin {irettigi ve galantamin miktarmin doku farklilasmasinin
derecesiyle arttigi bildirilmistir. Rejenere olan biitiin bitkilerin morfolojik karakterler

bakimindan normal oldugu saptanmistir (84).

Lachenalia cinsinin ii¢ varyetesinde yaptiklari in vitro c¢alismasinda yaprak
eksplantlarindan ~ siirgiinlerin  4- 15°C* de 2 haftada sogan olusturdugunu
belirlemislerdir.Ayrica,sogan olusumu icin adventif siirgiinlerin yasimin 6nemli oldugunu
gozlenmistir. 4 mm den kiiciik siirglinlerin sogan olusturmadigi ve soganolusumu igin %3
ile %6 sukroz igeren ortamlar karsilastirilarak %6’ nin daha iyi sonug¢ verdigi bildirilmistir.
Soganlarin toprakta yasama sanslarinin sogan boyutlar1 ile dogrudan baglantili oldugu

bildirilmistir (85).

12 siis bitkisinde yapilanin vitro ¢alismasinda sogan olusumu karsilagtirilmistir. Arastirict
9 tiirde kallus olusmadan direkt gévde dokusundan, Stiirde ovaryumdan, 4 tiirde ise yaprak
dokusundan bitki gelisimi gézlenmistir. Gladiolus, Hyacinthus, Muscari, Ornithogalum ve
Scilla’da  biliyime  diizenleyici eklenmeyen MS ortamina bitkicik  olusumu
goriilmiistiir. Hippeastrum, Schizoslylis, Sparaxis ve Ipheiontiirlerinde ise ortama oksin

eklenerek sonug¢ elde edilmistir.Freesia, Tulipa ve Narcissus’da ise direkt eksplant
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tizerinden bitki gelisimi gozlemlenmistir. Tulipa ve Hippeastrum disindaki bitkilerde kallus
elde edilmistir.Gladiolus,Sparaxis ve Schizostylis disindaki tiirlerde ise kallustan bitki

olusumu elde edilmistir (86).

Endemik Iris’te kallus, siispansiyon ve protoplast kiiltiirlerinden somatik embriyogenesiz
elde edilmistir. Kalluslarin alt kiiltiirii i¢in karanlikta kullanilan ortam 4.5 uM 2,4-D, 0.5
puM Kinetin, 4.5 uM NAA ve 300 mg/1 prolin kullanilmistir. Kullanilanrejenerasyon ortami
BA, Zeatin ve TDZ (swrasiyla; 0, 4, 5, 9 ve 13.5 uM konsantrasyonlarinda)’nin 0.49 uM
IBA ve 0.45 uM 2,4-D ile kombinasyonu ile hazirlanmistir. En yiiksek embriyogenesiz4.5
uM BA’da elde edilmistir.Zeatin ve TDZ’nin embriyogenesizde etkisi olmadigi
ispatlanmistir. Ayrica 0.2 M sukroz, glukoz ve fruktoz ile karsilastirildiginda daha etkili
oldugu goriilmiistiir. 4.5 uM 2,4-D igeren ortamda 4 hafta icinde silispansiyon kiiltiirlinden
gelisen hiicreler 0.2 M sukroz, 4.5 uM BA igeren ortama transfer edilmistir ve iyi sonuglar
(3568 embriyo/g hiicre) goriilmiistiir. Biitlin ¢calisma sonucunda gelisen embriyolarin %
90’1 koklendikten sonra tam bir bitki haline gelmislerdir. Uretilen bitkilerin %95’i dis
kosullara aktarilmistir (87).

Soganli ve yumrulu bitkilerde yapilan in vitrogalismalar arastirilmistir. Besin ortami olarak
en fazla kullanilan ortam MS besin ortami, biiyiime diizenleyicilerin istenen somatik
embriyogenesiz, organogenesiz ve direkt organogenesiz BAP, Kinetin,2,4-D gibi biiyiime
diizenleyicilerinin farkli kombinasyonlarinin kullanmildigi, 2,4-D’nin daha c¢ok kallus
olusturmada, diistik oksin yiiksek sitokinin kombinasyonunun siirgiin olusturmada, yliksek
oksin  diisiikk  sitokinin  veya sadece oksinin isekdklendirmede  kullanildigi
bildirilmistir(88).Allium, Dichelostemma, Eucrosia, Gladiolus, Haemanthus, Hyacinthus,
Narcissus, Nerine ve Ornithagalum cinslerine ait soganlarla yapilan ¢alismada, ¢igek,
sogan pul yapraklar1 ve kormlardan alinan apical meristem uglarinin rejenerasyon
kapasiteleri karsilastirilmistir. Genelolarak ¢igekten alinan eksplantlarin sogan ve korm

eksplantlarindan daha basarili oldugu belirtilmistir (89).

Narcissus pseudonarcissus “Golden Harvest” c¢esidinde yapilan ¢alismada yaprak
eksplantlarindan siirgiin rejenerasyonu ve sogan eksplantlarindan somatik embriyo elde
edilmistir. Denemelerde somatik embriyogenesiz i¢in yaprak laminasi,yaprak tabani ve
sogan pul yapraklar: gibi eksplantlar kullanilmistir. Somatikembriyogenesiz i¢in 5 uM 2.4-
D ve 0.5 uM 2,4-D veya 5 uM BAP igeren ortamlarin basarili oldugu ve c¢icek sapi

eksplantinin - diger eksplantlardan daha erken somatik embriyogenesiz olusturdugu
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bildirilmistir. Ayrica, yaprak eksplantlarinda 2,4-D’nin etkili oldugunu picloramin ise
etkisiz oldugunu tespit edilmistir. Somatik embriyolar 4°C’ de 4.9 uM IBA igeren ortamda

bitkiciklere doniistiiriilmiis ve bu bitkiler ex vitro kosullara aktarilmistir (90).

Endemik Lilium speciosum Thunb. var. gloriosoides Baker tiiriinde eksplantolarak serada
yetistirilen bitki yapraklar1 3 mg/l 2,4-Dve 0.25 mg/l BA iceren MS besin ortaminda
kiiltire almmustir. Olusan kalluslardan gelisen soganciklar 0.1 mg/l NAA, 170
mg/INaH,PO, ve | g/l aktif karbon igceren MS besin ortaminda koklendirmeye
alinmigtir.Elde edilen bitkilerin %98°i dis kosullara adapte oldugu gézlemlenmistir (91).
Nepal zambag: (Lilium nepalanse D. Don) igin hizli ¢ogaltim protokolii gelistirilmistir.
Eksplant olarak olgunlasmamis soganlardan ¢ift sogan pul yaprakli kullanilmistir ve 20 pM
Zeatin igeren MS ortaminda siirgiinler elde edilmistir. Kdklendirmede ise 2 MS ortaminda

MS ortamina gore daha iyi sonug elde edilmistir (67).

Fritillaria thunbergii’ de yapilan calismada sogan pul yapraklarindan rejenerasyon
calismasindan elde edilen en iyi sonug olarak 1.62 uM NAA ve 4.65 uM Kinetiniceren MS
ortamindan (%13,7) elde edilmistir. Soganlar kiiltiir sonunda 5 °C de bes hafta bekletilip
kompost, vermikulit ve perlit (1:1:1) icerenortama aktarilmistir. 10 mm c¢apindaki
soganlarin %100 oraninda siirgiin verdigi goézlenmistir.Ayrica, rejenerasyon calismasina
baslamadan Once soganlarin 6hafta 10 °C’ de bekletmek rejenerasyonuna olumlu yonde

etkiledigi tespit edilmistir (92).

Galanthus ikariae’nin sogan pul yapraklarindan in vitro adventif sogancik
olusumundayapilan calismada koklendirme ve dis kosullara aktarilmasi arastirilmistir.
Koklendirme igin, soganciklar farkli konsantrasyonlarda sukroz (30, 60 g/l), aktif komiir
(960.2, 0.5 ve 1.0), NAA (0, 0.01, 0.1 ve 0.5 mg/l) igeren tam, 1/2, 1/4, 1/8 degistirilmis
Murashige ve Skoog (DMS) ortamlarinda kiiltiire alinmistirlar. Eksplantlar 23°C de 16/8
saat aydmlik/karanlik fotoperyotdaiklim dolabinda 16 hafta boyu inkiibe edilmistir. En
yiiksek koklenme 0.5 mg/l NAA iceren ortamlarinda goriilmiistiir. D1s kosullara aktarmada
ise 1/8 DMS, 0.5 mg/l NAA, % 0.5 aktif komiir ve 60 g/l sukroz igeren ortam ile 1/2 DMS,
0.5 NAA, % 0.5 aktif komiir ve 30 g/l sukroz igeren ortamlarda koklendirilmis soganciklar
direkt olarak veya 8 hafta 4°C’ de inkiibe edildikten sonra %2 sukroz ve gibberelik asittin
(GA3) degisik dozlarini (10 ve 50 mg/l) iceren DMS ortaminda 4 hafta inkiibe edilip
topraga aktarilmistir. En yiiksek yasam oran1 1/2 DMS, 0.5 NAA, % 0.5 aktif komiir ve 30
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g/l sukroz iceren ortamda koklendirilip direkt topraga aktarilan soganciklarda % 28 olarak

saptanmistir (93).

Sternbergia candida ve S. fischeriana tiirlerinin sogan pul yapraklarinin in vitro hizl
cogaltimi arastirilmistir. S.candida’da en yiiksek sogancik iiretimi 4 mg/l BAP ve 0.50
mg/l KNA iceren besin ortaminda 2 pul yaprakli sogan eksplantlarinda
goriilmiistiir.S.fischeriana’da ise en yiiksek sogancik olusumu (% 76.67 ve 2.59 adet) 2
mg/l BAP ve 0.50 mg/l KNA igeren ortamda ve 2 pul yaprakli eksplantlardan elde
edilmistir. Ayrica S. candida’nin olgunlasmamis zigotik embriyolart 6 mg/l pikloram
iceren besin ortaminda kiiltiire almip 1.5yilsonunda eksplant bagina ortalama 80 adet
sogancik iiretimi goriilmiistiir. Uretilen soganciklar 5 hafta boyu 5°C’ da bekletildikten

sonra topraga aktarilmstir (68).

Gol sogani bitkisinde yapilan in vitro hizli ¢ogaltim ¢alismasinda sogan pul yapraklari ve
olgunlasmamis embriyo eksplantlar1 degisik BAP ve NAA iceren ortamlarda kiiltiire
alinmigtir. 2 ve 4 pul yaprakli sogan eksplantlarinda en fazla sogancik olusumu 1 mg/I
BAP ve 1 mg/l NAA ile 2 mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA iceren MS besin ortaminda sirastyla
6.67 ve 5.83 adet olarak bildirilmistir. Olgunlagsmamis embriyolarda ise 0.5 mg/l BAP ve 4
mg/l NAA igeren MS besin ortaminda en fazla sogancik (2.27 adet olarak) goriilmiistiir.
Elde edilen soganciklar 1 mg/l NAA igeren MS besin ortaminda koklendirilip, dis
kosullara basaril1 olarak aktarilmistir (94).

Sternbergia clusiana’da yapilan c¢aligmada sterilizasyonagamasinda soganlar 70%
ethanol’de 1 dakika, 1 ml 6.5% NaOClI ile 2-3 damla Tween 80 i¢eren 100 ml’lik ¢cozeltide
30 dk karistiricida tutulmustur ve 3 kez saf sudan gecirilmistir. Biiylime diizenleyici olarak
degisik konsantrasyonlarda IBA (0, 1, 5, 10 ve 20 uM) ve BAP (0, 1, 5, 10 ve 20 uM)
kullanmilmistir. Eksplant bagina en yiiksek sogancik sayist 0.73 adet olarak tek pul yaprakl
eksplantlarda 20 uM BA i¢eren MS besin ortamindave 10 uM BA ile 1 uM IBA igeren MS
besin ortami igeren 2 pul yaprakli eksplantlarda elde edilmistir (95).

Ornithogalum virens bitkisindeeksplant olarak sogan pul yapraklarinda kallus olusumu ve
indirekt organogenesizsaptanmistir.Siirgiin olusumu 1 mg/l NAA + 2 mg/l BA igeren
ortamda goriilmistir. Kallus kiiltiiri 2 mg/l 2,4-D igeren MS besin ortaminda elde
edilmistir ve en iyi siirglin rejenerasyonu 2 mg/l NAA ve 0.5 mg/l BA igeren ortamda

bildirilmistir. i¢ine uygunkoklendirmeMSortamindan elde edilmistir.Direkt sogancik
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olusumu 1 mg/l NAA, 2 mg/l BA ve 60 g/l sukroz iceren ortamda sogan pul yapragindan
elde edilmistir.Sogan biiyilikligl ise 2 x MS ortamda ise sogan biiytikligi arttirilmigtir
(96).

Allium porrum bitkisinde yapilan in vitro c¢alismasinda fidelerde siirgiin ucu
eksplantlarindan somatik embriyo olusumu i¢in modifiye edilmis B5 besin ortamlari
arastirilmistir. Somatik embriyo elde etmek igin 2,4-D’nin besin ortamina eklenmesinin
gerektigi bildirilmistir(97). Fritillaria meleagris L.” de yapilan doku kiiltiirii galismasinda
eksplant olarak pul yapragi ve tiim sogancik eksplantlardan in vitro kosullarda adventif
sogancik olusumu gozlenmistir.En yiiksek sogancik olusumu, 1.0 mg/l NAA ve 2.0 mg/l
BA igeren MS ortaminda bildirilmistir (98).

Fritillaria ussuriensis tiiriinde, in vitro ¢alismasindan elde edilen yapraklari karanlikta MS
ortaminda kiiltiire alinmistir ve bir ay icerisinde acik sar1 renkli kallus gelisimi
gozlenmistir. 2 mg/l 2,4-D, 0.5 mg/l BA, 0.5 mg/l Kinetin ve 500 mg/l kazeinhidrolizat
iceren MS ortaminda, kalluslar iizerinde somatik embriyolarin olusumu tespit edilmistir.
Olusan embriyolar 0.5 mg/l Kinetin ve 100 mg/l kazeinhidrolizat bulunduran N6 ortamina
aktarilmistir. Eksplantlar daha sonra 0.1 mg/l NAA iceren MS ortamina aktarilmistir ve 2

hafta igerisinde bitkicik olusumu gozlemlenmistir (99).

Fritillaria taipaiensis bitkisinde doku kiiltiirii calismasinda MS ortamina 1 mg/l NAA +

3mg/l BA kullanilan ortamda %93 oraninda kallus ve sogancik olusumu saptanmigtir
(100).

Fritillaria’ da yapilan bitki doku kiiltiirii ¢alismasinda, eksplant tipi ve yasi, kiiltiir ortami
bilesiminin (degisik oksin, sitokinin ve sukroz kombinasyonlarina sahip MS ortamlari)
mikro ¢ogaltim iizerindeki etkilerini arastirmislardir. Soganlar kuru depolarda +4°C’de 2-4
hafta veya nemli depolarda 10°C’de 4-6 hafta bekletilip sonra sogan pul yapraklar
eksplant olarak in vitro kosullarda sogancik olusumu i¢in kullanilmistir. Bogumlardaki
tomurcuklar veya govde segmentleri pul yapraklarina gore daha iyi sogancik olusumunu
saglamislardir.Kinetinin etkinligi ise BA’e gore daha yiiksek olarak bildirilmistir.Optimum
Kinetin dozu 1-5 mg/l arasinda goériinmiistiir, bu dozlar eksplant tipine gore farklilik
gostermektedir.Geng govde eksplantlarin sogancik olusturma kapasitesi yasl segmentlere
gore daha iyi sonug elde edilmistir.En yiiksek ¢ogalma orani1 gévde segmentlerinden elde
edilmistir (101).
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Geofitlerdeyapilan arastirmada endodormansi, paradormansi ve ekodormansi gibi tiim tip
dormansilere sahip olduklar1 bildirilmistir.Dormansinin baglama ve devaminda absisik
asitin, dormansiyi kirdiginda ise giberellilerin rolii bilinmektedir.Baz1 ¢alismalarda etilenin
benzer roliinii desteklemektedir. Molekiiler diizeyde Geofitlerdeki dormansi mekanizmasi

¢ok az diizeyde bilinmektedir (102).

Ornithogalum ulophyllum Hent.-Mazz. da yapilan in vitro doku kiiltiirii ¢aligmasinda
eksplant olarak iki pul yaprak kullanarak 2 mg /I BAP, 0.5 mg/l NAA and 2 mg /| BAP ,
1mg/l NAA igeren MS besin ortaminda en iyi sonug elde edilmistir.Uretilen soganciklar 1

mg /1 NAA igeren MS ortaminda koklendirilmistir (103).

Galanthus elwesii  Hook.bitkisindeyapilanin  vitro ¢alismasinda eksplant olarak
olgunlagmamis embriyolar kullanilmistir. Yiizey sterilizasyonu igin eksplantlar %80’lik
ticari sodyum hipokloritte 20 dk. bekletilip ve ii¢ kez steril saf su ile durulanmistir. Besin
ortami ise 1-4 mg/l 6- benzilaminopurin (BA) ve 0.5 mg/l a- naftalin asetik asit (NAA)
iceren Murashige-Skoog (MS) ortami kullanilmistir. En yiiksek sogancik olusumu 1 mg/l
BAP + 0.5 mg/l NAA iceren MS ortaminda belirlenmistir, elde edilen sogancik sayisi
eksplant basina 7.7 adet olarak bildirilmistir (74).

Anemone tiirlerinde yaptiklari in vitrogalismasidaanter kiltliri i¢in Nitsch ve Nitsch

ortamina aktif komiir eklendiginde embriyo olusumunun arttigini rapor etmisler (104).

Muscari azureum bitkisinde yapilan in vitromikro ¢ogaltim ¢alismasinda eksplant olarak
olgunlagmamis embriyolar kullanilmigtir. Besin ortami olarak 400 g/l casein + 40 g/l
sucrose + 2 mg/l L-proline, 2 mg/l 2,4-D and 2 g/l gelrite igeren N6 mineral tuzlar ve
vitaminli ortam olarak bildirilmistir. Olusan kalluslar ise farkli konsantrasyonlarda BAP,
KIN, TGB, zeatin, IAA, NAA, 30 g/l sukroz ve 7 g/l agar igeren MS mineral tuzlar ve
vitaminli ortama aktarilmigtirlar. Sogan olusumu eksplantlarin kiiltiire alindiktan 5-6 ay

sonra elde edilmistir (105).

Safran’da yapilan doku kiiltiirii ¢alismasinda korm gelisimi 6 ay kiiltiire alindiktan sonra
2mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA igeren MS ortaminda bildirilmistir. Olusan kormlar ise 5
hafta boyunca 5°C’ de tutulduktan sonra topraga aktarilmistir (106).

Muscari macrocarpum’ de yapilan doku kiiltiirii ¢alismasinda 2 pul yaprakli eksplantlar

farkli konsantrasyonlar igeren 1,2,4 mg/IKinetin ve 0.5, 1, 2 mg/INAA igeren MS
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ortaminda kiiltiire alinmistir. En iyi sonug ise 2 mg /1 kinetin + 0.5 mg I/1 NAA ve 1 mg
1/1 kinetin + 2 mg 1/1 NAA igeren MS ortaminda goriinmiistiir. Eksplantlar basariyla MS
ortaminda koklenmistir (107).Crocus, C. sativus, C. cancellatus, C. michelsonii and C.
caspius tizerinde yapilan Somatik embriyogenesiz ¢alismasinda 4 mg /1 NAA, 4 mg /1 BA
veya 1 mg / L ihtiva eden 2 LS ortamina filiz meristem kiiltiirii kullanilarak mikro
¢ogaltimi1 basarilmistir. Somatik embriyolarin gelismesi i¢in 1mg/1 absisik asit iceren 2

MS ortamina transfer edildigi belirlenmistir (108).

Crocus cancellatus’da yapilan in vitro ¢alismasinda korm olusumu i¢in kullanilan en iyi
ortam % 3 sukroz + 2 mg/1 NAA + 1 mg/1BAP igeren MS ortami olarak bildirilmistir.
Olusan kormlar 1 ay boyunca 4°C'de  bekletildikten sonar  topraga
aktarilmistir(109).Eucomis autumnalis (Mill.) Chitt.,E. comosa (Houtt.) Wehrh., and E.
zambesiaca Bak. lizerinde yapilan doku kiiltiirii caligmasinda 0.0, 4.4, 11.1 ve 22.2 mM
BA + 0.0 ve 5.4 mM NAA igeren MS ortami1 kullanilmistir. Siirglin gelisimi 4.4, 11.1 ve
22.2 mM BA + 0.0 ve 5.4 mM NAA iceren MS ortamda gerceklestirilmistir. Kdklenme
ortami ise 0.0, 2.7, 5.4 ve 10.8 mM NAA iceren MS ortamu olarak bildirilmistir ve % 95,%
98 ve %100 olarak sirayla E. autumnalis, E.comosa ve E. zambesiaca tiirlerinde

gozlenmistir (59).

Crocus sativus L.’ da yapilan doku kiiltiirii galismasinda 2,4-D (0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 v 8 mg
/1) ve BAP (0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 ve 8 mg/1)’1n farkli konsantrasyonlar1 incelenmistir. Tiim
muameleler 24+2°C’ de karanlikta bekletilmistirler. En iyi sonug ise 2.0 mg/1 2,4-D + 1.0
mg/1 BAP igeren ortamda bildirilmistir (110). Safran doku kiiltiirii i¢in protokol gelistirme
caligmalarinda somatik embriyogenesiz igin bes farkli eksplant (tomurcuklarin terminal
veya aksiller,kormlarin iist ve alt kisimlar1 ve kormlarin 2 hafa boyunca 4°C’da
onmuamele goren terminal gozleri kullanilarak, farkli konsantrasyonda TDZ (0, 0.1, 0.25
ve 0.5 mg/l) denenmistir. Sonu¢ olarak somatik embriyogenesiz i¢in TDZ
konsantrasyonlar1 arasinda 6nemli herhangi bir etki gozlenmemistir. TDZ
konsantrasyonlarin arasinda embriyogenesiz i¢in en etkili sonu¢ 0.5 mg/l’de

gozlenmistir.Olgun embriyolar Y2 MS ortamina aktarilmistirlar (111).

Crocus sativus L. bitkisinde yapilan in vitromikro c¢ogaltim c¢alismasinda direkt
organogenesisten elde edilen meristematik bolgeleri kullanarak ti¢ farkli deneme
yapilmustir. 1k denemede bes farkli sterilizasyon yontemi arastirilmustir. Ikinci denemede

steril edilmis meristematik bolgeler 2 MS + farkli dozda BAP ortamina aktarilmistir. Bu
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denemeye gére en iyi sonugc MS+6 mg/l BAP ortaminda gériilmiistiir. Ugiincii denemede
ise elde edilen kormlar IBA ve IAA igeren MS besin ortamina aktarilmistir. En iyi sonug
ise MS+1 mg/l IAA ortamindaelde edilmistir. K6k olusan eksplant basina koklendirme
orani ise (%46.7) ve kok sayis1 (1.5 kok / kok olusan eksplant) 120 giin iginde 2 mg / 1 IBA
iceren MS ortaminda elde edilmistir (112).

Safran (Crocus sativus L.) in vitro doku kiiltiirii arastirmalarinda kallus gelisimi i¢in en iyi
ortam olarak 100 mg/I askorbik asit, 0.25 mg/l 2,4-D, 1 mg/l BAP ve %3 seker iceren MS
besin ortaminin oldugunu goriinmiistiir. Korm ve kokgelisimi i¢in ise 1mg/l IBA igeren
ortam en iyi sonug i¢in bildirilmistir. %64 koklenme ve %33 korm olusumu indirekt

organogenesiste elde edilmistir (113).

Safran (Crocus sativus) doku kiiltiirii i¢in gelistirilen protokoldeapikal tomurcuklari, kiigiik
kormlar ve in vitro’da gelisen tek siirglinlerden c¢oklu siirgiin elde edilmistir. Siirgiinler
(ikili — G¢lii) 3 mg/l BA ve 80 g/l sukroz igeren %2 x MS ortaminda gelistirilmisler ve her
stirgiinden 1.89 korm gelisimi gozlenmistir. Ayrica korm gelisimi i¢in sukrozun Snemli
oldugu ispatlanmigtir. Elde edilen kormlar 12 mg/IBA, 3 mg/lIBA ve 30 g/lsukroz igeren

MS ortaminda apikal ve yan tomurcuklarindan filizlendirilmistir (114).

Crocusvernus’da in vitro microkorm rejenerasyonu igin etkili bir yontem gelistirilmistir.
0.5-1.0 cm uzunlugundadilimlenmis kormpargalari0.5, 1.0, 2.0 ya da 4.0 mg/l 2-ip, BA ve
kinetin +0.5 ve 1.0 mg/INAA igeren SH ortamina kiiltiire alinmigtirlar. Siirgiin olusumu
icin denilmis 3 farkli sitokininden BA’nin en etkilioldugu goriilmiistiir. En fazla siirgiin
olusumu icin BA+ 0.5 mg/l NAA iceren ortamlar uygun olarak tespit edilmistir.Eksplant
basina en yiiksek korm olusumu (6.1 adet) ise 2.0 mg/l BA + 0.5 mg/l NAA + %6.0
(agirlik/hacim) sukroz i¢eren SH ortaminda gézlenmistir (115).

2.2.Molekiiler Analiz Calismalar:

Crocus taksonomisi morfolojik 6zellik ve kromozom sayilarina gore belirlenmis olmasina
ragmen (116), ayirt edici morfolojik ozelliklerinin olmamasindan dolay1 ve sitolojik
verilerdeki heterojenlikten dolayi taksonomisi oldukga karisiktir (117). Crocus speciosus
Bieb.subsp. ilgazensis Mathew, Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus ve Crocus
speciosus Bieb. subsp. xantholaimos Mathew Crocus alt tiirlerine ait morfolojik
caligmalara bakildiginda; (118), yaptig1 caligmada; ikisi endemik olan Crocus speciosus'un

ti¢ alt tiirtine (Crocus speciosus bieb. subsp. speciosus, Crocus speciosus bieb. subsp.
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ilgazensis mathew, Crocus speciosus bieb. subsp. xantholaimos Mathew) ait morfolojik,
anatomik ve ekolojik 6zellikler belirlenmis ayrica bu alt tiirlere ait korm, yaprak, ¢igek,

meyve ve tohumlarinin morfolojik yapilarini fotograf ve ¢izimler ile gostermistir.

Crocus Ancyrensis (Herbert) Maw (Ankara Cigdemi) ile C. speciosus Bieb. subsp.
ilgazensis Mathew’ ne ait baz1 6nemli fenolojik ve morfolojik 6zellikler ve tohum ve korm
¢imlendirilmesi yontemi arastirilmigtir (119). Morfolojik 6zelliklerin gevresel kosullardan
etkilenmesi, incelemeyi yapan arastirictya gore farklilik gosterebilmesi, tanimlama
kullanilan kriterlerin azlig1 gibi nedenlerden dolayr artik taksonomik arastirmalarda kesin
sonug veren DNA temelli molekiilerin kullanilmas1 yaygin hale gelmistir. Diinyada Crocus
tirlerine ait molekiiler c¢aligmalarina bakildiginda; RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA)(32,120), AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism) (121) ve
SSR (Simple Sequence Repeat) (32,33,122) markorlere ait ¢alismalar bulunmaktadir.

2.3. Tiirkiye’ de CrocusTiirlerindeki Molekiiler Markor Calismalar

Crocus taksonlar1 arasindaki genetik cesitlilik {izerine yaptigi ¢alismada; Anadolu’da
yayilig gosteren 19 Crocus taksonunu temsil eden 56 genotipte RAPD ve ISSR markérler
kullanilarak genetik tanimlama yapmistir. Analiz sonucu genotipler arasi genetik benzerlik
oranlarinin % 6-52 arasinda degistigi belirtilen ¢alismada; morfolojik veriler ile molekiiler
markdr verileri arasinda uyum bulunamamaistir.Bu nedenle taksonomik calismalarda DNA’

ya dayali molekiiler markirlarin 6n planda olmasi gerekliligini vurgulamistir (123).

Giineydogu Anadolu’ya ait Crocus antalyensis b.mathew ve bazi alt tiirlerin genetik
cesitliligi arastirllmasina dayanan bagka bir ¢alismada ise 22 adet AFLP markorler
kullanilmis, bireyler arasinda genetik benzerlik oranlari %44-69 arasinda degismistir.
Caligmada Crocus antalyensis b. Mathew genotipleri arasindaki ve alt tiirler arasindaki
genetik cesitliligin yiiksek seviyede oldugu gézlemlenmistir. C. antalyensis’in alt tiirlerinin
akrabas1 olan Crocus flavus haw.subsp. ile genetik olarak farkli oldugu belirtilmistir.

Ayrica Tiirkiye' de C. antalyensi’ in b. Mathew yeni bir alt tiirii tanimlanmistir (124).
2.4 Sitolojik Calismalar

Cekirdekteki DNA miktar1 bitkinin hiicreleri arasinda, hem de ayni tiiriin farkli bireyleri
arasinda degismeden sabit kalmakta ve bu nedenle tiirlere 6zel olmaktadir (36). Tiirler

arasinda ise ¢ekirdek DNA igerigi bakimindan farkliliklar gézlenmekte olup bu nedenle,
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¢ekirdek DNA igerigi bilgisi taksonomik calismalar i¢in son derece Onemli bir yer
tutmaktadir (125).

Flow sitometri yonteminin genom biiylikliikklerini tanimlama ¢alismalarinda Crocus
tirlerinde kesin sonug verdigini agiklamistir. Yapilan bir ¢alismada, triploid Crocus sativus
ve diploid C. cartwrightianus ile C. thomasii genotiplerinde flow sitometri sonucunda, C.
cartwrightianus ile C. thomasii diisiik diizeyde farklilik bulunurken, Crocus sativus ile

diger diploid genotipler arasinda da yine diisiik diizeyde farklilik bulunmustur (126).
2.5 MADS-Box Genleriyle lgili Cahismalar

Cicek gelisiminin molekiiler ve genetik diizenlemesi i¢cin ABC modeli ilk olarak model
organizmalar, Arabidopsis ve Antirrhinum’da gelistirilmis ve bu bitkilerde ¢icek organ
dizilisleri agiklanmaya c¢aligilmistir. Buna gore A, B ve C’nin her biri bir ya da birden fazla
genle iligkilidir. ilk halkay1 olusturan A sepal gelisimini, 2. halkay1 olusturan A ve B petal
olusumunu, 3. halkayr olusturan B ve C stamen olusumunu ve 4. halkay1 olusturan C
karpel olusumunu gostermektedir (46). ABC modeline daha sonra ovul gelisimini ifade
eden D ve tiim ¢icek organlarinin belirtildigi E eklenerek ABCDE modeli olusturulmustur
(47). Arabidopsis ve Antirrhinum’da yapilan bu arastirmalarda gigceklenme baslangici ve
gelisiminin ¢esitli fonksiyonlari olan, transkripsiyon faktorlerini (FLO/LEAFY, HB, MADS
ve YABBY) ve sinyal iletim genlerini (CLAVATAL, CLAVATA3 ve KAPP) igeren pek ¢ok

ailenin bir¢ok geni tarafindan kontrol edildigi gosterilmistir (48).

Stis  bitkilerinde c¢icek Ozelliklerinin  (rengi, c¢igceklenme baslangici ve sonu)
tyilestirilmesinde  klasik 1slah  yOntemlerininyetersizlikleri, bu tiirlerde genetik
modifikasyonlar i¢in molekiiler ¢alismalarin 6n plana ¢ikmasina sebep olusturmaktadir.
ABC modelinde bu amagla kullanilan genlerin basinda ise MADS-box genleri gelmektedir.
MADS-box genleri, ¢igek organlarinin 6zellesmesi, vejetatif biiyiime, ¢igeklenme siireci ve
tohum gelisiminde ©nemli diizenleyici rol oynamaktadirlar (127). Arabidopsis’te
cigeklenme zamanina iliskin genleri de igine alan MADS-box genleri ¢igek promotoru
olarak gorev alabildigi gibi baskilayici olarak da c¢alismaktadir (128). MADS-box
transkripsiyon faktorlerinden ve c¢icek homeotik genlerinden olan APETALAI1 (AP1)
Arabidopsis’te cicek gelisim diizenleyicileri i¢in olduk¢a Onemlidir (129). Bir diger
MADS-box transkripsiyon faktorii olan ve etkisini ¢igek organ yapilari tizerinde gosteren

APETALA2 (AP2)’nin aktivitesinin transkripsiyon sonrasinda baskilanmasinin belirli

31



miRNA’lar tarafindan yapildigr bilinmektedir. MIR172 {izerinde yapilan ve APETALA2
(AP2) transkripsiyon faktoriinii kodlayan calismada bu miRNA’nin ¢i¢cek meristemi, ¢igek
organ yapilar1 ve cigceklenme zamaninin kontroliinde O6nemli bir role sahip oldugu
belirlenmistir (130,131). ilk calistlan MADS-box cDNA geni bir orkide gesidinde
gerceklestirilmigtir (132). Ayrica musir, piring, bugday, zambak gibi bitkilerde MADS-box
genleriyle ilgili bazi arastirmalar yapilmigtir. Crocus sativus L.’da ise ¢igek gelisimden
sorumlu MADS-box genlerinden 3’ii (CsAPla, CsAP1b ve CsAP1c) klonlanmistir(49).

Stis  bitkilerinde ¢igek Ozelliklerinin  (rengi, ¢iceklenme baslangici ve sonu)
iyilestirilmesinde klasik 1slah yoOntemlerinin yetersizlikleri, bu tiirlerde genetik
modifikasyonlar i¢cin  molekiiler c¢alismalarin 6n  plana ¢ikmasmma  sebep
olusturmaktadir ABC modelinde bu amagla kullanilan genlerin basinda ise MADS-box
genleri gelmektedir. MADS-box genleri, ¢igek organlarinin dzellesmesi, vejetatif biiylime,

ciceklenme siireci ve tohum gelisiminde 6nemli diizenleyici rol oynamaktadirlar (127).

[lk calisslan MADS-box CDNA geni bir orkide c¢esidinde gergeklestirilmistir
(132).Arabidopsis’te yapilan ¢alismada ise, ¢igeklenme zamanina iliskin genleri de igine
alan MADS-box genlerinin gicek promotoru olarak gorev alabildigi gibi baskilayici olarak
da calismakta oldugu bildirilmistir (128). Ayrica yine Arabidopsis’te MADS-box
transkripsiyon faktorlerinden ve ¢igek homeotik (MADS-box) genlerinden olan
APETALA1 (API1) genlerinin ¢icek gelisim diizenleyicileri i¢in olduk¢a 6nemli oldugu
aciklanmistir (129). Bir diger MADS-box transkripsiyon faktorii olan ve etkisini ¢igek
organ yapilar1 lzerinde goOsteren APETALA2 (AP2)’nin aktivitesinin transkripsiyon
sonrasinda baskilanmasmin belirli miRNA’lar tarafindan yapildig1 bilinmektedir

(130,131).

Crocus tiirlerine ait MADS-box genleriyle ilgili caligmalara bakildiginda; 2004 yilinda
Crocus sativus L.’da ¢icek gelisimden sorumlu MADS-box genlerinden 3’ii (CsAP1la,
CsAP1b ve CsAPlc) klonlanmistir(49). Sonraki yillarda ise; c¢igek gelisimi ile ilgili
AGAMOUS1 (CsAG1) geni (50), B simifina ait APETALA3 -like (AP3-like) geni (51),
PISTILLATA/GLOBOSA-like (PI/GLO-like) MADS-box genleri (52), safranin yabani ve
mutant formlarinda ise, E-class SEPALLATAS3-like MADS-box genleri (53)klonlanarak
karakterize edilmistir. Ayrica, MADS-box transkripsiyon faktoér proteinlerine ait bazi
c¢DNA’lar klonlanarak karakterize edilmistir (52).
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3. GEREKCE VE AMAC

Crocus tiirleri i¢inde kaybolma tehlikesi yiiksek olan ve giizel ve gosterisli ¢igekleri ile en
onemli tiir olan Crocus speciosus Bieb. tiiriiniin Tiirkiye florasinda bulunanii¢ alt
tiuriCrocus speciosus Bieb. subsp. ilgazensis Mathew, Crocus speciosus Bieb. subsp.
speciosus ve Crocus speciosus Bieb. subsp. xantholaimos Mathewalt tiirlerden Crocus
speciosus Bieb. subsp. ilgazensis Mathew ve C. speciosus Bieb. subsp. xantholaimos
Mathew endemik ve dogada orta vadeli ve yakin gelecekte tehdit altinda olan taksonlar
grubuna giren tiirlerdir. C. speciosus Bieb. subsp. ilgazensis Mathew alt tiirii tehdit altina
girebilir (near threatened) diger alt tiir Crocus speciosus Bieb. subsp. xantholaimos
Mathew ise tehlike altindaki (endangered) grubunda olup, her iki alttiir de Tiirkiye Bitkileri
Kirmizi Kitabinda yer almaktadir (24).

Bu calismanin amaci, Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus,C. speciosus Bieb. subsp.
ilgazensis Mathew ve C. speciosus Bieb. subsp. xantholaimos fiizerinde doku kiiltiirii
caligmalari ile in vitro hizli ¢ogaltim olanaklarinin arastirilmasi, doku kiiltiirleri yolu ile
yiiksek frekansta ve kisa siirede in vitro sogancik iiretiminin gelistirilmesi ve tiirlerin
korunmasina yonelik SSR (Simple Sequence Repeats) markorlerle genetik tanisi, tiirde
yiriitiilecek 1slah ¢alismalarinda kullanilmak {izere genom biiyiikligiiniin flowsitometrik
yontemlerle belirlenmesi ve bazi MADS-box gen bdlgelerinin tiir i¢i homolojilerden

yararlanilarak belirlenmesi amaglanmistir.

Tezin biyoteknoloji alaniakatkisi iseekonomik 6neme sahip ve potansiyeli bulunan bitki
tirlerinin in vitro hizli ¢ogaltimi, morfolojik ve molekiiler karakterizasyonlariin
yapilmasi, tarimsal Ozelliklerine (¢igek tipi vb) yonelik genetik mekanizmalarin agiga
cikarilmast ve 1slah amach kullanilmasinda (melezlemelerdeki uyusma oranlarinin
belirlenmesi vb) genom biiyiikliiklerinin tanimlanmasi ¢esit gelistirilmesi agisindan son
derecede onemlidir. Tez kapsaminda, farkli bolgelerden toplanan C. speciosus Bieb alt tiir
molekiiler olarak DNA seviyesinde tamimlamis, popiilasyonlar arasindaki akrabalik
iliskileri belirlenmistir. Bu tip ¢alismalar dogal kaynaklarin korunmasi ve kayit altina
alinmas1 ve kullanilmast konusunda bir¢ok kolayliklar saglayacaktir. Ayrica tiirlerde
genom biiyiikliiklerinin belirlenmesi ve ¢igek mekanizmasinda yer alan genlerin ifade
analizleri tiirde hem 1slah calismalarmma hem de siis bitkisi Ozelliklerinin artirilmasina

katkilar saglayacaktir. Bu g¢alismanin sonuglar1 ileride gesit gelistirme g¢alismalarina da
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yardimci olacaktir ayrica hem tarimsal hem de genom ¢aligmalar1 agisindan iistiin 6zellikli

cesit gelistirilmesi bakimindan iiriine yonelik bir biyoteknolojik ¢aligmadir.

Son yillarda alinan birgok tedbirler sayesinde dogadan bazi tibbi ve siis bitkileri ile birlikte
Ozellikle cicek soganlariin sokiiliip ticaretinin yapilmasi kontrol altina alinmis olsa dahi,
endemik olan bazi tiirlerin dogal yetisme alanlarinda korunmasi ve ¢ogalmasinin
saglanmasi yaninda bu bitkilerin hizli bir sekilde kiiltiire alinma ve basarilabilirse doku
kiltlirii teknikleriyle hizli ¢ogaltim calismalarinin da yapilmasi gerekmektedir. Calismada
endemik ve tehlike altinda olan Crocus in vitro hizli gogaltim yapilarak genetik materyalin
saklanmast ve tiirlerin kiiltiire alinmas1 ile genetik kaynaklarin korunmasi
amaglanmaktadir. FEle aliman tlirtin genetik kimlikleri SSR markdrler diizeyinde
belirlenerek kayit altina alinarak bu veriler hem tiiriin korunmasinda hemde gesit gelistirme
calismalarinda hibrit bitki tanisinda kullanilabilecektir. Flow sitometri ¢alismalar ile 3
adet Crocus tiirinde belirlenecek genom biiyiikliikleri kromozom sayilarini dolayisiyla
melezleme calismalarinda uyusma/uyusmazlik ortaya ¢ikarirken, diger sitogenetik
calismalara 151k tutacaktir. Tiirlere ait ¢iceklerde genetik modifikasyon ¢alismalarina temel
olusturmak tizere, c¢icek gelisiminden rol oynayan MADS-box gen bdlgelerinin
belirlenmesi ve tiirler arasi ifade analizleri bu genlerin ilerde klonlanmasina ve ¢igek

ozellikleri ile ilgili modifikasyonda kullanilmasinda biiyiik 6neme sahip olacaktir.
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4., MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal
4.1.1.Doku Kiiltiirii icin Bitkisel Materyal Temini

Bu calismada materyal olarak Crocus speciosus Bieb. tiirtiniinCrocus speciosus Bieb.
subsp. ilgazensis Mathew, Cankiri, Crocusspeciosus Bieb. subsp. xantholaimos Mathew
Sinop ve Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus Bartin illerinden Ekim-Kasim veNisan-
Mayis aylarinda alinarak, C.speciosus subsp. ilgazensis, C. speciosus subsp. xantholaimos

ve C.speciosus subsp. speciosus alt tiirlerine ait doku kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilmigtir.

Ay -~ > ‘\ - PR XA A%
Sekil 4.1. Crocus speciosus Bieb. subsp.
alandan goriintii (IPEK. A)

ilgazensis Mathew dogal yayilis gosterdigi

Sekil 4.2. Crocus speciosus Bieb. subsp. xantholaimos Mathew dogal yayilis gosterdigi
alandan goriintii (IPEK. A)
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Sekil 4.4. Bitki materyalinin ayiklanmasi ve siniflandirilmasi (IPEK. A)

4.1.2. Molekiiler Calismalari icin Bitkisel Materyal

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii’'nden saglananC. Speciosus
Bieb. subsp. ilgazensis, C. speciosus Bieb. subsp. speciosus ve C. speciosus Bieb. subsp.
xantholaimos alt tiirlerine ait 6rnekler ayri ayri saksilara ekilerek, 3 yaprakli doneminde
taze cicekler alinarak sivi azot yardimi ile porselen havanlarda ezilmis ve deney

asamalarina kadar -80°C de muhafaza edilmistir.
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4.2. Yontem

4.2.1. Doku Kiiltiirii Denemelerinde Besin Ortamm ve Kiiltiir Kosullar:

Denemelerde temel besin ortami olarak MS ortami (133), (Cizelge 4.1) ve farkli oranlarda
biiylimeyi diizenleyiciler (oksin ve sitokininler), sekerler, vitaminler ve katilastiricilar ilave
edildikten sonra besin ortaminin pH’1 1 N NaOH ya da 1 N HCI kullanilarak 5.7+0.1’ye
ayarlandiktan sonra 1.2 atmosfer basing altinda ve 121°C’de 20dk tutularak
steriledilmistir. Tiim kiiltiirler 21°C ve 15°C’de beyaz floresan 1siginda 10 saat 151k ve 14

saatlik karanlik fotoperiyotta tutulmustur.

Cizelge 4.1. MS ortaminda bulunan maddeler ve konsantrasyonlar(133)

Ortamda bulunan maddeler mg/l
NH;NO3 1650
KNO; 1900
Makro besin CaCl,.2H,0 440
elementleri MgSQO,.7H,0 370
KH,PO, 170
KI 0.83
H3BOs 6.2
MnS0O,.4H,0 22.3
ZnS0,4.7H,0 8.6
Mikro besin Na;Mo00,4.2H,0 0.25
elementleri CuS04.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
FeS0O,.7H,0 27.8
Na,EDTA.2H,0 37.3
Inositol 100
Vitaminler Nicotinic Acid 0.5
Pyridoxine-HCI 0.5
Thiamine-HCI 0.1
Glycine 2
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Cizelge 4.2. Kullanilan biiyiime diizenleyicileri, ¢6ziictileri ve saklama kosullari(134)

Biiyiime Diizenleyicileri Saklama kosullar:
Oksinler ve Sitokininler G Ortict (°C)
Sitokininler
BAP 1 N NaOH +4
Kinetin 1 N NaOH 0
TDZ Etanol +4
Zeatin 1 N NaOH +4
Oksinler
NAA 1 N NaOH +4
2,4-D Su +4
IBA EtOH/IN NaOH 0

4.2.2. Eksplant Se¢imi ve izolasyonu

Denemelerde farkli eksplantlar (kormlar, tohumlar, olgunlasmamis embriyolar)
kullanilmistir. Eksplantlar dogal alanlardan topladiktan sonra Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimiine ait deneme tarlasindantemin edilmistir. Bitki
materyalinin alinmasi sirasinda kullanilacak olan eksplantin fizyolojik déneminin in vitro
kiiltiire uygunluguna dikkat edilmistir. Tarladan sokiilen kormlarindormansisini kirmak

amaciyla 4°C’de 2 ay kadar bekletilmistir.
4.2.3. Eksplant Sterilizasyonu

Yiizey sterilizasyonunda kullanilan dezenfektanin konsantrasyonu ve sterilizasyon siiresi,
eksplantin canliligini ve rejenerasyon kapasitesini onemli derecede etkilemektedir.
Geofitlerindzellikle toprak alti organlari (sogan pul yapraklari, korm, tuber, rizom)

eksplant olarak kullanildigindan, bulagiklik riski ¢cok yiiksektir.
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4.2.3.1.0lgunlasmamis Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu Yontemleri

Olgunlagmamis tohumlarin yiizey sterilizasyonu igin %50’lik H,O, iki farkli siirede

denenmistir.

Olgunlasmamis tohumlar1 iceren meyveler 2dk antibakteriyel sivi sabun veya bulagik
deterjani ile yikandiktan sonra %50’lik H,O, ile 15 ve 30dk siireyle manyetik karistirici
yardimu ile steril kabin icerisinde yiizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra steril saf su

ile 5dk durulanmis ve 30 dk 50 mg/l Askorbik asit ile manyetik karistiricida sterilizasyona

tabi tutulmustur ve 3x5dk steril saf su ile durulanmustir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Olgunlasmamis tohumlarin yiizey sterilizasyonu ve kiiltiire alinmasi

4.2.3.2. Olgunlasmis Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu

Olgun tohumlar igin ise 2dk bulasik deterjani ile yikanip kurutulduktan sonra 15dk%350°1ik
H,0; ile ylizey sterilizasyonuna tabi tutulup, daha sonra 3 kez 5’er dk steril saf su ile

durulanmistir. Ortama aktarildiktan sonraiizerleri aliiminyum folyo ile kapatilmistir ve 3 ay

boyunca 15+1°C’da karanlikta bekletilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Olgun tohumlarin yiizey sterilizasyonu ve kiiltiire alinmasi

4.2.3.3. Korm Sterilizasyon Yontemleri
Korm eksplantlarinin sterilizasyonu i¢in kullanilan yontemler asagida verilmistir.

NaClOQile sterilizasyon: kormlar 1 ay +4°C da bekletilmistir. Alt tiirlerin dig kabuklar
soyulduktan sonra deterjan{Gold hand [%15-30(aniyotik ve koruyucu madde)]}ile 2dk
yikadiktan sonra kurutma kagitinda kurutulmustur. 2dk %96 lik etanolde (50ml) 6n
sterilizasyonu amaciyla daldirilmistir. Kormlar %40-100 NaCIO(ACE) 30, 45 ve 60 dk
siirelerde muamele edilmistir (150 ml). 3x5 dk steril saf suyla durulanmistir. iklim dolab:
sicakligi 151 °C ve 10 saat 151k fotoperiyoda inkiibe edilmistir. 0.5-1cm capinda olan
kormlar 4’e boliinerek ve 0.5 cm ¢apindan daha kiiglik olan kormlar tam olarak, her petride

10 eksplant olarak yerlestirilmistir.

Sicak su uygulamasi: Kormlar 42.5°C ve 45°C sicakliktaki suda 10dk bekletilmistir ve

kiltiire alinmistir.

Fungusit uygulamasi: Her 3 alt tiirden 50ser adet korm alinmistir. Eksplantlarin dig
kabuklar soyulduktan sonra 25 adet korm kuru sekilde fungusit (Can kaptan 50WP) ile
karigtirllmigtir, ve 25 adet korm islatilarak fungusit ile karistirilmigtir ve kurutma kagit
tizerinde kuru ve 1slak seklinde ayr1 ayr1 2 ve 3 giin bekletilmistir. 2.gilin ve 3.glin sonunda
steril kabin iginde %50 H,O, + 100 pl Twin 20 ile 30dk sterili edildikten sonra, 3x5dk
steril saf suyu ile eksplantlar durulanmistir. Eksplantlar Y4 seklindekiiltiire alinmistir.
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H,0, + Twin 20 uygulamasi: “4Kormlar %50 H,0, + 100ul Twin 20 ile 30 dk manyetik
karistiricidasteril edilip, 30dk askorbik asit *de 30dk bekletilmistir ve 3x5dk durulanmis ve

kiiltiire alinmustir.

H,0,+ NaClOuygulanmasi: Kormlarin kabuklar1 soyulduktan sonra 2dk bulasik deterjani
ile yikanmistirlar ve steril kabin igerisinde manyetik karistirict yardim ile 2dk %96’lik
etanolle muamele edilmistir. 5dk steril saf suyu ile galkalandiktan sonra 15 dk H,0, ile
steril edilip20 dk %90’lik NaClOile steril edilmistir. Daha sonra, 3x5 kere steril saf suyu

ile durulanmistir ve kiiltiire alinmustir.

Farkh konsantrasyonlardaH;O; uygulamasi: Cicek toprag: sterilizasyonu (2.5 saat 160
°C da)yapilmistir.Bir ay boyunca +4°C’ da bekletilen kormlar temizlenmistir ve kormlar
20dk Sunlight cif deterjani ile yikadiktan sonra kurutulmustur.Bu kormlarin steriltopraga
aktarilmistir ve +4°C da 15 giin bekletilmistir. Kormlar 60 giinden sonra digkabuklari
soyulmustur. 2dk bulasik deterjani ile yikanmistir. Steril kabin igerisinde manyetik
karistirict yardimi ile 2dk %99.5 etil alkole tabi tutulmustur.30dk siiresi ile %60, %70 ve
%8011k H,O;, ile steril edilmistir. 3x5 kere steril saf su ile durulanmustir (Sekil 4.7).

b Iw;-

Sekil 4.7. Kormlarin sterilizasyonu ve besin ortamina aktarilmasi

4.2.3.4. YaprakSterilizasyonu Yontemleri

Yaprak eksplantlari%50 H,Ookullanarak 15dk steril edip, 3x5 kere steril saf su ile
durulanmustir(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Yaprak eksplantlarinin sterilizasyonu ve besin ortamina alinmasi

4.3.3. Eksplantlarin Kiiltiire Alinmasi

Cigeklenme doneminde dogal florasindan toplanarak laboratuvara getirilen meyveler ile
tarla veya serada yetistirilen bitkinin ¢i¢eklendigi donemden hemen sonra, kirmizi renkte
ve orta irilikte tohumlar igeren meyveler (tozlasmadan yaklasik 18-20 giin sonra) hasat
edilerek yiizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra kiiltiire alinmistir. Yiizey
sterilizasyona tabi tutulan meyvelerden olgunlasmamis embriyolar iizerinde arastirma
yapmak i¢in tohumlarmm ¢ok kiiciik oldugu i¢in ayrica siit asamasinda embriyo ve
endosperm karigik olduklari i¢in izole edilmeden tohum seklinde kullanilmistir (Sekil 4.9).
Farkli oranlardaki biiyiime diizenleyici iceren MS ortaminda 10 saat aydinlik ve 14 saat
karanlik fotoperiyotta kiiltiire alinmistirlar. Her petri kutusuna 10 adet zarar gérmemis
tohum kiiltiire alinmistir. Eksplantlar 4 haftada bir ayn1 ortamda alt kiiltiire alinarak
gelisimleri gozlenmistir. Eksplantlar 2 ay sonra farkli besin ortamlarina aktarilarak
+4°C’de yaklasik 4 ay dormansinin kirilmasi i¢in bekletilmigtir. Daha sonra 16°C’a
cikarilarak korm gelisimleri gozlenmistir. Olgunlasmamis ve olgun tohumlarin kiiltiiri igin
temel besin ortami olarak, MS besin ortami, %2—6 oraninda sukroz ve %0.6’lik agar

kullanilmistir.
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Sekil 4.9. Olgunlagmamis tohumlarin mikroskop altindaki goriintiisii

Kormlar isegaplarina gore gruplandirilmis ve gévde c¢apr 0.5-1.0 cm olan kormlar 4’e
boliinerekkiiltiire alinmistir.Korm olusumunu tesvik etmek i¢in MS besin ortamina 2,4-D,

casein hydrolysate ve mannitol gibi kimyasallar da ilave edilmistir.

4.3.4. Korm eksplantlarinda fenolik bilesikler ile ilgi calismalar

Fenolik bilesiklerin etkisini azaltmak i¢in STS ve aktif komiir iceren ortamlar hazirlanip,

eksplantlar ylizey sterilizasyondan sonra bu ortamlara aktarilmistir.

4.3.5. Eksplantlarin Kiiltiire Alinmasi

Korm eksplantlar1 yiizey sterilizasyonundan sonra steril kabin igerisinde biiytikliiklerine
gore ayrilip,’s veya tam olarak kullanilmistir. Tohum eksplantlar1 ise c¢iceklenme
doneminde dogal florasindan toplanarak laboratuvara getirilen meyveler ile tarla veya
serada yetistirilen bitkinin ¢igeklendigi donemden hemen sonra, kirmizi renkte ve orta
irilikte tohumlar igeren meyveler (tozlasmadan yaklasik 18-20 giin sonra) hasat edilerek
yiizey sterilizasyonuna tabi tutulduktan sonra kiiltiire alinmistir. Olgunlagsmamis ve olgun
tohumlarin kiiltiirii i¢in temel besin ortami olarak, MS besin ortami, %2—6 oraninda sukroz

ve %0.6’lik agar kullanilmistir.
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Korm olusumunu tesvik etmek i¢cin MS besin ortamina 2,4-D ve casein hydrolysate gibi

kimyasallar da ilave edilmistir.
5.3.6. In vitro’da Uretilen Kormlarin Olgunlastirilmasi ve Dis Sartlara Ahstiriimasi

Elde edilen kormlar, 30g/l sukroz + MS + 1.0mg/l IBA + 6.5¢/l agarigeren besin ortaminda
koklendirilecektir. Her magentaya 5 adet korm, olgunlagsmamis tohum veya olgun tohum
yerlestirilecektir. Burada koklenen siirgiinler daha sonra iklim odasinda farkli oranlarda
kompost, vermikulit ve perlit karisimi igeren kiiclik saksilara alinacaktir. Ancak, topraga
aktarilmadan once soganciklar 4°C’de 4-6 hafta on {isiitmeye tabi tutulacaktir. Daha sonra,
birkag giin yliksek nemde (% 90) tutularak bitkiciklerin hem sartlara uyumu hem de kok
sisteminin gelismesi beklenecektir. Daha sonra, nem orani kademeli olarak azaltilacak
iklim dolaplarinda yiiksek nem oraninda ve uygun sicakliklarda dis sartlara alistirilacak,

sera ve tarlaya dikilecektir.
4.3.6. Istatistiksel Degerlendirmeler

Laboratuvar denemeleri tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Doku
kiiltiirii galigmalarinda genel olarak, her muamele igerisinde 10 eksplantin bulundugu 3 ya
da 4 tekerriirlii 10x10 cm’lik petri kutularindan, olusmustur. Elde edilen verilere (135)
tarafindan bildirildigi sekilde varyans analizi ve Duncan testi uygulanmistir. Yiizde
degerler istatistiki analizden Once a¢1 degerlerine doniistiirtilerek (136) ve tiim istatistiki

analizler, “SPSS for Windows” bilgisayar programinda yapilmistir.
4.3.7. SSR Analizleri
4.3.7.1. DNA lzolasyonu

Alt tiirlere ait DNA izolasyonu icin, “DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)’kullanilmistir.
Izolasyon sonrasinda elde edilen DNA’larin safligi ve konsantrasyonu Nanodrop
spektrofotometre (ND-1000) ile belirlenmis ve DNA’ lar %]1°lik agaroz jelde de gorsel

olarak kontrol edilmistir. izole edilen DNA’lar SSR ve dizi analizleri i¢in kullanilmistr.
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4.3.7.2. SSR Reaksiyonlari

4.3.7.2.1. SSR Allel Bolgelerinin PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile Cogaltilmasi

PCR ile SSR bolgelerinin ¢ogaltilmasi; 15-200 ng DNA, 5 pmol ileri (forward) primer, 5
pmol floresan isaretlemis ters (revers) primer, 0.5 mM toplam dNTP, 0.5 iinite Go Taq
DNA Polymerase (Promega, Madison, WI) (1,5 mM MgCl; igermekte), 3 ul buffer (5X
Buffer) olmak iizere 10 ul PCR karisimi ile gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonu igin

kullanilan PCR programi ise:
e 94°C’ de3 dk,
e 94°C’deldk
e 48-66 °C’de 1 dk (Primerin optimize edilen baglanma sicakligina gore)
e 72°C’de2dk
e 72°C’ de 10 dk (2-4. basamaklar 34 tekrar olmak iizere toplam 35 dongii)

PCR sonras1 SSR lokuslarina ait PCR iirlinleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde kontrol
edildikten sonra, amplifikasyonu gerceklesmis orneklerde kapilleri elektroforez asamasi

gerceklestirilmistir.

4.3.7.2.2. SSR lokuslarina ait primerler

SSR reaksiyonlarinda, ABRII/Cs 8, ABRII/Cs 20, CSMIC25, CSMIC36, CsatAP1/FULDb
ve CastAP3b olmak {izere toplam 6 SSR primerinin amplifikasyonlarinda 1yi sonug¢ alinmis
bu nedenle kapiller elektroforezde 3 alt tiire ait allel profillerinin belirlenmesinde bu
primerler kullanilmistir.Bu SSR primerlerine ait her ileri (forward) primer D4 (mavi), D3

(yesil) ve D2 (siyah) renklerde floresan isaretlenmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. PCR reaksiyonlarinda kullanilan SSR primerlerine ait bilgiler

Primerler Ileri dizisi (5°.....3") Geri dizisi (5°.....37) Uzunlugu (bg)
ABRII/Cs 8 f: gtgtaatgaatgggatatatggc r: ccttccaactgtgaaataattcc 150-205
ABRII/Cs 20 f: caatctttacatagtgaggc r: gtattctggtcagttcagtg 200-250
CSMIC25 f: gtctccttcgetatetecttga r: accttcaagaagatcagcaat 134
CSMIC36 f: gctagcagaatcacatgatcca r: agtgcattcatctcacctctca 292
CsatAP1/FULb | f: gcacaccacaatccaaatctctggt r: ttcgagaaggtgacctggeggttga 173

CastAP3b f: tctetttatattcccactccactce r: cagaggacggtgagctccttgge 209

4.3.7.2.3. PCR Uriinlerinin Kapiller Elektroforezi

Amplifikasyonu gergeklesen SSR lokuslarina ait PCR firiinleri isaretlemede kullanilan
floresan boyalar (Proligo, Wellred, Fransa) esas alinarak uygun oranlarda (20ul) SLS
(Sample Loading Solution) ile seyreltildikten sonra {izerlerine, Genomelab DNA Size
Standard Kit-400 (0. 4pl) eklenmistir. Orneklere ait karigimlar CEQ™ 8800 Genetik
Analiz Sistemi’nde elektroforez edilmistir. SSR lokuslarina ait pik biiytikliikleri sisteme ait
fragment analizi yazilimlari ile belirlenerek, her bir lokusa ait pikler; tipleri ve renkleri goz
Oniline alinarak heterozigot ve homozigot olarak goriintiilenmistir ve arastirmada her bir

reaksiyon 3 kez kosturulmustur.
4.3.7.2.4. Allel Verilerine Ait Genetik Analizler ve Genetik Parametreler

Arastirmada, genetik parametreler olarak; allel sayis1 (n), allel frekansi, beklenen (He) ve
gozlenen heterozigotluk (Ho), tahmin edilen sessiz allel (null) frekansi (r) ve tespit olasilig
(P1) degerleri belirlenmistir. Beklenen heterozigotluk 1-Ep;? seklinde hesaplanarak genetik
farklilik O6l¢timii yapilmis, buradaki p; degeri, calisilan oOrnekteki “‘i>> ninci allelin
frekansin1 gostermektedir (137). Gozlenen heterozigotluk ise, heterozigot genotiplerle
analiz edilen toplam genotip arasindaki orandir. Null allel varliginin tahmini, (He-Ho)/(1+
He) seklinde hesaplanmistir (Brookfield, 1996). Tespit olasiligr (PI) iki rastgele se¢ilmis
bireylerin aym SSR profile sahip olma olasiligini ifade etmektedir (138) ve deger, Zp;* + =
2(2pipj)2 seklinde hesaplanmis olup, buradaki p; ve pj, sirasiyla “i” ve “” allellerinin
frekansin1 gostermektedir. Sonraki basamak olarak ise, genotipler aras1 benzerlik indeksleri
belirlenerek, genetik iliski dendogrami olusturulmasi olmustur. Incelenen parametrelere

gore SSR analizlerinde kullanilan programlar ise su sekilde siralanabilir:
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Her lokusa ait allel sayist, allel frekansi, beklenen ve gozlenen heterozigotluk orani, sessiz
(null) allel frekansi ve tespit olasiligi (PI, Probability of Identity) IDENTITY 1.0
(139)programu ile, benzerlik orani indeksi: microsat (140) programi ile, dendogram ise
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic means) kullanilarak NTSYS
(versiyon 2.02g, Exeter Software, Setauket, NY) programi (141) ile belirlenmistir.

4.3.8. Sitolojik Analizler

Crocus speciosus Bieb.tiirliniin segilen 3 alt tiiriinde, hiicre ¢ekirdegindeki DNA igerigini

analiz etmek i¢in flow sitometri analizleri gergeklestirilmistir.

4.3.9. Dizi Analizleri

Her bir safran genine (Cizelge 4.4.) ve li¢ genin homoloji gosterdigi bolgelere yonelik
(Sekil 4.10.) degisik primer kombinasyonlar1 olusturularak PCR’ da ¢ogaltilmis (Cizelge
4.5.), bu primerlerden CSMBF (Crocus 300F; 5’-GCTGAAGCGGATCGAGAACAC-3’)
ve CSMBR (CR-1R-AY337928; 5’-GGAGTATTCGGACAGCTTGC-3’) olarak
adlandirilan ve ii¢ alt tiirde homoloji gosteren bolgelere baglanan primer ¢iftinden basarili
sonuclar alinmistir. Calismada daha sonraki asamalarinda 3 alt tiirde yiiriitiilen dizileme

calismalarinda bu primer ¢ifti (CSMBF/CSMBR) kullanilmistir.

Cizelge 4.4. Safran MADS-Box (CsAP1la, CsAP1b ve CsAP1) genlerine ait bilgiler

No MADS-Box geni | Uzunluk (b¢) | Gen bank accession number
1 CsAPla 1281 AY 337928
2 CsAP1b 1164 AY337929
3 CsAP1c 1257 AY337930
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qi133355660 | gb |AY33792.
91133391152 1gb |RY337929.
gi 133355664 | gb |AY337930.

91133355660 gb|AY337928.
911333911521 gb|AY337929.
91133355664 gb|AY337930.

01133355660 | gb | 2Y337928.
91133391152 | gb | 2Y337929.
91133355664 | gb | 2Y337930.

gi133355660|gb |AY337928.
gi133391152|gb |AY337929.
gi 133355664 |gb |AY337930.

41133355660 | gb | 2Y337928.
41133391152 |gb | 2Y337929.
01133355664 | gb | 2Y337930.

gi133355660 b |AY337923.
gi133391152 | gb |AY337929.
91133355664 1gb [RY337930.

gi 133355660 |gb |AY337928
4133391152 |gb |AY337929
gi133355664 | gb |AY337930

11
11
1]

1
1
1

1]
1]
1]

1]
1]
1]

1]
1]
1]

1]
11
11

1
.1
.1

TCCCATAATATCTGGAGAGAGAGACGAAGATTAATTACTTCCTTACTGCR 148

%

Ileri primer bélgesi
CACAGCGAATCCATCCAGATATGGGCAGAGGACGAGTCCAGCTGRAGCGG (198
GRAGAGAGAGATCAGTCAGATATGGGTAGGGGACGAGTGGAGCTGRAGCGS (136
TTGGGCGA-TTCGATCG---ATGGGRAGGGGTAGGGTACAGCTCARGCGS (134

* kF * * tEkE% £% £%F & *%  kEEE EEAEESL

IATCGAGAACACIGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCCRAGCGCCGCGCCGG 248
IATCGAGAACACIGATCAACCGCCAGGTCACCTTCTCGRAAGCGCCGCGGECGG 186
IATCGAGAACACICATAAACCGACAGGTCACCTTCTCGAAGCGCCGIGGECGG 154

TEEXETERFLTFE FF FEEAEL FEXEEAELTEELEELET FEILEAEE K 4% %

C GCCRACGAGATATCCGTACTGTGCGACGCGGAGGTCG 298
CTCAAGRAAGCCRACGAGATATCCGTACTGTGCGACGCCGATGTCG 236
C GCCAARC
* TEE *

ol
T2 2 Ol
3
o O O

DAACGAGATATCGGTGCTGTGTGATGTCGACGTGE 234

% ¥t %

=

bbb S A & A S
Ters primer bélgesi

CTCTCATCATTTTCTCCACCAAGGGCAAGCTGTCCGRATACTCCACCGAC 348

CTATCATCATCTTCTCCACCAAGGGCAAGCTCTCCGRATACTCTRACTGAC 286

CACTCATCATCTTCTCCACCARGGGARAGCTCTCCGAGTACTCCACCGAT 284
% REERERE KAFFTARAREEEAE KAREX KFREF KRAFT KF kA

GCCAGAATGGAARGCATTCTTGAGCGCTACGACCGATATTCCTCTGCTGA 398
GCCAGRAATGGARAGCATT CTTGAACGCTACGATCGATATTCCTGTGCTGE 336
GC
i

GCGAGAATGGAAACTATT CTTGAACGCTACGAGCGATATTCCTTTGCTGA 334
kh KERAKRRAEF  ARKAEERE FRAAKAAE FRARRAALEL AFFAR

CG cC
CG cC

=+

GAGGGCGATCGT GGCCCCTGATCCTGACTCACAGGAAAGCT GGCGAGATG 448
GAGAGACATCGTGGCACCTGACCCTGACT CACRAAGARAGCT GGAGAGATG 386

GAGCGCGATTGCAGTACCAGAGGCTGAAT CACAGGGAAGCTGGCTTAATG 384
k% & A% & & K% k% KERk REFEE * REEREER FEE

Sekil 4.10. Safranda bazi MADS-Box genlerinin (CsAPla, CsAP1lb ve CsAP1) dizi
cakismalar1 (Multiple sequence alignment) ve calismada kullanilan ileri CSMBF (Crocus
300F; 5’-GCTGAAGCGGATCGAGAACAC-3") ve geri CSMBR (CR-1R -AY337928,;

5’-GGAGTATTCGGACAGCTTGC-3’) primer bolgeleri

Cizelge 4.5. Safran MADS-Box gen bolgelerine yonelik kullanilan primerler

Primer ada Genlere yonelik primer dizileri (5°...3°)
CR-1F-AY337928 | tccagatatgggcagaggac

CR-1R - ggagtattcggacagcttgc™***

AY337928

CR-2F -AY 337928 | tggtctatcgcgaatttcaa

CR-2R- gcgtccatacatgaccttgg

AY337928

CR-1F -AY 337929 | actgacgccagaatggaaag

CR-1R- tctttggcactcagcatgtc
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AY337929

CR-2F -AY 337929 | cctcggatattccagcaaaa

CR-2R- atagggcgggaaaagagaga

AY337929

CR-1F- AY337930 | gactgctgaagaaggccaac

CR-1R- taagccagcttccctgtgat

AY337930

CR-2F -AY 337930 | gtgcaacgatctctggttt

CR-2R- aagtcagcttccagccaaaa

AY337930

Primer ad1 Genlerin homoloji gosterdigi bolgelere yonelik primer
dizileri(5’..3%)

Crocus128F cgaccgatattcctctgctg

Crocus 128R atgagatgcctctgactcgt

Crocus 300F gctgaagcggatcgagaacac***

Crocus 300R agcttagctttgagcctacca

Primer ad1 MADS-box gen bolgesine yonelik dejenere primer dizisi

MAD150D-F atcsagatmaaragrathgaraa

MADS150D-R catcttgccagwrytagmraarat

***QGri isaretli iki primerden basarili sonuglar alinmastir.

4.3.9.1. CSMBF/CSMBRPrimerleri ile Cigdem APlGen Bolgesinin PCR’da

Cogaltilmasi

3 safran geninin  homoloji gosterdigi bolgeden dizayn edilen (CSMBF: 5’-
GCTGAAGCGGATCGAGAACAC-3’ ve CSMBR: 5’-GGAGTATTCGGACAGCTTGC-
3’) primerlerle ¢igdemde 154 b¢ bdlgenin ¢ogaltilmasi igin PCR kosullar1 asagidaki gibi

dizayn edilmistir.
e 95°C’de3 dk
e 94°C’de 1 dk
e 60-65°C’de 1 dk arasinda tutulmustur.

e 72°C’de 1-3dk

e 72 °C’de 10 dk olarak toplam 35 dongii yapilmustir.
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4.3.9.2. PCR Uriinlerinin Jelde Goriintiilenmesi

Elde edilen PCR iiriinleri, %1,5 agaroz jel kullanilarak 100V’da yaklasik 1 saat

kosturularak, jeldeki bantlar goriintiileme sistemi yardimiyla goriintiilenmistir.

4.3.9.3. PCR Uriinlerinin Piirifikasyonu

Jel pirifikasyonu i¢in Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) Kiti

kullanilmigtir.Protokol asagida belirtildigi sekilde uygulanmistir.

10.

11.

25 pl PCR iiriinii %2’lik agaroz jelde 60-90 dk siireyle yiiriitiilmiistiir.
UV 1s1n1 altinda istenilen bolge kesilip, agirliklar dl¢iilmiistiir.

Uzerlerine 1,1 oraninda (agirlik: hacim) Membran Binding Soliisyonu eklenir ve 65

°C ‘de eritilmistir.
Klonlar temiz tiipe takilir ve lizerlerine 6rnekler yiiklenip 1 dk bekletilmistir.
14000 rpm’de, oda sicakliginda 1 dk. santrifiij yapilmstir.

Alt sollisyon uzaklagtirilir ve kolonlara 700 ul Membran Wash Sollisyonu

eklenmistir.

14000 rpm’de, oda sicakliginda 1 dk. santrifiij yapilir ve alt soliisyon

uzaklastirilmastir.

Membran Wash Soliisyonundan 500 pl eklenir ve 14000 rpm’de, oda sicakliginda 5
dk. santriflij yapilmustir.

Kolonlar temiz tiiplere takilir ve membrana degmeyecek sekilde kolonun ortasina

25 pul Nuclease Free su eklenip, 1 dk bekletilmistir.
14000 rpm’de, oda sicakliginda 1 dk. santrifiij yapilmistir.

Elde edilen cDNA’larin miktar ve safligi Nanodrop Spektrofotometrede (ND-1000)

Olclilmiistiir.
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Istenilen miktar ve safliga sahip piirifiye PCR’larin eldesinden sonra dizi analizi

reaksiyonlarina gecilmistir.

4.3.9.4. Gen bolgelerin dizi analizi

Dizi analizinde Dye Terminator Cycle Sequencing Kit, (Beckman Coulter) kullanilarak
Beckman CEQ 8800 Dizi analizi cihazi ile yapilmistir. Dizi Analizi PCR protokolii
asagidaki sekildedir (Cizelge 4.6);

Cizelge 4.6. Dizi Analizi PCR protokolii

Plasmid 5 ul (100-300 ng)
Sekans primeri (1.6 pmol/uL) 2.0 ul

**Sekans Premixi 11 ul

ddH20 2 ul

Toplam 20.0 ul

**Premix (Dye Terminator Cycle Sequencing Kit)

Sekans i¢in PCR programai ise; 96°C’ de 3dk, 96°C’de 20 sn, 55°C ‘de 20 sn ve 60°C’de 4

dk olmak iizere toplam 34 dongii olacak sekilde uygulanmustir.

4.3.9.5. Sekans iiriinlerinin temizlenmesi

Sekans triinleri Agencourt Clean CEQ (Beckman Coulter) kit ile temizlenmistir.

Temizleme protokolii asagidaki gibidir;
e PCR’dan alian 6rnekler 1500 rpm’de 2dk santrifiij edilmistir.
e Seal agildiktan sonra 20pul Agencourt Clean CEQ eklenmistir.
o %85’lik etanolden 62ul eklenip ve 7—8 kez pipetaj yapilmustir.
e SPRI plate ilizerinde 10 dk iizerine bastirilarak beklenmistir.
e SPRI plate ilizerinde alkol uzaklastirilmistir.

e 100ul %85’lik alkolden eklenir. Bu kez 3 dk SPRI plate iizerinde, lizeri bastirilarak

beklenilmistir.

e SPRI plate iizerinde alkol uzaklastirilmistir.
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e AB Gene Plate SPRI plate iizerinden alinmis ve ters ¢evrilerek 10 dk. oda

kosullarinda kurutma gerceklestirilmistir.
e 40ul Sample Loading Solution (SLS-Beckman Coulter) eklenmistir.

e Kuyularin i¢i iyice temizlenene dek pipetaj yapilarak, Ornegin ¢ozlinmesi

saglanmustir.
e (oziinen ornekler AB Gene Plate’ ten Beckman sample plate’ e aktarilmistir.

e Dizi analizi islemi Beckman CEQ 8800 Otomatik Dizi Analizi sisteminde

gerceklestirilmistir.

Dizi analizi sonucu eclde edilen APl dizileri gen bankasindaki CsAPla (1281 bp,
GenBank accession number AY337928), CsAP1b (1164 bp, GenBank accession number
AY337929) and CsAP1c (1257 bp, GenBank accession number AY337930) safran AP1
homolog  genleriyle @~ BLAST  diizeyinde  karsilagtirtlmistir  (www.nchi.nlm.
nih.gov/BLAST).

4.3.10. Real Time PCR Analizleri

4.3.10.1. RNA izolasyonu

Nucleospin RNA plant kit (Macherey Nagel-740949) kullanilmis olup, firmanin direktifleri
dogrultusunda her alt tiire ait 3’ er bitkiden RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde
edilen RNA’larin safligt ve miktar1 Nanodrop spektrofotometre  (ND-1000) ile
belirlenmistir. Ayrica RNA’lar %1°lik agaroz jelde de gorsel olarak kontrol edilmistir.

4.3.10.2. Total RNA’dan ¢cDNA Sentezi

Real Time PCR’m ilk asamasi olarak, drneklere ait cDNA sentezi yapilmistir. cDNA
sentezi i¢in First Strand cDNA Sentez kiti (Roche, Cat no: 04897030001) kullanilmustir.

RNA-Primer karisiminin hazirlanmasi asagida verildigi sekilde gerceklestirilmistir
(Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. RNA-Primer karigiminin hazirlanmasi

Icerik Hacim
RNA (2000ng) Degisken
Oligo (dt) Primer (50pmol/pl) 0.5 pl
Su (PCR grade) Degisken
Toplam 6.5 ul

Karisim, 65°C’de 10 dk denatiire edilip hemen buza alinmis, asagida verildigi sekilde
hazirlanan Revers Transkripsiyon karisimi eklenerek, belirtilen reaksiyon kosullarinda

revers transkripsiyon islemi gergeklestirilmistir.

Revers  transkripsiyon  karigtiminin  hazirlanmasi  asagida  verildigi  sekilde

gerceklestirilmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Revers transkripsiyon karigimimnin hazirlanmasi

Icerik Hacim | Reaksiyon
Kosullar1

Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction buffer (5X) | 2 ul

RNase Inhibitor (40 iinite/ul) 0.25ul | 65°C 10 dk

DNTP mix (10 mM) 1ul 55 °C 30 dk

Transcriptor Reverse Transcriptase Enzimi (20 iinite/ul) | 0.25 ul | 85°C 5 dk

Toplam 3.5 ul

cDNA sentezi sonrasi Nanodrop ND—1000 spektrofotometre ile elde edilen cDNA miktar1
Olgiilerek miktar tayini yapilmistir. Sentezlenen cDNA’lar Real-Time PCR reaksiyonuna
kadar -20°C’ de saklanmustir.

4.3.10.3. Real Time PCR Primerlerinin Olusturulmasi

Ug safran geninin homolog bolgelerini cogaltan CSMBF (5°-
GCTGAAGCGGATCGAGAACAC-3’) ve CSMBR (5-
GGAGTATTCGGACAGCTTGC-3") primerleri ile dizilenen 154 bg¢ bolgeden, Crocus
speciosus Bieb. subsp. ilgazensis alt tiirline ait 116 bg bolge asagida verildigi sekilde Real

time PCR primerlerinin olusturulmasinda kullanilmistir.
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1-
GTCACCTTCTCGAAAGCGCGCETGCCGGGACT CCTCAAGAAAGCCAACGAGATATCCG

B e

CSMBF-gRT: CCTCAAGAAAGCCAACGAGA (ileri primer)

61-
TACTGTGCGATGCGGAGGTCGCTCTCATCATCTTCT CCACCAAGGGCAAGCTGTCC
S e e e e e e e e e e
CSMBR-gRT: CCTTGGTGGAGAAGATGATGA (Geri primer)
Sekil 4.11. Crocus speciosus Bieb. subsp.ilgazensis alt tiiriine ait 116 bg bolge.

Real Time PCR primerleri (CSMBF-qRT: CCTCAAGAAAGCCAACGAGA,CSMBR-
gRT: CCTTGGTGGAGAAGATGATGA)116b¢ lik bolgenin  yaklasik 71  bg
uzunlugundaki bolgesinden olusturulmus ve 3 alt tirde AP1 genin ifade analizlerinde
kullanilmistir. Bu analizlerde internal kontrol gen olarak cigdem house keeping geni
kullanilmis ve Roche LightCycler® 480 Real-Time PCR system yazilimlarina (software)
gore Real-Time PCR reaksiyonlari gergeklestirilmistir.

4.3.10.4. Real Time PCR Reaksiyonlari

3 alt tiir i¢cin sentezlenen cDNA’ lar kullanilarak SYBR Green I (Roche) Master Kit
kullanilarak Roche Light Cycler-LC 480 aletinde gergeklestirilmistir. Hedef genlerin
ifadesi i¢in her alt tiirde CSMBF-qRT: CCTCAAGAAAGCCAACGAGA, CSMBR-QRT:
CCTTGGTGGAGAAGATGATGA primerleri, housekeeping gen (Bir organizmadaki her
hiicre i¢in her zaman sabit diizeylerde ifadesi olan gen) i¢in ise; Crocus f-aktin geninin F:
5’-CCGGTGTCATGGTTGGTAT-3’, R: 5’-GCAGGCACATTGAAGGTCT-3’ primerleri
kullanilarak optimizasyon caligmalari ve gen ifadesi reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir

(Cizelge 4.9. ve Cizelge 4.10.).

Cizelge 4.9. Crocus B-aktin i¢cin Real Time PCR optimizasyon kosullari (TM 60 0C)

cDNA (2000 ng) 1 ul
Ileri primer (10 pmol) 0,8 pl
Geri primer (10 pmol) 0,8 ul
SYBR Green Sul
Niikleaz free su 2,4 ul
Toplam hacim 10 pl
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Cizelge 4.10. Cigdem AP1 i¢in Real Time PCR optimizasyon kosullart (TM 60 °C)
cDNA (2000 ng) 1 ul
CSMBF-qRT (ileri primer) (10 pmol) 1 ul
CSMBR-gRT (Geri primer) (10 pmol) 1l

SYBR Green Sul
Niikleaz free su 2 ul
Toplam hacim 10 pl

Real Time PCR reaksiyonlar1 her alt tiirde AP1 ve house keeping genleri i¢in ayr1 ayri
kosturularak 3 teknik tekrar olacak sekilde gergeklestirilmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Uygulanan Real Time PCR programi

Program
Program Cycles Analysis Mode
Pre incubation | Acquisition Cycle | Hold(hh:mm:ss) | Ramp
Mode Rate
None 1 00:10:00 4.8
Amplification | Acquisition Cycle | Hold(hh:mm:ss) | Ramp Quantifcation
Mode Rate
95 °C None 00:00:10 4.8
60°C None 45 00:00:10 2.5
72°C Single 00:00:05 4.8
Melting Acqusition Mode | Cycle | Hold(hh:mm:ss) | Ramp Melting
Rate Curve
95 °C None 00:00:30
60 °C None 1 00:00:30
99 °C Continuoues -
Cooling Acqusition Mode | Cycle | Hold(hh:mm:ss) | Ramp
Rate
40°C None 1 00:00:10 0.11 None

Real Time PCR islemi sonrasinda, house keeping ve hedef gen i¢in, C. speciosus Bieb.
subsp. ilgazensis, C. speciosus subsp. speciosus, C. speciosus subsp. xantholaimos alt
tiirlerde pik profilleri belirlenmistir. Belirlenen pik profillerinden Roche LightCycler® 480
Real-Time PCR analiz programi absolut kuantifikasyon (absolute quantification) analiz

boliimii kullanilarak her alt tiir ve gen icin Ct (Cycle Threshold) degerleri belirlenmistir.

Ayrica Roche LightCycler® 480 Real Time PCR erime egrisi (melting curve) analiz

boliimii  kullanilarak primerlerde dimer varligmin kontrolii ve 0&zgiin olmayan
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amplifikasyon iriinlerinin tespiti analizleri gergeklestirilmistir. Real Time PCR
reaksiyonlar1 toplamda 40 dongiide tamamlanmistir. 35 dongiliniin {izerinde analizle
hesaplanan Ct degerleri anlamli1 olarak kabul edilmemektedir. Hem house keeping gen hem
de hedef gen icin program tarafindan hesaplanan Ct degerleri 35’in altinda bulunmus ve

gen ifadelerinin belirlenen istatistiki dongii sayilarina gore anlamli oldugu gorilmistiir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Crocus speciosus Bieb. subsp. ilgazensis Mathew, Crocus speciosus Bieb. subsp.
xantholaimos, Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus alt tiirlerine ait Olgunlasmamis

Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu

Olgunlasmamis tohumlar1 iceren meyveler icin denenen iki yontem arasindan segilen
yontem: 2dk. antibakteriyel sivi sabun veya bulasik deterjani ile yikadiktan sonra %50’lik
H.0O, ile 15dk siireyle manyetik karistirici yardimi ile steril kabin igerisinde yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulup, steril saf su ile 5dk durulanmis ve 30dk 50 mg/l Askorbik
asid ile manyetik karistiricida sterilizasyona tabi tutulmustur. 3x5dk steril saf su ile
durulanmis olup,daha sonra steril edilmis olgunlasmamis tohumlar petri basina 10’er adet
eksplant olarakasagida belirtilen ortamlara aktarildiktan sonral5+1°C’de 10 saat 151k
fotoperiyodunda4 hafta inkiibe edilmistir. Daha sonra ecksplantlar1 igeren petrileri

aliminyumfolyo ile kapatilmistir ve 3 ay boyunca karanlikta 15+£1°C’da dormansinin

kirilmasi i¢in bekletilmistir. (Sekil 5.1)

Sekil 5.1. Olgunlasmamis tohumlarin Yiizey Sterilizasyon, Eksplantlari igeren petrileri
aliminyumfolyo ile kapatilarak dormansinin kirilmasi i¢in bekletilmesi

5.2. Olgun Tohumlarin Yiizey Sterilizasyonu

Olgun tohumlar 2 dk. bulasik deterjani ile yikanip kurutulduktan sonra 15dk. %50’lik H2O,
ile manyetik karistirici yardimi ile steril kabin igerisinde ylizey sterilizasyonuna tabi

tutulup, daha sonra 3 kez 5’er dk. steril saf su ile durulanmigtir. Daha sonra steril edilmis
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olgun tohumlar petri basina 10’er adet eksplant olarak asagida belirtilen ortamlara
aktarildiktan sonra 15+1°C’de 10 saat 151k fotoperiyodunda 4 hafta inkiibe edilmistir. Daha
sonra eksplantlart iceren petrileri aliiminyumfolyo ile kapatilmistir ve 3 ay boyunca

karanlikta 15+1°C’da dormansinin kirilmasi i¢in bekletilmistir.

5.3. Yapraklarin Yiizey Sterilizasyonu

5.3.1. %50 H,0; ile Sterilizasyon

Yaprak ornekleri %50 H,O ile steril edip, 3 kere steril saf su ile durulandiktan MS besin

ortaminda kiiltiire alinmustir.

Sekil 5.2. Yaprak sterilizasyonu ve ortama alinmasi

5.4. Korm Eksplantlarimin Sterilizasyon Yontemleri

5.4.1. NaClO ile sterilizasyon

Yapilan denemede kontaminasyon orani %100 olarak belirlenmistir ve bu yontemin korm

eksplantlar1 i¢in uygun olmadig1 ispatlanmastir.
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Sekil 5.3. Kormlarda NaClOile sterilizasyonu

5.4.2. Sicak Su ile sterilizasyon

Yapilan denemde 42.5°C ve 45°C sicakliktaki suda 10dk bekletilen korm eksplantlarinda

kontaminasyon oran1 oldukga yiiksek (%100) olarak belirlenmistir.
5.4.3. Fungusit Uygulamasi

Fungusit uygulamasi sonucunda kuru ve 1slak seklinde kullaniminda kontaminasyon orani

%100 olarak gorilmiistiir.
5.4.4. H,0, + Twin 20 ile sterilizasyon

Uygulama sonuglarina gore kontaminasyon orani yiiksek (>80) ve bu nedenden dolay1 bu

yontem uygun bulunmamustir.
5.4.5. H,0, +NaClO ile sterilizasyon

Uygulama sonuglarina baktigimizda H,O, +NaClO ile sterilizasyon edilen korm
eksplantlarinda kontaminasyon oran1 yiiksek (>85) oldugundan dolayr korm

sterilizasyonunda bu yontem uygun bulunmamuistir.
5.4.6. Farkh konsantrasyonlarda H,0; ile sterilizasyon

Kormlar steril edilmis ¢igek topraginda(2.5 saat 160 °C da)+4°C’ da 60 giin bekletilmistir.
Daha sonra dis pul yapraklari soyulmustur. 2 dk. bulasik deterjani ile yikanarak steril kabin
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igerisinde manyetik karistirict yardimi ile 30 dk. siiresi i11e%60, %70 ve %80 ik H,0, ile
steril edilmistir. 3x5 kere steril saf su ile durulanmistir. Bu protokol ile steril edilen
kormlarm  ortamlarma 600  mg/l  bakteriostatik ~ amoklavin  eklenmistir.
kontaminasyon %sini diisiirmek i¢in hazirlanan ortamlaralml/l PPM eklenmistir.
Kontaminasyon oranlarina 15 giin sonra bakilmistir. Korm sterilizasyonu igin en iyi sonug
(%0) %70 H,Oz0larak elde edilmistir. Ortama aktarildiktan sonra kormlar 2 hafta +4°C’ de

bekletilip ve sonra +15°C’ da alinmustir.

Sekil 5.4. Korm sterilizasyonunda H,0; uygularnas1

5.5. In vitroMikro ¢cogaltim
5.5.1. Olgunlasmams Tohumlarda in vitro Mikro korm rejenerasyonu

Yiizey sterilizasyona tabi tutulan meyvelerden olgunlasmamis embriyolar {izerinde
arastirma yapmak i¢in tohumlarin ¢ok kiiclik olduguigin ayrica siit asamasinda embriyo ve
endosperm karisik olduklart i¢in izole edilmeden tohum seklinde kullanilmigstir. Farkli
oranlardaki biiylime diizenleyici iceren MS ortaminda 10 saat aydinlik ve 14 saat karanlik

fotoperyotta kiiltiire almmustirlar. Her petri kutusuna 10 adet zarar gérmemis
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olgunlagmamis tohum kiiltiire alinmistir. Eksplantlar kiiltiire alindiktan 8 ay sonra yavru
korm ve/veya siirgiin olusturan eksplant oran1 ve eksplant basina yavru korm sayisi

belirlenerek istatistiki analiz yapilmistir. Kullanilan ortamlar ise asagida verilmistir.

Cizelge 5.1. Farkli ortamlarin olgunlasmamis tohumlar {izerinde siirgiin veya korm
olusturma etkisinin alt tiirler arasindaki duncen testi

: : . C.speciosus Bieb.
Ortamlar C.spgcmsus §ubsp. C.speciosus .Bleb. subsp.
ilgazensis subsp. speciosus .
xantholaimos

12 13.33d* 3.33d* 10.00b*

1° 16.67c 13.33a 13.33a
1° 16.67c 6.67c 6.67c
VA 23.33b 10.00b 13.33a
Ve 40.00a 13.33a 3.33d

*Aynt siitiinde farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda Duncan testine gore 0.05 diizeyinde farklilik izlenmistir.

1) % 30 g/l sukroz + MS mineralleri ve vitaminleri + 25 mg/l Askorbik asit + 2
mg/l 2,4-D + 2.2 g/l gelrite

) ® 30 g/l sukroz + MS mineralleri ve vitaminleri + 25 mg/l Askorbik asit + 2
mg/l 2,4-D + 6.5 g/l agar

1) °30 g/l sukroz + MS mineralleri ve vitaminleri + 25 mg/l Askorbik asit + 2 mg/I
2,4-D + 1g/1 aktif komiir+ 4g /1 fitajel

IV)  ¢30 g/l sukroz + MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/I STS + 2 mg/l 2,4-D +
600 mg/l Amoklavin + 6.5 g/l agar

V) €15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri +200mg/l kazein + 5mg/I
dikamba+ 25 mg/lAskorbik asit + 600 mg/l amoklavin +1gr/1 aktif Kémiir + 2.2
g/l gelrite

Cizelge 5.1 ’da goriildiigii gibi C.speciosus subsp. ilgazensisalt tiiriinde olgunlagsmamis
tohum eksplantlarinda korm ve/veya siirgiin olusturan eksplant oran1 %13.3-40 arasinda
degismistir. En yiiksek rejenerasyon oran1 %40 olarak 200 mg/l kazein ve 5 mg/l dikamba
igeren gelrite oraminda, C.speciosus Bieb. subsp. speciosus ve C.speciosus Bieb. subsp.

xantholaimos alt tiiriilerinde ise korm ve/veya siirgiin olusturan eksplant oran1 %3.3-13.3
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arasinda degismistir. C.speciosus Bieb. subsp. speciosus alt tiirlinde en yiiksek
rejenerasyon orant %13.3 olarak 200mg/1 kazein ve 5 mg/l dikamba iceren gelrite orami
ve 25 mg/l Askorbik asit + 2 mg/l 2,4-D igeren agar ortaminda, C.speciosus Bieb. subsp.
xantholaimos alt tiiriinde ise en yiiksek rejenerasyon orani %13.3 olarak 25 mg/lI Askorbik
asit + 2 mg/l 2,4-D igeren agar ortami ve 5 mg/l STS + 2 mg/l 2,4-D igeren agar ortaminda
elde edilmistir. En diisiik rejenerasyon orani ise C.speciosus subsp. ilgazensis ve
C.speciosus Bieb. subsp. speciosus alt tiirlerinde sirayla %13.3 ve %3.3 olarak, 25 mg/I
Askorbik asit + 2 mg/l 2,4-D igeren gelrite oraminda, C.speciosus Bieb. subsp.
xantholaimos alt tiiriinde ise %3.3 olarak 200mg/I kazein ve 5 mg/l dikamba igeren gelrite

oraninda elde edilmistir.

Sekil 5.5. Olgunlagsmamis tohumlarin kiiltiire alindiktan (a) 8 hafta sonra (b) 16 hafa sonr:
(c) 24 hafta sonra iizerinde siirgiin olusumu

Diger bir denemede ise 5 mg/l STS, 25 mg/l Askorbik asit, 200mg/l yeast vefarkli
konsantrasyonlarda BAP (1.0, 3.0, 5.0, 7.0 mg/l) ve NAA (0.0, 0.5, 1.0 mg/l) igeren 2 MS
ortami kullanilmistir. Eksplantlar kiiltiire alindiktan 8 ay sonra yavru korm ve/veya siirgiin
olusturan eksplant oran1 ve eksplant basina yavru korm sayisi belirlenerek istatistiki analiz

yapilmistir. Kullanilan ortamlar ise;

e 15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25 mg/I
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 1.0 mg/l BAP + 0.0 mg/l NAA

e 15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25 mg/I
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 1.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA

62



15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/I yeast + 1.0 mg/l BAP + 1.0 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/I yeast + 3.0 mg/l BAP + 0.0 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/I yeast + 3.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 3.0 mg/l BAP + 1.0 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 5.0 mg/l BAP + 0.0 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 5.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/I yeast + 5.0 mg/l BAP + 1.0 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/I yeast + 7.0 mg/l BAP + 0.0 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/I yeast + 7.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/I yeast + 7.0 mg/l BAP + 1.0 mg/l NAA
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Cizelge 5.2. C.speciosus subsp. ilgazensis alt tirde 8 ay sonra Kallus veya siirgiin
olusumu % ve Eksplant basina kallus veya siirgiin(ortalama)

BAP NAA Korm ve/veya | Eksplant basina
siirgiin korm ve/veya
olusumu (%) | siirgiin olusumu
(ortalama)

1.0 0.0 70.00c* 0.70
1.0 0.5 86.67b 0.86
1.0 1.0 73.33c 0.73
3.0 0.0 86.67b 0.53
3.0 0.5 53.33d 0.93
3.0 1.0 93.33a 0.20
5.0 0.0 20.00h 0.23
5.0 0.5 23.33g 0.23
5.0 1.0 23.33g 0.23
7.0 0.0 16.67i 0.16
7.0 0.5 40.00e 0.40
7.0 1.0 30.00f 0.30

x
Ayni siitiinde farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda Duncan testine gére 0.01 diizeyinde farklilik izlenmistir.

Cizelge 5.2° de goriildiigi gibi C.speciosus subsp. ilgazensis alt tiiriinde korm ve/veya
stirgiin olusturan eksplant oran1 %16.67-93.3 arasinda degismistir. En yliksek rejenerasyon
orant %93.33 olarak 3.0mg/l BAP ve 1.0 mg/l NAA igeren ortamdan elde edilirken, en
diisiik rejenerasyon orani %16.67 olarak 7.0 mg/l BAP ve 0.0mg/l NAA iceren ortamda
elde edilmistir. Eksplant basina korm ve/veya siirgiin olusumu arasindaki fark istatistik

olarak 6nemsiz bulunmustur.
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Cizelge 5.3. C.speciosus Bieb. subsp. speciosusalt tiirde 8 ay sonra Kallus veya siirgiin
olusumu % ve eksplant basina kallus veya siirgiin(ortalama)

BAP NAA Kallus ve/veya | Eksplant basina
siirgiin kallus ve/veya
olusumu (%) | siirgiin(ortalama)
1.0 0.0 53.33a* 0.53
1.0 0.5 30.00c 0.30
1.0 1.0 53.33a 0.53
3.0 0.0 13.33e 0.13
3.0 0.5 10.00f 0.10
3.0 1.0 50.00b 0.53
5.0 0.0 10.00f 0.23
5.0 0.5 6.67¢ 0.07
5.0 1.0 16.67e 0.17
7.0 0.0 26.67d 0.27
7.0 0.5 0.00h 0.0
7.0 1.0 0.00h 0.0

* Aymi siitiinde farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda Duncan testine gore 0.01 diizeyinde farklilik izlenmistir.

Cizelge 5.3’ de goruldiigii gibi Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosusalt tiirtinde korm
ve/veya siirgiin olusturan eksplant orant %0-53.3 arasinda degismistir. En yiiksek
rejenerasyon orant %53.33 olarak 1.0mg/l BAP + (0.0 ve 1.0) mg/l NAA iceren
ortamlardan elde edilirken, en diisiik rejenerasyon orani %0.0 olarak 7.0 mg/l BAP + (0.5
ve 1.0) mg/l NAA iceren ortamlarda elde edilmistir. Eksplant basina korm ve/veya siirgiin

olusumu arasindaki fark istatistik olarak 6nemsiz bulunmustur.
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Cizelge 5.4. C.speciosus Bieb. subsp. xantholaimos alt tiirde 8 ay sonra Kallus veya siirgiin
olusumu % ve Eksplant basina kallus veya siirgiin(ortalama)

BAP NAA Kallus ve/veya | Eksplant basina
siirgiin kallus ve/veya
olusumu % siirgiin(ortalama)
1.0 0.0 40.00c” 0.40
1.0 0.5 40.00c 0.50
1.0 1.0 46.67b 0.47
3.0 0.0 43.33c 0.43
3.0 0.5 50.00a 0.53
3.0 1.0 50.00a 0.57
5.0 0.0 6.67f 0.07
5.0 0.5 6.67f 0.30
5.0 1.0 26.67d 0.17
7.0 0.0 16.67e 0.7
7.0 0.5 6.67f 0.07
7.0 1.0 23.33d 0.23

* Aymi siitiinde farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda Duncan testine gore 0.01 diizeyinde farklilik izlenmistir.

Cizelge 5.4’ de goriildiigi gibi Crocus speciosus Bieb. subsp. xantholaimos alt tiiriinde
korm ve/veya siirglin olusturan eksplant oran1 %0-50 arasinda degismistir. En yiiksek
rejenerasyon orant %50.0 olarak 3.0mg/l BAP + (0.5 ve 1.0) mg/l NAA igeren ortamlardan
elde edilirken, en diisiik rejenerasyon orani1 %0.0 olarak 5.0 mg/l BAP + (0.0 ve 0.5) mg/I
NAA igeren ortamlarda elde edilmistir. Eksplant basina korm ve/veya siirgiin olusumu

arasindaki fark istatistik olarak 6nemsiz bulunmustur.
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Sekil 5.6. Olgunlagsmamis tohumlarin kiiltiire alindiktan 2 ay sonra korm ve siirgiin
olusumu

Sekil 5.7. Olgunlasmamis tohumlarin kiiltiire alindiktan 4 ay sonra korm ve siirgiin
olusumu

Sekil 5.8. Olgunlasmamis tohumlarin kiiltiire alindiktan 6-8 ay sonra korm ve siirgiin
olusumu
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Sekil 5.9. Olgunlasmamis tohumlarin kiiltiire alindiktan 8 ay sonra olusan kormlarin
koklenmesi

5.5.2. Korm bilesiklerin (AgNOj3 ,Aktif Komiir ve Gelrite) Crocus speciosus Bieb.
subsp. ilgazensis Mathew ve Crocus speciosus Bieb. subsp. xantholaimos, Crocus
speciosus Bieb. subsp. speciosus altiirlerine ait kormlardan in vitro yavru korm

rejenerasyonu lizerine etkileri

Bilndigi gibi etilen meyvenin olgunlagmasina yardimer olan ve meyvelerin dokularinda,
kok, yasl yapraklarda ve ¢igeklerde bulunan bitkisel hormondur. Salgilandigi bolgede
etkili olup, bitkilere adventif siirgiin rejenerayonunu olumsuz etkilemektedir. Besin
ortamlarinda karsilasilan problemlerden biri de, besi ortaminin bir siire sonra kararmasi ve
bitkilerin sararak Oliimiidiir. Besin ortaminda etilen gazimin fizyolojik aktivitesini
engelleyen eden giimiis nitrat (AgNO3) kullanilmasi1 doku kiiltliri ¢aligmalarinda tavsiye
edilmektedir. Ayrica aktif komiriin toksik metabolitleri adsorbe ettigi ve eksplant
kararmasin1 azalttigi bilinmektedir. Bu nedenle Crocus alt tiirlerinde rejenerasyon
kapasitesini artirarak in vitro mikro korm iretimi artirmak amaci ile her ii¢ alt tiire ait
kormlar ¢aplarina gore gruplandirilmis ve gévde capi 0.5-1.0 cm olan kormlar, +4 °C’de 2
ay siireyle 6n soguk muamelesine tabi tutulmustur. Yiizey sterilizasyonundan sonra,
kormlar dikey olarak 4’e boliinerek 16 °C’de asagidaki besin ortamlarinda kiiltiire

alinmustr;
I) MS mineralleri ve vitaminleri, 30 g/L sukroz, 2 g/L gelrite (MSO)

I1) MS mineralleri ve vitaminleri, 5mg/L AgNos 30 g/L sukroz, 2 g/L gelrite (AgNO3)
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[11) MS mineralleri ve vitaminleri, 5mg/L AgNos 30 g/L sukroz, 1 g/L aktif komiir, 2 g/L
gelrite (AgNO3 +Aktif Komiir).

Cizelge 5.5. STS ve Aktif komiiriin fenolik bilesiklerin azaltmasi ve yavru korm ve/veya
stirgiin olusumu iizerinde etkisi

Yavru korm ve/veya siirgiin olusumu (%)

Turler . STS + Aktif
MS ortamm STS igeren MS komiir iceren MS
ortami
ortami

C.speciosus 13.3c* 3.3c* 3.3b*
subsp. ilgazensis
C.specmsus_Bleb. 16.7b 6.7b 3.3b
subsp. speciosus
Crocusspeciosus

Bieb. subsp. 46.7a 40.0a 36.7a

xantholaimos

*Aynu stitiinde farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda Duncan testine gore 0.05 diizeyinde farklilik izlenmistir.

Cizelge 5.5°de goriildigi gibi C.speciosus subsp. ilgazensis,C.speciosus Bieb. subsp.
speciosus ve C.speciosus Bieb. subsp. xantholaimos alt tiiriilerinde en yiiksek yavru korm
ve/veya slrgiin olusum orami sirayla %13.3, %16.7 ve %46.7 olarak MS ortaminda,
goriilmiistiir. Her {i¢ alt tiirde de STS ve aktif komiir iceren besin ortamlarinin yavru korm
ve/veya siirglin olusumunda etkili oldugu sdylenemez. Bu bilesiklerin kormlarin karararak

Olmesini onlemekte, ancak rejenerasyonu olumlu etkilemedigi diisiiniilmektedir.

5.5.3. Farkh konsantrasyonda BAP ve NAA iceren besin ortamlarmmin Crocus
speciosus Bieb. subsp. ilgazensis Mathew ve Crocus speciosus Bieb. subsp.
xantholaimos, Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus altiirlerine ait s kormlardan

in vitro korm rejenerasyonu iizerine etkileri

Eksplantlar yiizey sterilizasyonda sonra kormlar 4’e boliinerek farkli konsantrasyonlarda

BAP ve NAA igeren 2 MS besin ortamina aktarilmistir. Kullanilan ortamlar ise;

15 g/1 sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25 mg/l Askorbik asid
+ 6.5 g/l agar +200mg/l yeast + 1.0 mg/l BAP + 0.0 mg/l NAA
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15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25 mg/l
Askorbik asid + 6.5 g/l agar +200mg/I yeast + 1.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25 mg/l
Askorbik asid + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 1.0 mg/l BAP + 1.0 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25 mg/l
Askorbik asid + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 3.0 mg/l BAP + 0.0 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25 mg/l
Askorbik asid + 6.5 g/l agar +200mg/l yeast + 3.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25 mg/I
Askorbik asid + 6.5 g/l agar +200mg/l yeast + 3.0 mg/l BAP + 1.0 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25 mg/I
Askorbik asid + 6.5 g/l agar +200mg/I yeast + 5.0 mg/l BAP + 0.0 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25 mg/l
Askorbik asid + 6.5 g/l agar +200mg/l yeast + 5.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25 mg/I
Askorbik asid + 6.5 g/l agar +200mg/I yeast + 5.0 mg/l BAP + 1.0 mg/l NAA
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Sekil 5.10. Farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA iceren 2 MS ortamlarin 2 ay sonra
korm eksplantlari iizerinde siirgiin veya korm olugumu
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Sekil 5.11. Farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA igeren /2 MS ortamlarin 4 ay sonra
korm eksplantlar1 {izerinde siirgiin veya korm olusumu

Sekil 5.12. Farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA igeren /2 MS ortamlarin 8 ay sonra
korm eksplantlari {izerinde siirgiin veya korm olusumu
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Cizelge 5.6. C. speciosus subsp. ilgazensis alt tiirde farkli konsantrasyonlarda BAP ve
NAA igeren 2 MS ortamlarin 8 ay sonra kormlar iizerinde siirgiin ve/veya korm olusturma
etkisi

BAP NAA Kallus ve/veya | Eksplant basina

siirgiin kallus ve/veya
olusiimii % siirgiin
(ortalama)

1.0 0.0 36.67d* 0.37

1.0 0.5 70.00a 1.33

1.0 1.0 63.33b 0.90

3.0 0.0 33.33e 0.37

3.0 0.5 23.33f 0.50

3.0 1.0 56.67c 0.57

5.0 0.0 33.33e 0.37

5.0 05 0.00g 0.0

5.0 1.0 0.00g 0.0

*Ayn stitiinde farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda Duncan testine gore 0.05 diizeyinde farklilik izlenmistir.

Cizelge 5.6’da gortldigt gibi C.speciosus subsp. ilgazensis alt tiirinde korm ve/veya
stirglin olusturan eksplant oran1 %0-70 arasinda degismistir. En yliksek rejenerasyon orant
%70 olarak 1.0mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA igeren besin ortaminda saptanirken, en diisiik
rejenerasyon %0.0 olarak 5.0 mg/l BAP + (0.5 ve 1.0 mg/l) NAA iceren ortamlarda
goriilmiistiir. Eksplant basina korm ve/veya siirgiin olusumu arasindaki fark istatistik

olarak dnemsiz bulunmustur.
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Cizelge 5.7. C.speciosus Bieb. subsp. speciosus alt tiirde farkli konsantrasyonlarda BAP ve
NAA igeren /2 MS ortamlarin 8 ay sonra kormlar iizerinde siirgiin ve/veya korm olusturma
etkisi

BAP NAA Kallus ve/veya Eksplant basina kallus
siirgiin olusiimii ve/veya
(%) siirgiin(ortalama)

1.0 0.0 30.00b" 0.30
1.0 0.5 23.33c 0.23
1.0 1.0 3.33f 0.03
3.0 0.0 3.33f 0.03
3.0 0.5 43.33a 0.80
3.0 1.0 6.67e 0.06
5.0 0.0 0.00g 0.0

5.0 0.5 26.67c 0.30
5.0 1.0 20.00d 0.23

*Ayn stitiinde farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda Duncan testine gore 0.05 diizeyinde farklilik izIenmistir.

Cizelge 5.7°de goriildiigi gibi C.speciosus Bieb. subsp. speciosus alt tiiriinde korm ve/veya
sirglin olusturan eksplant oranit %0-43.3 arasinda degismistir. En yiiksek rejenerasyon
orani %43.3 olarak 3.0mg/l BAP ve 0.5 mg/l NAA igeren besin ortaminda saptanirken, en
diisiik rejenerasyon %0.0 olarak 5.0 mg/l BAP ve 0.0 mg/l NAA igeren ortamda
goriilmistiir. Eksplant bagina korm ve/veya siirgiin olusumu arasindaki fark istatistik

olarak dnemsiz bulunmustur.
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Cizelge 5.8. C.speciosus Bieb. subsp. xantholaimos alt tiirde farkli konsantrasyonlarda
BAP ve NAA igeren 2 MS ortamlarin 8 ay sonra kormlar iizerinde siirgiin ve/veya korm

olusturma etkisi

BAP NAA Kallus ve/veya | Eksplant basina
siirgiin kallus ve/veya
olusiimii % siirgiin(ortalam
a)

1.0 0.0 20.00d” 0.27
1.0 0.5 33.33b 0.53
1.0 1.0 40.00a 0.67
3.0 0.0 13.33f 0.33
3.0 0.5 10.00g 0.13
3.0 1.0 33.33c 0.60
5.0 0.0 23.33e 0.37
5.0 0.5 10.00g 0.10
5.0 1.0 26.67d 0.40

*Ayni stttinde farklr harflerle gosterilen ortamlar arasinda Duncan testine gdre 0.05 diizeyinde farklilik izlenmis

ir.

Cizelge 5.8” de goriildiigii gibi C.speciosus Bieb. subsp. xantholaimos alt tiirinde korm

ve/veya slrgiin olusturan eksplant orant %10-40 arasinda degismistir. En yliksek

rejenerasyon orant %40.0 olarak 1.0mg/l BAP ve 1.0 mg/l NAA igeren besin ortaminda
saptanirken, en diisiik rejenerasyon %10.0 olarak (3.0 ve 5.0) mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA

igeren ortamlarda goriilmistiir. Eksplant basina korm ve/veya siirgiin olusumu arasindaki

fark istatistik olarak 6nemsiz bulunmustur.

Korm eksplantlarinin rejenerasyon ¢alismalarinin devaminda ii¢ farkli ortam denenmistir

ve eksplantlar kiiltiire alindiktan 4 ay sonra, gelisen yavru korm ve/veya siirgii sayisi (%)

belirlenmistir. Kullanilan ortamlar ise;

75



1) MS+ 6.5mg/l agar (S0)

i) 30 g/l sukroz+ 1/2 x MS+ 25 mg/l Askorbik asid+ 600 mg/l amoklavin + 2.2
gelrit (Y2 MS)

) 30 g/l sukroz+ 1/2 x MS+ 25 mg/l Askorbik asid+ 600 mg/l amoklavin + 1g/I
Aktif komiir+2.2 gelrit (Y2 MS+ Aktif komiir)

Cizelge 5.9. C.speciosus subsp. ilgazensis alt tirde 2 MS', MS+ aktif komiir ve SO
ortaminda 4 ay sonra korm ve/veya siirgiin gelisimi (%) ve Eksplant basina kallus veya
stirglin(ortalama)

Eksplant basina korm
Yavru korm veya siirgiin
Ortamlar velveya siirgiin olusumu
olusumu
(ortalama)

Y2 MS 100.0 1.60a*
Y5 MS+ aktif 100.0 143

. 4oad

komtir

SO 100.0 0.2b

*Ayn stittinde farklr harflerle gosterilen ortamlar arasinda Duncan testine gore 0.05 diizeyinde farklilik izIenmistir.

Cizelge 5.9 da goriildigii gibi C.speciosus subsp. ilgazensis alt tiiriinde 2 MS%, MS+
aktif komiir ve SO ortaminda 4 ay sonra korm veya siirgiin gelisimi %100 olarak
saptanmigtir. Eksplant basina en yiiksek korm ve/veya siirgiin sayisi (1.6) 2 MS ortaminda
elde saptanirken, bunu 2 MS+ Aktif komiir iceren ortam (1.43) ve SO ortami (0.2)

izlemistir.
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Cizelge 5.10. C.speciosus Bieb. subsp. speciosus alt tiirde 2 MS'%, MS+ aktif komiir ve SO
ortaminda 4 ay sonra korm ve/veya siirgiin gelisimi (%) ve Eksplant basina kallus veya
stirglin(ortalama)

Ortamlar Yavru korm veya siirgiin Eksplant bagina korm
olusumu velveya siirgiin olusumu
(ortalama)
Y2 MS 100.0 2.20a*
Y, MS+ aktif 100.0 1.73a
komtir
SO 100.0 0.53b

*Aynu siittinde farkli harflerle gosterilen ortamlar arasinda Duncan testine gore 0.05 diizeyinde farklilik izlenmistir.

Cizelge 5.10” da goriildiigii gibi C.speciosus subsp. speciosus alt tiiriinde 2 MS',, MS+
aktif komiir ve SO ortaminda 4 ay sonra korm veya siirgiin gelisimi %100 olarak
saptanmistir. Eksplant bagina en yiiksek korm ve/veya siirgiin sayisi (2.2) /2 MS ortaminda
elde saptanirken, bunu 2 MS+ Aktif komiir igeren ortam (1.73) ve SO ortami (0.53)

1zlemistir.

Cizelge 5.11. C.speciosus Bieb. subsp. xantholaimos alt tiirde 2 MSY%, MS+ aktif komiir
ve SO ortaminda 4 ay sonra korm ve/veya siirgiin gelisimi (%) ve Eksplant basina kallus
veya siirglin(ortalama)

Ortamlar Yavru korm veya siirgiin Eksplant bagina korm
olusumu velveya siirgiin olusumu
(ortalama)
2 MS 53.3 2.27a*
Y, MS+ aktif 40.0 2.27a
komiir
SO 100.0 1.10b

*Ayni sttiinde farklr harflerle gosterilen ortamlar arasinda Duncan testine gore 0.05 diizeyinde farklilik izIenmistir.
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Cizelge 5.11° de goriildugu gibi C.speciosus Bieb. subsp. xantholaimos alt tiiriinde SO
ortaminda %100 olarak saptanirken, sirasiyla bunu %53.3 ile’2 MSortam1 ve %40 2 MS+
aktif komiir ortami izlemistir. Eksplant basina en yliksek korm ve/veya siirgiin sayis1 (2.27)
> MS ve 2 MS+ Aktif komiir i¢eren ortamlarda saptanirken bunu SO ortami (1.1)

izlemistir.

Sekil 5.13. 2 MSY,, MS+ aktif kdmiir ve SO ortaminda 2 ay sonra kallus veya siirglin
geligimi

78



Sekil 5.14. > MS',, MS+ aktif komiir ve SO ortaminda 4 ve 8 ay sonra kallus veya siirgiin
gelisimi

Diger bir denemede ise farkli konsantrasyonlarda sitokinin iceren MS besin ortaminda
korm {izerinde yavru korm ve/veya siirgiin olusturma etkisi incelenmistir. Kullanilan

ortamlar ise;

e 40 g/l sukroz + MS mineralleri ve vitaminleri +100 mg/l kazein + 600 mg/I
amoklavin +2 mg/l 2,4-D + 1mg/l PPM+ 6.5 g/l gelrite + (0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/l)
BAP

e 40 g/l sukroz + 4.3 g/l MS mineralleri ve vitaminleri +100 mg/l kazein + 600 mg/I
amoklavin +2 mg/l 2,4-D + 1ml/l PPM+ 6.5 g/l gelrite + (0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/l)
Kin
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e 40 g/l sukroz + MS mineralleri ve vitaminleri +100 mg/l kazein + 600 mg/l
amoklavin +2 mg/l 2,4-D + 1ml/l PPM+ 6.5 g/l gelrite + (0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/l)
Zeatin

e 40 g/l sukroz + MS mineralleri ve vitaminleri +100 mg/l kazein + 600 mg/l
amoklavin +2 mg/l 2,4-D + 1ml/l PPM+ 6.5 g/l gelrite + (0.05, 0.1, 0.25, 0.50
mg/l) TDz

Her ti¢ alt tiire kormlar yiizey sterilizasyonu yapiliktan sonra ii¢ alt tiire ait0.5-1.0 cm
capindaki kormlarin, 4’e bolinmiis korm eksplantlar1 2 mg/L 2,4-D, 1000 mg/L kazein, 40
g/L sukroz, ve katilastirict olarak da 7.5 g/L agar ve farkli sitokinin tipleri (BAP, KIN,
Zeatin ve TDZ) igeren Siirglin ve Korm Tesvik Ortami (SKTO) MS besin ortaminda
16 °C’de 4 tekerriirlii olarak kiiltiire alinmistir. Bu arada ayni deneme 0.5-1.0 cm capina
sahip tam kormlarda ise ayni besin ortamlarinda denemeler yapilmaya baslanis, ancak, i¢in
yeteri kadar korm temin edilemedigi i¢in deneme tamamlanamadigindan, sonuglar

sunulmamustir.

0.5-1.0 cm capindaki saglikli ve canli kormlarinin dikey dorde boliinmesiyle yukaridaki
besin ortamlarinda kiiltiire alinan kormlarda, 4-8 hafta i¢inde tepe siirgiinlerinin gelistigi ve
korm yiizeyindeki bazi gbzlerden siirgiin gelisiminin basladigi goriilmiistiir. Ancak tiim
besin ortamlarda kiiltiir siiresi uzadik¢a ya da kiiltiirlerin yeni besin ortamlara aktarilmasi
sirasinda meydana gelebilecek kontaminasyonlar goriilmiis, baz1 ortamlara ait denemeler
tekrarlamak zorunda kalimilmistir. Bu ortamlarda canli kalan eksplantlarda kiiltiire
alindiktan 22 hafta sonra yavru korm olusturan eksplant orani ve eksplant basina yavru
korm sayis1 belirlenerek istatistiki analiz yapilmistir. BAP, KIN, TDZ ve ZEATIN igeren
biitiin besin ortamlarinda korm eksplantlarinda kiiltiire alindiktan yaklagik 10-12 hafta
sonra yapilan gozlemlerde, her {igalt tiirlinde kormlarin kesim bolgelerinde ¢ok diisiik
diizeyde kallus olusturdugu gézlemlenmistir. Kiiltiir baslangicindan sanra 16-20 haftalik
donemde, her ii¢ tiirde de canlilik oranlar1 ile yavru korm olusturan eklsplant oranlari
biiylik Olc¢lide paralellik gostermistir. Bir baska deyisle, canli kalan korm pargalarinin
tamamina yakininin yavru korm olusturdugu goriilmiistiir. Farkli sitokinin tipleri igeren
besin ortamlarmin korm eksplantlarinda in vitro yavru korm iretimi iizerine etkilerine

iligkin varyans analiz sonuglarina gore, Crocus speciosus Bieb. subsp.ilgazensis, Crocus
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speciosus Bieb. subsp.speciosusve Crocus speciosus Bieb. subsp.xantholaimos alt
tiirlerinde yavru korm olusturan eksplant oran1 (%) ve ekplant basina ortalama yavru korm
sayisi (sadece korm olusturanlar i¢inde) iizerine besin ortamlarinin etkisi 0.01 diizeyinde
onemli bulunmustur. Cizelge 5.12°de gorildigi gibi, Crocus speciosus Bieb.
subsp.ilgazensis alt tiiriinde en yiiksek embriyonik kallus ya da direk yavru korm olusturan
eksplant oran1 (% 85) 2.0 mg/L BAP igeren MS besin ortaminda saptanirken, sirastyla
bunu % 65 ile 1 mg/L Zeatin ve 1 mg/L Kinetin iceren MS besin ortami izlemistir. En
yiiksek eksplant basina yavru korm sayisina (1.32 adet) 2 mg/L BAP igeren MS besin
ortaminda ulagilirken, 6zellikle uygulanan TDZ dozlarinda ve Zeatinin bazi dozlarmin
yiikksek oranda kallus olusturmasina ragmen yavru korm olusumunu tetiklemedigi buna
karsilik, BAP ve Kinetinin biitiin dozlarinda yavru korm olusumunu tesgvik ettigi

goriilmiistiir.

Cizelge 5.12. Farkli besin ortamlarinda C.speciosus Bieb. subsp.ilgazensis Mathew alt

tirline ait % kormlardan in vitro korm rejenerasyonu

Yavru korm
Sitokinin | Konsantrasyonlar ve/veya siirgiin Eksplant basina
tipi (mg/) olusturan ortalama yavru
Eksplant oran1 | korm sayisi (adet)
(%)
0.50 60.0 abc* 0.77 b*
1.0 60.0 abc 0.35d
BAP 2.0 85.0 a 132a
4.0 50.0 bc 0.37 cd
0.50 35.0 bc 0.30d
Kinetin 1.0 25.0 bc 0.95b
2.0 55.0 abc 0.80 b
4.0 45.0 bc 0.72 bc
0.50 20.0 bc 0.30d
Zeatin 1.0 65.0 ab 0.0d
2.0 20.0 bc 0.30d
4.0 30.0 bc 0.30d
0.05 60.0 abc 0.0d
0.1 35.0 bc 0.0d
Dz 0.25 150 ¢ 0.27 d
0.50 20.0 bc 0.0d

*Ayn siitiinde farklr harflerle gosterilen ortamlar arasinda Duncan testine gore 0.01 diizeyinde farklilik izIenmistir.

Crocus speciosusBieb. subsp.speciosus alt tiiriinde ise en yiiksek yavru korm olusturan
eksplant orani (% 65.0) 4 mg/L BAP 1 mg/L Kinetin ve 0.05 mg/LL TDZ iceren MS besin
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ortaminda saptanmistir (Cizelge 5.13.). Eksplant basina yavru korm sayist (sadece korm
olusturanlar i¢inde) bakimindan da farkli besin ortamlar1 arasindaki fark istatistiki olarak
00.1 diizeyinde 6nemli bulunmustur. En yliksek eksplant basina yavru korm sayist (1.50
adet) 2 mg/L BAP igeren MS saptanirken, bunu 0.97 adet ile 1.0 mg/L ve 4.0 mg/L BAP

iceren besin ortami takip etmistir.

Eksplant olarak kullanilan ana kormda gelisen direkt siirgiin yada tek bir korm iizerinde

gelistigi korm, yavru korm olarak sayilmamis olup, siirgiin olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 5.13. Farkli Besin ortamlarinda Crocus speciosus Bieb. subsp.speciosusalt tiiriine

ait % kormlardanin vitro korm rejenerasyonu

Yavru korm
Sitokinin | Konsantrasyonlar ve/veya siirgiin Eksplant basina
tipi (mg/) olusturan ortalama yavru
Eksplant oram1 | korm sayisi (adet)
(%)
0.50 55.0 abc* 0.32 de*
1.0 20.0 cd 0.97b
BAP 2.0 45.0 a-d 150a
4.0 15.0d 0.97b
0.50 25.0 bed 0.27 e
Kinetin 1.0 60.0 ab 0.70 bcd
2.0 20.0 cd 0.22e
4.0 65.0 a 0.37 de
0.50 35.0 a-d 0.0e
Zeatin 1.0 65.0 a 0.30 de
2.0 15.0d 0.0e
4.0 45.0 a-d 0.85 bc
0.05 65.0 a 0.50 cde
0.1 40.0 a-d 0.25e
Dz 0.25 50.0 a-d 0.0e
0.50 45.0 a-d 0.50 cde

*Ayni stttinde farklr harflerle gosterilen ortamlar arasinda Duncan testine gdre 0.01 diizeyinde farklilik izIenmistir.

Crocus speciosus Bieb. subsp.xantholaimos alt tiirlinde ise en yiiksek yavru korm olusturan
eksplant oran1 (%65.0) 0.25 mg/LL TDZ igceren MS besin ortaminda saptanirken bunu %55
ile 0.50 mg/L BAP igeren MS besin ortami izlemistir (Cizelge 5.14). En yiiksek eksplant
basina yavru korm sayist (3.15 adet) 4 mg/L Kinetin iceren MS besin ortaminda

saptanirken bunu 2.95 adet ile 0.50 mg/L TDZ igeren MS besin ortami takip etmistir.
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Cizelge 5.14. Farkli besin ortamlarinda Crocus speciosus Bieb. subsp. xantholaimos alt
tiirline ait % kormlardan in vitro korm rejenerasyonu

Yavru korm
Sitokinin | Konsantrasyonlar ve/veya siirgiin Eksplant basina
tipi (mg/) olusturan ortalama yavru
Eksplant oram1 | korm sayisi (adet)
(%)
0.50 55.0 ab* 1.92 a-d*
1.0 45.0 abc 2.60 ab
BAP 2.0 200 a-d 1.07d
4.0 15.0 de 2.90 a
0.50 20.0 cde 2.57 ab
Kinetin 1.0 35.0 a-d 2.12 ad
2.0 45.0 abc 2.47 abc
4.0 25.0 b-e 3.15a
0.50 10.0 de 2.82a
Zeatin 1.0 50e 2.25 a-d
2.0 20.0 cde 1.37 bcd
4.0 45.0 abc 2.12 a-d
0.05 30.0 bcd 1.25 cd
0.1 10.0e 2.37 abc
Dz 0.25 6504 2.05 a-d
0.50 35.0 a-d 2.95a

*Ayni stitiinde farklr harflerle gosterilen ortamlar arasinda Duncan testine gore 0.01 diizeyinde farklilik izIenmistir.

Sekil 5.15. Farkli konsantrasyonlarda sitokinin igeren ortamlarda Crocusspeciosus Bieb.
alt tiirlere ait % kormlardan in vitro korm rejenerasyonu
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5.5.3. Crocus speciosus Bieb. subsp. ilgazensis Mathew, Crocus speciosus Bieb. subsp.
xantholaimos, Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus alt tiirlerine ait olgun

tohumlarin in vitro rejenerasyonu

Her i alt tiirde seradan toplanarak laboratuvara getirilen meyveler ile tarla veya serada
yetistirilen bitkinin ortalama nemi % 15 civarina diismiis, orta irilikte siyah renkli tohumlar
iceren meyveler hasat edilirek, % 50’lik H,O; stvist igerisinde i¢inde 20 dak. steril edilmis,
tohumlar 3 defa steril su ile durulanarak temel besin ortami olarak, MS mineral tuz ve
vitaminleri, %2—6 oraninda sukroz ve %0.6’lik agar kullanilmistir. Korm olusumunu tesvik
etmek i¢cin MS besin ortamimna 2,4-D ve casein hydrolysate gibi kimyasallar da ilave
edilmistir. Her petri kutusuna 10 adet zarar gormemis tohum kiiltiire alinmistir. Eksplantlar

4 haftada bir ayn1 ortamda alt kiiltiire alinarak gelisimleri gozlenmistir.

Cizelge 5.15. Farkli besin ortamlarin C. speciosus Bieb. alt tiirlerine ait Olgunlasmis
tohumlarin in vitro korm rejenerasyonu iizerine etkileri

Tiirler Eksplant iizerine yavru korm ve/veya siirgiin olusumu (%)
Ortamlar
B P e Y% Ve
C.speciosus
Bieb. subsp. 6.7b 6.7a 0.0c 20.0a 6.7ha
ilgazensis
C. speciosus
Bieb. subsp. 13.3a 0.0c 16.7a 3.3c 6.7a
speciosus
C.speciosus
Bieb. subsp. 0.0c 3.3b 3.3b 6.7b 3.3b
xantholaimos

*Ayni stitunda farkli harflarla gosterilen ortamlar arasinda fark 0.05 dizeyinde 6nemlidir

1) #30 g/l sukroz + MS mineralleri ve vitaminleri + 25 mg/I Askorbik asit + 2 mg/I
2,4-D + 2.2 g/l gelrite

1) °30 g/l sukroz + MS mineralleri ve vitaminleri + 25 mg/l Askorbik asit + 2 mg/I
2,4-D + 6.5¢/l agar
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[11) ©30 g/l sukroz + MS mineralleri ve vitaminleri + 25 mg/l Askorbik asit + 2 mg/I
2,4-D + 19/l aktif komiir+ 4g /1 fitajel

IV) 930 g/l sukroz + MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 2 mg/l 2,4-D + 600
mg/l Amoklavin + 6.5 g/l agar

V) ¢ 15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri +200mg/l kazein + 5mg/I
dikamba+ 25 mg/lAskorbik asit + 600 mg/l amoklavin +1gr/l aktif Komiir + 2.2
o/l gelrite

Cizelge 5.15de goriildiigii gibi farkli ortamlarda C.speciosus subsp. ilgazensis alt tiiriiniin
olgun tohumlarindan en yiiksek siirgiin ve/veya korm gelisim oran1 %20 olarak 5mg/l STS
ve 2mg/l 2,4-D igeren MS besin ortaminda ve en diisiik rejenerasyon orani ise %0 olarak
25 mg/l Askorbik asitve 2 mg/l 2,4-D igeren fitajel ortaminda saptanirken ,C. speciosus
Bieb. subsp. speciosusalt tiiriindeen yiiksek siirglin ve/veya korm gelisim orani
%16.70larak 25 mg/l Askorbik asitve 2 mg/l 2,4-D igeren fitajel ortamindave en diisiik
rejenerasyon orani ise %0 olarak 25 mg/l Askorbik asitve 2 mg/l 2,4-D iceren agar
ortamindaelde edilmistir.C.speciosus Bieb. subsp. xantholaimos alt tiiriinde ise en yiiksek
stirglin ve/veya korm gelisim orani1 %6.7olarak 5mg/l STS ve 2mg/1 2,4-D iceren MS besin
ortamindave en diisiikk rejenerasyon orani ise %0 olarak 25 mg/l Askorbik asitve 2 mg/I

2,4-D igeren gelrite ortamindaelde edilmistir.

Yavru korm ve siirgiin rejenerasyon yiizdesi diisiik oldugundan dolay1 kurulan diger bir
denemede farkli konsantrasyonlarda BAP ve NAA igeren 2 MS besin ortami
kullanilmistir. Eksplantlar asagida belirtilen besin ortamlarina aktarilarak 4°C’de yaklasik

4 ay bekletilmistir. Daha sonra buradan 16 °C’ye ¢ikarilarak korm gelisimleri gozlenmistir.

e 15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25 mg/I
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 1.0 mg/l BAP + 0.0 mg/l NAA

e 15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25 mg/I
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 1.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA

o 15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25 mg/I
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 1.0 mg/l BAP + 1.0 mg/l NAA

85



15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/I yeast + 3.0 mg/l BAP + 0.0 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 3.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 3.0 mg/l BAP + 1.0 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 3.0 mg/l BAP + 0.0 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 5.0 mg/l BAP + 0.0 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 5.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 5.0 mg/l BAP + 1.0 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 7.0 mg/l BAP + 0.0 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 7.0 mg/l BAP + 0.5 mg/l NAA

15 g/l sukroz + 1/2 x MS mineralleri ve vitaminleri + 5 mg/l STS + 25
Askorbik asit + 6.5 g/l agar + 200mg/l yeast + 7.0 mg/l BAP + 1.0 mg/l NAA
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Olgun tohumlarda da 2 hafta sonra yapilan gozlemlerde de kontaminasyon oranin % 0
oldugu gozlemlenmistir. Kiiltiire alindiktan 4 hafta sonra baz1 olgun tohumlarda zigotik
stirgiin ve embriyonik kallus olusumu gézlemlenmistir. Yaklasik 8 hafta sonra 1.0-1.5 cm
uzunluga ulasan zigotik siirglinler kesilmistir. 8. haftadan sonra da her {i¢ alt tiirde de
zigotik siirglinlerin olustugu goriilmekle beraber, bu siirgiinler uzadikga kesilerek ortamdan
uzaklagtirilmistir. 8. haftadan sonra yapilan gézlemlerde her ii¢ alt tiirde olgunlagsmamis

tohumlara gore ¢ok daha diisiik oranda zigotik siirglin ve embriyonik kallus olusumu



gorilmiistir.

Kiiltiir baslangicindan itibaren 16. haftanin sonundakullanilan tiim besin ortamlarinda
Crocus speciosus Bieb. subsp. ilgazensis alt tiirinde yavru korm ve/veya siirgiin
olusumu % 0.0-3.3 arasinda degisirken, Yiizde degerleri ¢ok diisiik oldugu icin varyans

analizi yapilmamistir.

Cizelge 5.16. C.speciosus subsp. ilgazensis alt tiirinde Farkli konsantrasyonlarda BAP ve
NAA igeren 2 MS ortamlarin 8 ay sonra kormlar iizerinde siirgiin veya korm olusturma
etkisi

Biiyiime diizenleyici Ortalama

BAP NAA
1.0 0.0 0
1.0 0.5 3.3
1.0 1.0 0
3.0 0.0 0
3.0 0.5 3.3
3.0 1.0 0
5.0 0.0 3.3
5.0 0.5 3.3
5.0 1.0 0
7.0 0.0 0
7.0 0.5 0
7.0 1.0 3.3

Cizelge 5.17° de goriildugu gibi speciosus Bieb. subsp. speciosus alt tiiriinde ise, farkli
besin ortamlarinda yavru korm ve/veya siirgiin olusumu % 0.0-10.0 arasinda degisirken

yiizde degerleri ¢ok diisiik oldugu i¢in varyans analizi yapilmamustir.

87



Cizelge 5.17. C.speciosus Bieb. subsp. speciosus alt tiiriinde Farkli konsantrasyonlarda
BAP ve NAA igeren 2 MS ortamlarin 8 ay sonra kormlar {izerinde siirgiin veya korm
olusturma etkisi

Biiyiime diizenleyici Ortalama
BAP NAA

1.0 0.0 0.0
1.0 0.5 6.7
1.0 1.0 10.0
3.0 0.0 0.0
3.0 0.5 3.3
3.0 1.0 3.3
5.0 0.0 6.7
5.0 0.5 6.7
5.0 1.0 3.3
7.0 0.0 0.0
7.0 0.5 6.7
7.0 1.0 0.0

Crocus speciosus Bieb. subsp. xantholaimos alt tiiriinde ise farkli besin ortamlarinda yavru
kormve/veya siirgiin olusumu % 0.0-6.7 arasinda degisirken,ylizde degerleri ¢ok diisiik

oldugu i¢in varyans analizi yapilmamustir.
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Cizelge 5.18. C.speciosus Bieb. subsp. xantholaimos alt tiiriinde Farkli konsantrasyonlarda
BAP ve NAA igeren 2 MS ortamlarin 8 ay sonra kormlar {izerinde siirgiin veya korm
olusturma etkisi

Biiyiime diizenleyici Ortalama
BAP NAA

1.0 0.0 0.0
1.0 0.5 0.0
1.0 1.0 0.0
3.0 0.0 0.0
3.0 0.5 0.0
3.0 1.0 0.0
5.0 0.0 3.3
5.0 0.5 3.3
5.0 1.0 6.7
7.0 0.0 0.0
7.0 0.5 0.0
7.0 1.0 0.0

Her ii¢ tiirde de olgunlasmamis ve olgun tohumlarda elde edilen sonuglar incelenecek
olursa, olgunlasmamis tohumlarin kallus olusturma ve embriyonik kallus olusturma
kapasitelerinin olgun tohumlardan daha yiiksektir. Ancak, her iki eksplant tipinde de
embriyonik kalluslardan korm olusumunun, mikrogogaltim i¢in uygun olmadig
diistiniilmektedir. Ancak, korma parcalarinda oldugu gibi, Crocus speciosus Bieb. subsp.
xantholaimos tiiriiniin rejenerasyon kapasitesinin daha iyi oldugu soylenebilir. Ancak gen
transferi vb. calismalar icin bu tiir eksplantlarin kullanilabilme potansiyelinin oldugu

goriilmektedir.

89



Sekil 5.16. Olgunlagsmis tohumlarin in vitro kiiltiirii

5.5.4.Yaprak Eksplantlarinin In vitro Kiiltiirii

Yapraklar sterilizasyon asamasindan sonra kontaminasyon gostermemek ile birlikte,

denenmis olan ortamlarin hi¢ birinde kallus gelisimi gézlenmemistir.

Sekil 5.1Yaprak eksplantlarin kiiltiire alinmasi
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5.5.5. Crocus speciosus Bieb. subsp. ilgazensis Mathew, Crocus speciosus Bieb. subsp.
xantholaimos, Crocus speciosus Bieb. subsp. Speciosus alt tiirlerinde ¥ kormlardan ve
olgun tohumlardan gelisen kormlarin, korm gelistirme ortamm (KGQO), korm
olgunlastirma ortamm (KOO), koklendirme ortamina alinmasi ve aklimatizasyon

Cahismalan

Denemelerde farkli ortamlarda Kiiltiire alindiktan sonra yaklasik 28-32 hafta sonra Y4’likk
kormlardan ve olgun kormlardan gelisen yavru kormlar, 32. haftaya kadar Siirgiin ve Korm
Tesvik Ortaminda (SKTO) bekletilmistir. 32. haftadan itibaren her {i¢ tiirlin kormlar1

tizerinde olusan mikro kormlar, korm gelistirme (KGO) ortamlarina alinmaya baslamistir.

Korm gelistirme ortami (KGO)’na MS mineralleri ve vitaminleri, 40 g/l sukroz, 500 mg/l
kazein, 40 g/l mannitol ve 7 g/l agar. KGO’nda 7-8 hafta aktarilan kormlarin hacimsel
olarak biiylidiigli gdézlenmistir. Bu ortamda 2 haftada bir alt kiiltlir yapilarak biiyliyen

kiiltiirler pargalanarak ayr kiiltiir kaplarina dikilmistir.

Ya’liik kormlardan gelisen yavru kormlar, MS mineralleri ve vitaminleri, 20 g/l sukroz, 7
g/l agardan olusan daha sonra Korm olgunlagtirma ortami (KOO)’ naaktarilmis, 6-6 hafta
KOO‘da kalan kormlarin hacimsel olarak biiyiidiigii goriilmiistiir. Bu ortamda 6 hafta
kaldiktan sonra korm yavrular1 birbirinden ayrilarak ve parcalanarak ayni ortamda alt
kiltire alinmistir. KOO ‘nda 1 ya da 2’li pargalara ayrilan kormlarin dis yiizeyinde
kahverengi kabuk olusumunun basladig1 goriilmiistiir (Sekil 5.18.).

KOO’nda gelisen kormlar, 0.5 mg/l NAA, % 0.7 g/l agar ile katilagtirilan 4 MS besin
ortaminda koklendirilmeye alinmaya baslamis, yaklasik 4-8 hafta icinde kormlarin besin
ortamina degdigi dip kisminda kallus olusumu goriilmiistiir, kallus olusan bolgeler izole
edilerek kormlar ayni ortama yerlestirilmistir. Bu ilemden yaklasik 3 hafta i¢inde bazi
korm yavrularinin koklenmeye basladigr goriilmiistiir. Koklenen kormlarm bazilarinin
ileriki gelisme donemlerinde In vitro’da magenta kaplar igerisinde ¢icek sap1 olusturdugu
ve cigeklendigi goriilmiistiir. Her ii¢ alt tiirde de olusan mikro kormlar, korm olgunlastirma
ortamlarindan (KOO) alinip koklendirildikten sonra topraga aktarilmadan dnce 4 °C’de 4-6
hafta 6n ligiitmeye tabi tutulmustur. Yaklasik olarak kiiltiire aldiktan 40-48 hafta sonra tam
On lslitmesi yapilan geligskin kormlar, iklim odasinda kompost, torf ve iceren kiiciik

saksilara alinmistir. Birka¢ giin yiiksek nemde (% 70-90) tutularak bitkiciklerin ilklim
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sartlarma uyumu beklenmistir. Iklim dolabi1 ve odasinda akilimatize edilen bitkicikler

seradaki saksilara alinmustir.

Sekil 5.18. Eksplantlarin koklendirilmesi
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Cizelge 5.19. KOO’nda alindiktan sonra aklimatize edilen yavru kormlarin canli kalma
orani

Aklimatizasyon sonrasi
Alt tiirler ortalama canli kalan bitki
(yavru korm) orani (%)
Crocus speciosus Bieb. subsp. ilgazensis Mathew 18
Crocus speciosus Bieb. subsp. xantholaimos 58
Crocus speciosus Bieb. subsp. speciosus 25

C. speciosus Bieb.subsp. ilgazensisalt tiiriinde aklimatizasyon sonrasi canli kalan korm
sayist %18, C. speciosus Bieb.subsp. xantholaimos alt tiiriinde %58 ve C.speciosus
Bieb.subsp. speciosus alt tiiriinde ise %25 olarak elde edilmistir.

5.6. DNA Izolasyonu

Her bir alt tiiriin ¢igeginden DNA izole edilmis olup, DNA’larin agaroz jel (%]1) goriintiisii
ve Nanodrop (ND-1000) spektrofotometrik degerleri asagida verilmistir  (Sekil
5.19.,Cizelge 5.20.)

Sekil 5.19. DNA’larin agaroz jel (%1) goriintiisii

Cizelge 5.20. Izole edilen DNA’larin spektrofotometrik (ND-1000) degerleri

No DNA Miktar (ng/ | A260/280 | A 260/230
pl)
1 C. speciosus Bieb. subsp. 1498 1.77 0.86
xantholaimos
2 C. speciosus Bieb. subsp. ilgazensis 2270 1.73 0.78
3 C. speciosus Bieb. subsp. speciosus 2247 1.83 0.74
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SSR amagcl kullanilan DNA’lar da; saflik (A260/A280) oraninin yaklasik 1.7-2.0 olmasi
gerekmektedir. Calismada kullanilan DNA saflik oranlari genel olarak bu sinirlar
igerisinde yer alirken, jel goriintiilerinde kiriksiz (smear) bir bant goriintiisii kaliteli DNA

izolasyonunun gostergesidir.
5.7. SSR Analizleri

Her lokustaki allel biiyiikliikleri pik verisi olarak kapiller elektroforez aletinin fragment

analiz programi ile belirlenmistir. Lokus-allel profillerinin kapilleri elektroforezdeki farkli

goriniisleri Sekil 5.20, Sekil 5.21, Sekil 5.22 *de sunulmustur.
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Kapiller elektroforez aletindeki net allel profil goriintiileri ¢alismanin metot agamalarinda
iyi lokuslardaki  allel

(homozigot/heterozigot) ve biiyiikliiklerinin basarili bir sekilde tespit edilmesine olanak

optimizasyonlarin ~ gostergesi  olup, tiim tiplerinin

saglamistir.
5.7.1. Genetik Analizler

Arastirmada 6 SSR lokusu ait allel biiyiikliikleri baz cifti (bg) olarak cizelge 5.21° de
sunulmustur. ABRII/Cs 20 lokusunda, C. speciosus subsp. xantholaimos alt tiiriinde 3.ve 4.
allellerin (swrastyla 165 ve 175) varligi saptanmustir. Genetik iligki analizlerinde;
ABRII/Cs 20 lokusunda bu 4 allele ait, farkli ikili allel kombinasyonlar1 denenmis, farkli

bir genetik iliski gézlenmemistir.

Cizelge 5.21. Lokuslara ait allel verileri (1-C. speciosus Bieb. subsp. xantholaimos, 2-C.

speciosus Bieb. subsp. ilgazensis, 3-C. speciosus Bieb. subsp. speciosus)
DNA ABRII/Cs 20 CSMIC36 | CsatAP1/F | CastAP3b | CSMIC25 | ABRII/Cs8
No ULb
1 155:165/175:191 295:295 125:127 187:199 134:134 124:148
2 189:189 295.295 141:147 191:199 134:134 124:150
3 157:171 293:293 117:127 187:197 118:134 124:148
SSR lokuslarindaki genetik parametreler; allel sayilari, beklenen ve gbzlenen

heterozigotluk oranlari, tespit olasiligr degeri ve sessiz allel frekansi ¢izelge 5.22." de

sunulmustur.
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Cizelge 5.22. Calisilan lokuslardaki allel sayilar1 (N), beklenen heterozigotluk (He),
gozlenen heterozigotluk (Ho), tespit olasilig1 (PT) degeri ve sessiz (null) allel frekansi(r)

Lokuslar N He Ho Pl r
ABRII/Cs 20 5 0.777 0.666 0.151 0.062
CSMIC36 2 0.444 0.000 0.604 0.307
CsatAP1/FULDb 5 0.777 1.000 0.151 -0.125
CastAP3b 4 0.722 1.000 0.229 -0.161
CSMIC25 2 0.277 0.333 0.637 -0.043
ABRII/Cs 8 3 0.611 1.000 0.378 -0.241

Toplam 21 3.608 3.999 - -

Ortalama 3.5 0.601 0.666 - -

SSR analizleri sonucunda, allel sayilar1 dikkate alindiginda en yiiksek allel; ABRII/Cs 20
(5 allel) ve CsatAP1/FULD (5 allel) lokuslarinda elde edilmistir. Bu lokuslari, 4 allel ile
CastAP3b lokusu ve 3 allel ile ABRII/Cs 8 lokusu izlemistir. Tiim lokuslara ait toplam
allel sayis1 21, ortalama allel sayisi ise 3.5 olarak bulunmustur. Ortalama He ve Ho degeri
strast ile; 0.601 ve 0.666 olarak bulunurken, lokuslar itibari ile deger araliklar1 He i¢in;
0.277-0.777, Ho i¢in 0.000-1.000 arasinda tespit edilmistir. Tespit olasiligi (PI)
degerlerinin tamami 0.05 esik degerinin iizerinde bulunurken, null allel degerleri ise 4
lokusda negatif (CsatAP1/FULD, CastAP3b, CSMIC25, ABRII/Cs 8) olarak bulunmustur.
Pozitif c¢ikan lokuslarda ise, null allel degerleri sifira yakin olarak bulunmus olup, bu

durum tiim lokuslarda null allel olma olasiliginin azligini kanitlamaktadir.

3 alt tiir igerisinde; ayni1 genotip (isim ve SSR lokuslarindaki allel biiyiikliikleri ayni),
sinonim (farkli isimle adlandirilan fakat lokuslar1 birbiri ile ayni genotipler) ve homonim
(aynt isimle adlandirilan fakat lokuslar1 birbirinden farkli genotipler) durumlarina
rastlanmamistir. SSR allelerinin yakinlik oranlarma dayali benzerlik indeksi ve iliski

dendogramu sirasi ile gizelge 5.23. ve sekil 5.23.” de sunulmustur.

Cizelge 5.23. Genotiplere ait benzerlik oran1 indeksi (%)

1 2 3
1 | C. speciosusBieb. subsp. xantholaimos 100 -
2 C. speciosus Bieb. subsp. ilgazensis 50 100 -
3 C. speciosus Bieb. subsp. speciosus 41.7 16.7 100
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C_ speciosus Subsp. Xanthalaimos
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Sekil 5.23. Genotiplere ait genetik iliski dendogrami

Cesitlerde en yiiksek benzerlik orani; %50 ile C. speciosus Bieb. subsp. ilgazensis ile C.
speciosus Bieb. subsp. xantholaimos arasinda gézlemlenirken, bunu %41.7 orani ile C.
speciosus Bieb. subsp. speciosus ile C. speciosus Bieb. subsp. xantholaimos alt tiirleri
izlemistir. 3 alt tiir arasinda en diisiik benzerlik orani ise, C. speciosus Bieb. subsp.
ilgazensis ile C. speciosus Bieb. subsp. speciosus arasinda %16.7 olarak belirlenmistir
(Cizelge 5.23.).

5.8. Sitolojik Analizler

Crocus speciosus Bieb. tiiriiniin segilen 3 alt tiirinde, hiicre ¢ekirdegindeki DNA igerigini
analizleri i¢in, her alt tiire ait yapraklarda, CyStain PI (Propidium iodide) absolute P’nuclei
extraction ve staining kit (Partec GmbH, Munster) kullanilarak 2C ¢ekirdek DNA icerikleri
belirlenmistir (Sekil 5.24.,Sekil 5.25. ve Sekil 5.26.). Analizlerde domates internal kontrol
olarak kullanilmigtir. Partec CyFlow Space flow cytometer (Munster, Germany) aleti ile alt

tiirlerde G1 pik ortalamalarina ve internal kontrole ait DNA igerikleri saptanmistir (Cizelge
5.24)).
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Sekil 5.24. C. speciosus Bieb. subsp. ilgazensis ve internal kontrole (domates) ait
histogram goriintiisii
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Sekil 5.25. C. speciosus Bieb. subsp. xantholaimos ve internal kontrole (domates) ait
histogram gortintiisii
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Sekil 5.26. C. speciosus subsp. speciosus ve internal kontrole (domates) ait histogram
goruntisu

Cizelge 5.24. Genotiplere ait DNA igerikleri (1pg DNA = 978 Mbp, (142)

Genotipler pg (s.e) 2C**
) _ ) 8.77
C. speciosus Bieb. subsp. xantholaimos

8.80
) _ _ 5.22

C. speciosus Bieb. subsp. speciosus
5.14
) _ ) ) 4.99
C. speciosus Bieb. subsp. ilgazensis 162

** Analizler iki tekrarli yapilmustir.
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5.9. Dizi Analizleri

3 safran genine yonelik degisik primer kombinasyonlarinin 6rnek PCR {irtinleri Sekil
5.27.” de sunulmustur. CSMBF (Crocus 300F; 5’-GCTGAAGCGGATCGAGAACAC-3’)
ve CSMBR (CR-1R-AY337928; 5’-GGAGTATTCGGACAGCTTGC-3") primerleri ile
cogaltilan 154 bg bolgesi (diizenli tekrarlanabilen ve negatif kontrollerde bant kalintilarina

rastlanmayan) en iyi sonuglar1 vermistir.

M: Markir, NK negatif kontrol

Sekil 5.27. Degisik primer kombinasyonlarinin (bkz. Cizelge 4.5.) PCR’da ¢ogaltilmis
ornek agaroz jel goriintiileri (CSMB: Calismada kullanilan 154 bg bolgesi)

CSMBF/CSMB  primerleri ile c¢ogaltilan 154 bg c¢igdem gen bolgesi PCR sonra
temizlemelerde de klonlamaya veya direk dizilemeye uygun kalite ve miktarda
amplifikasyon iiriinii vermistir. Wizard PCR Clean Up (Promega) kiti ile yapilan
piirifikasyon sonras1 Nanodrop (ND-1000) degerleri ve agaroz jel goriintiisii ¢izelge 5.25.
ve Sekil 5.28.” de verilmistir.

Cizelge 5.25. 154 bg gen bolgesinin PCR temizleme sonrasi alt tiirlerde spektrofotometrik
(ND-1000) degerleri

No Piirifiye PCR iiriinleri Miktar (ng/ul) | A260/280
1 C. speciosus Bieb. subsp. xantholaimos 50 1.91
2 C. speciosus Bieb. subsp. ilgazensis 38 1.87
3 C. speciosus Bieb. subsp. speciosus 26 1.85
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500 bg

154bc

100 b bolgesi

Sekil 5.28. 154 b¢ gen bolgesinin PCR temizleme sonrasi iki alt tiiriin agaroz jelde (%2)
gorunusu

5.9.1. Dizi Analizi Reaksiyonlari

CSMB ileri primeri kullanilarak alt tiirlerde yapilan dizi analizi c¢alismalarinda,
okumalarin %100 dogru olmasi i¢in Quality-Based Trimming (Both Ends) uygulanmistir
(Sekil 5.29.).

21.97, 49850.00 Raw Data

125000 -
100000 |
g 75000 |
£
z
< 50000
B ‘
25000 | | l|‘ ” M‘l L \ ‘ | \
: 11 JUBERNE L
— . t.Lﬁ-‘n'f‘"'r‘| it I'n.‘!rwMw“'.fnl"‘
o | 1 1 e L L L T
1|5 2:3 2|s 30 3|5 4:3
Time (Minutes)

Sekil 5.29. Crocus speciosus Bieb. subsp. ilgazensis genotipine ait dizi analizi sonrasi
ornek ham veri goriintiisii

Dizileme sonrast AP1 geninin ¢igdem alt tiirlerindeki dizileri (Cizelge 5.26.) ve bu genin
safran-¢igdem’de homoloji gosteren bolgeleri BLAST analizleri ile belirlenerek (Sekil

5.30, 5.31.,5.32.) sonuglarin dogrulugu ortaya konmustur.
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Cizelge 5.26. Cigdem alt tiirlerinde AP1 gen dizileri

Alt tiir

AP1 geni Safran-Cigdem ortak dizisi

Crocus speciosus Bieb. subsp.

aggtcaccttctcgaaagcgcgegtgccgggactectcaaga

1 ] ) aagccaacgagatatccgtactgtgcgatgcggaggtegcetct
ilgazensis
catcatcttctccaccaagggcaagcetgtcc
5 C. speciosus Bieb. subsp. gggcatctcctcaagaaagccaacgagatatcgegtactggtg
Speciosus gcgatgg
3 C. speciosus Bieb. subsp. ctcctcaagaaagccaacgagatatccgtactgtgegatgegg

xantholaimos

aggtcgctctcatcatcttctce
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Sekil 5.30. Crocusspeciosus Bieb. subsp. ilgazensis alt tiirii-safran CsAP1 homoloji
bolgeleri (BLAST)
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Sekil 5.31. C. speciosus Bieb. subsp. speciosus alt tiirii-safran CsAP1 homoloji bolgeleri
(BLAST)
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Sekil 5.32. C. speciosus Bieb. subsp. xantholaimos alt tiirii-safran CsAP1 homoloji
bolgeleri (BLAST)




5.10. Real Time PCR Analizleri
5.10.1. RNA izolasyonu, miktar ve kalite tayini

Izole edilen RNA 6rnekleri % 1°lik agarozda yiiriitiilerek (Sekil 5.33.), Nanodrop ND-1000
cihazi ile spektrofotometrik olgiimleri (Cizelge 5.27.) gercgeklestirilmistir. Elde edilen jel
goriintlileri ve spektrofometrik veriler Real-Time PCR analizlerinde kullanilacak kadar

miktar ve saflikta RNA elde edildigini gostermektedir.

Sekil 5.33. Soldan-saga: 1-C. speciosus Bieb. subsp. xantholaimos,2-C. speciosus Bieb.
subsp. speciosus, 3-C. speciosus Bieb. subsp. ilgazensis’e ait RNA’larin agaroz jel (% 1)
goruntisu

Cizelge 5.27. RNA’lara ait spektrofotometrik 6l¢iim degerleri

Alt tiir ng/pul 260/280 | 260/230
C. speciosus Bieb. subsp. xantholaimos 80.50 1.80 1.55
C. speciosus Bieb. subsp. speciosus 95.22 1.72 1.40
C. speciosus Bieb. subsp. ilgazensis 72.23 1.74 1.48
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5.10.2. cDNA Sentezi

OrneklereaitcDNA’larin  spektrofometrik olgiimleri ¢izelge 5.28.° de sunulmustur.
cDNA’larin safliklar1 (260/280, 260/230) yeterli bulunurken, miktarlar1 (ng/ul) beklenen
oranlarda (yaklasik 2000ng) elde edilmistir.

Cizelge 5.28. Alt tiirlere ait cDNA’larin spektrofometrik 6l¢iim degerleri

Alt tiir ng/ul 260/280 | 260/230
C. speciosus Bieb. subsp. xantholaimos | 1951.50 2.23 2.39
C. speciosus Bieb. subsp. speciosus 1900.00 2.22 2.36
C. speciosus Bieb. subsp. ilgazensis 1990.22 2.22 2.38

5.10.3. Ger¢cek Zamanh Amplifikasyon Egrileri

B-aktin ve 71 b¢ primerlerinde Orneklere ait amplifikasyon egrileri Sekil 5.34 ve Sekil
5.35." de sunulmustur. Amplifikasyon egrilerinde Ct degerleri 20-35. dongiiler arasinda
elde edilmis (Cizelge 5.29. ve Cizelge 5.30.) ve ‘Roche absolute kuantifikasyon’ analiz

boliimii ile bu Ct degerlerinin kullanilabilecegi belirlenmistir.

Amplification Curves
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Sekil 5.34. Hedef gen (71 bg’lik) bolgesindeki 3 alt tiiriin amplifikasyon egrileri
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Cizelge 5.29. Hedef gen (71 bg’lik) bolgesindeki 3 alt tiirlin teknik tekrar1 (Ct degerleri)

. Teknik ..
Alt tiir tekrar Ct degeri
1 34.65
C. speciosus Bieb. subsp. xantholaimos 2 34.62
3 34.67
1 34.54
C. speciosus Bieb. subsp. speciosus 2 34.57
3 34.59
1 34.33
C. speciosus Bieb. subsp. ilgazensis 2 34.30
3 34.31
Amplification Curves
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Sekil 5.35. -aktin gen bolgesindeki 3 alt tiiriin amplifikasyon egrileri
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Cizelge 5.30. B-aktin gen bolgesindeki 3 alt tiiriin teknik tekrar1 (Ct degerleri)

Alt tiir Teknik tekrar Ct degeri

1 34.47

C. speciosus Bieb. subsp. xantholaimos 2 34.45
3 34.48

1 35.14

C. speciosus Bieb. subsp. speciosus 2 35.13
3 35.19

1 34.98

C. speciosus Bieb. subsp. ilgazensis 2 34.96
3 34.95

5.10.4. Erime Egrisi (melting curve)

Real Time PCR analizlerinde, primerlerde dimer varliginin kontrolii ve 6zgiin olmayan
amplifikasyon {iriinlerinin  tespitinde erime egrisi (melting curve) analizleri
gerceklestirilmistir (Sekil 5.36. ve Sekil 5.37.). Erime egrisi analizlerinde iist iiste ¢akigsan

tek pik goriintiileri elde edilmis ve dimer varlig1 saptanmamastir.
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Sekil 5.37. B-aktin primerinde 3 alt tiiriin erime egrileri
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Ct verilerindende anlasildig1 (Cizelge 5.29. ve Cizelge 5.30.) iizere hedef (71 bg’lik) gen
bolgesi (housekeeping ifadesi ile birlikte) alt tiirlerde ifade olmus ancak bir uygulama
icermeyen (stres uygulamasi vb) alt tiirlere ait ¢igek ornekleri kullanildig: i¢in ifadeler

birbirine benzerlik géstermistir.
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6. TARTISMA VE SONUC

Doku kiiltiirii ¢aligmalarinda yiizey sterilizasyon i¢in eksplantlara zarar vermeden en
basarili ve en diisiik dozun belirlenmesi gerekmektedir. Elde edilen sonuglarina gore yiizey
sterilizasyonunda farkli ortamlar ve jellestirici madde ve eksplantlarin biytkligi ile
kiigiikliigiine bagl farkli sonuglar elde edilmistir. Dolaysiyla ¢ikan sonuglarina gore ylizey
sterilizasyon optimizasyonu i¢in eksplantlarin sec¢im, sterilizasyon ortamin zamani ve

benzer unsurlara karsi ¢ok dikkatli olunmasi gerekmektedir(143).

Doku kiiltiiri  galismalarimin basarili olmasi i¢in uygun bir yiizey sterilizasyonu
yapilmalidir. Yiizey sterilizasyonunda kullanilan dezenfektanin konsantrasyonu ve
sterilizasyon siiresi, eksplantin canliligin1 ve rejenerasyon kapasitesini dnemli derecede
etkilemektedir (144). Doku kiiltiirii calismalarinda, en kisa siire ve en diisiik dezenfektan
dozuyla en iyi yiizey sterilizasyonu hedeflenmektedir (143). Tohum ve eksplant
sterilizasyonunda hidrojen peroksit, civa, glimiis nitrat, antibiyotikler ve sodyum hipoklorit

(ticari gamagir suyu) dezenfektan olarak kullanilmaktadir (143).

Her bitki tohumunun bakteri, mantar ve benzeri mikro organizmalardan temizlenebilmesi
icin gerekli dezenfektan dozu ve sterilizasyon siiresi farklidir. Bu nedenle, 6ncelikle doku
kiiltirii calismasia konu olan bitkiye ait en uygun dezenfektan dozu ve sterilizasyon
stiresinin belirlenmesi gerekir (143).Yiiksek konsantrasyon ve uzun siireli dezenfektan
icerisinde birakilan tohumlarda ¢imlenme diisiikligli goriilmekte, aymi sekilde yiizey
sterilizasyonuna maruz birakilan eksplantlarin dokular1 zarar gorerek rejenerasyon

kapasitesi diismekte, hatta eksplantlar 6lmektedir (143).

Calismada kormlar steril edilmis ¢igek topraginda (2.5 saat 160 °C da) +4°C’ da 60 giin
bekletilmistir. Daha sonra dis pul yapraklari soyulmustur. 2-3 dk. bulasik deterjani ile
yikanarak steril kabin icerisinde manyetik karistirict yardimi ile 30 dk. siiresi ile %70’lik
H20; ile steril edilmistir. 3x5 kere steril saf su ile durulanmistir.Bu protokol ile steril
edilen kormlarin ortamlarina 600 mg/1 bakteriostatikamoklavin eklenmistir.kontaminasyon
%sini diisiirmek i¢in hazirlanan ortamlaralml/l PPM eklenmistir. Olgunlasmamis tohumlar
ve olgun tohumlar ise kullanilan en iyi sterilizasyon yonteminde ise eksplantlar 2 dk.
bulasik deterjani ile yikanip 15 dk. %50°1lik H,0, ile manyetik karistirict yardimu ile steril

kabin igerisinde yiizey sterilizasyonuna tabi tutulup, 3x5dk. steril saf su ile durulanmistir.
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Farkli eksplantlarin steril edilmesi i¢in farkli yontemler kullanilmistir. Daha onceki
caligmalarda Geofitler i¢in yapilan calismada uygulanacak sterilizasyon yontemi in vitro
kosullarda kullanilacak bitki kisimlarina baglhdir. Ornegin yapraklarda %20’ lik camagir
suyu yeterli iken soganlarda bu oran %80’ lere ¢ikmaktadir (145).

Bitki tiirleri ve kiiltiirii yapilacak bitki kisimlarinin se¢imi adventif siirglin gelismesi i¢in
son derece Onemlidir. Doku kiiltiirii caligmalarda, bitkilerde diisiik adventif siirgiin
rejenerasyonu karsilasilan en onemli problemlerden biridir. Doku kiiltliriinde, uygun
eksplant secimi, rejenerasyonu etkileyen onemli faktorlerden olup, her organ ya da
dokunun rejenerasyon kapasitesi farklidir. Bitki biiylime diizenleyicileri in vitro kiiltiirde
bitki rejenerasyonunu en fazla etkileyen faktorlerin basinda gelmekte olup oksin-sitokinin
dengesi, yiiksek oranda bitki rejenerasyonu igin sarttir (143). Bunun igin C. speciosus
Bieb. Alt tiirlerinde korm, olgunlagsmamis tohum, olgun tohum ve yaprak eksplantlar
kullanilmistir. Yapilan tez ¢alismasinda siirgiin olusturan eksplant yiizdesi (%100) en fazla
30 g/l sukroz+ 1/2 x MS ortam1 + 25 mg/l Askorbik asid+ 600 mg/l amoklavin + 2.2 g/l
gelrit Y2 x MS igeren ortami ve 30 g/l sukroz+ 1/2 x MS ortami+ 25 mg/l Askorbik asid+
600 mg/l amoklavin + 1g/1 Aktif komiir+2.2 gelrit (2 MS+ Aktif komiir) iceren

ortamlarda gorilmiistiir.

Genel olarak bakildiginda, olgunlagsmamis embriyolarin son derece uygun embriyona
kallus olusturdugu ve bu kalluslar iizerinde somatik embryogenesis yoluyla ¢ok sayida
slirglin ve sogancik meydana geldigi goriilmiistiir. Yiiksek oranda in vitro sogancik iiretimi
icin olgunlagsmamis embriyolarin ¢ok uygun eksplant oldugu sdylenebilir. Benzer olarak,
olgunlasmamis embriyolar kullanilarak yiiksek oranda bitki rejenerasyonu bugday (146),
bezelye (147), Korunga (148)gibi birgok bitki tiirlinde rutin olarak elde edilebilmektedir.
Sternbergia candida ve S. fischeriana tiirlerinde tek bir olgunlasmamis embriyo
eksplantindan 1 yil igerisinde ortalama 80 adet sogancik iiretimi gerceklestirilebilmistir

(149,150).

Crocus sativa L.’de siirgiin ve korm gelisimi i¢in yapilan ¢alismada 100 mg/l askorbikasit,
0.25 mg/l 2,4-D ve 1 mg/l BAP iceren MS ortaminda kallus gelisimi i¢in en iyi ortam
olarak belirtilmigtir. Ayrica siirgiin gelisimi i¢in 100 mg/l Askorbikasit + 1 mg/l BAP
iceren MS ortam1 kullanilmistir(113). Crocus sativa L.’de yapilan diger bir ¢alismada ise
in vitro korm olusumu i¢in 3 mg/l BA ve 80 mg/l sukroz igeren MS ortaminda en iyi sonug

elde edilmistir(114).

112



Crocus sativa L.’de bir diger calismada ise direktorganogenesiz igin 1 mg/1 2,4-D ve 1mg/I
BAP igeren ortamda, ayrica indirektorganogenesiz i¢in ise 0.25 mg/1 2,4-D ve 1mg/| BAP
iceren MS ortaminda en iyi sonug elde edilmistir(151).Muscari aucheri (Boiss.)’ de en
yiiksek sogancik gelisimi ise 0.5 mg/l BAP + 0.2 mg/l IAA iceren MS besin ortaminda
saptanmistir(152). Diger bir ¢alismada ise M.aucheri’de ise en yiiksek eksplant basina
sogancik sayist (34.5 adet) iki pul yaprakli eksplantlardan 1 mg/l KIN igeren MS besim
ortamindan ele ederken, dort pul yaprakli eksplantlardan da ise en yiiksek eksplant basina
sogancik sayisi (41 adet) ise 2 mg/l KIN igeren MS besin ortaminda elde etmislerdir(153).

BirgokCrocus ¢esitleri i¢in basta SSR (32) olmak {iizere, RAPD(154), RAPD
(123,155,156), ISSR (32,123) ve AFLP (157) gibi bircok molekiiler marker c¢aligmasi
yapilmistir. Ancak iilkemiz i¢in endemik olan ve kaybolma tehlikesi yiiksek Crocus
speciosus Bieb. Subsp. speciosus, C. speciosus Bieb. subsp. ilgazensis, C. speciosus Bieb.
subsp.xantholaimos alt tiirlerine ait sadece taksonomik calismalar (118)yapilmis olup

herhangi bir molekiiler tanimlama ¢alismas1 gergeklestirilmemistir.

Calismada SSR analizlerinde kullanilan lokuslar (ABRII/Cs 8, ABRII/Cs 20, CSMIC25,
csmic36, CsatAP1/FULb ve CastAP3b) belirli sayida genotipleri tanimlamada yaygin
kullanilan lokuslarin basinda yer almaktadir (32,33,158). Arastirmamizda 6 SSR lokusu 3
alt tiirde basar1 ile amplifiye edilmis ve her lokusdan yeterli genetik ayrimi saglayacak allel

profillleri elde edilmistir.

[ran’ nm farkli 10 cografik bolgesinden toplanan 66 Crocus spp. gesitlerinde yapilan
aragstirmada (158) kullanilan 12 SSR lokusundan; CSMIC25, CSMIC36 lokuslar1 2 allel
sayist ile diger lokuslara oranla daha diisiik ayrim giicii gostermistir. Benzer diger bir
calismada yine Iran ve cevresinden alinan 67 Crocus spp. ¢esitlerinde 24 SSR lokusu ile
yapilan analizlerde de CSMIC25, CSMIC36 lokuslart en diisiik allel veren lokuslar (1
allel) olarak belirlenmistir (33).Calismada 3 alt tiirde bu lokuslar en diisiik allel (2 allel)
veren lokuslar olarak gozlemlenmistir. Ancak lokuslar arastirmada kullanilan diger
lokuslardan bagimsiz olarak diisiiniildiigiinde, bu 3 birey sayisina gore 2 allel diger
caligmalara gore oldukga yiiksek bir ayrimdir. Ayni arastirmada (33) kullanilan ABRII/Cs
8 ve ABRII/Cs 20 lokuslari ise sirasi ile 3 ve 2 allel ile en polimorfik lokuslar arasinda yer
almig, calismada ise ABRII/Cs 20 lokusu 5 allel ile en polimorfik lokus olarak

belirlenmistir.
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Allel sayisina gore ters oranda degisim gosteren tespit olasiligi (PI) degerleri ise 6 lokusda
0.151 (ABRII/Cs 20 ve CsatAP1/FULD) ile 0.637 (CSMIC25) arasinda degismekte olup,
tim lokuslarda, belirtildigi tizere 0.05 degerinden yiiksek bulunmustur. Bu durum, bu

secilen lokuslarin 3 alt tiirde yiiksek derecede polimorfik olduklarini onaylamaktadir(159).

Heterozigotluk degerlerine bakildiginda; He (beklenen heterozigotluk) ve Ho (gézlenen
heterozigotluk) ortalama degerleri siras1 ile 0,601 ve 0,666 olarak tespit edilmis ve He
degerlerinin 2 lokus disinda (ABRII/Cs 20 ve CSMIC36) Ho degerlerine gore diisiik
oldugu belirlenmistir. (158) tarafindan yapilan c¢alismadaki CSMIC25, CSMIC36
lokuslarina ait her bir beklenen (He) ve gozlenen (Ho) degerleri kiyaslandiginda; He
degerleri Ho degerlerine gore kismen diisiik bulunurken, (160) tarafindan yapilan
calismaya gore ise yiiksek bulunmustur. Bu durum nedeni ile bu lokuslardaki yiiksek
heterozigotluk oraninin, popiilasyondaki ayrim giiciinii azalttigi distiniilmektedir. Ayni
calismada kullanilan ABRII/Cs 8 ve ABRII/Cs 20 lokuslarinda ise genotip sayisinin
yiilksek olmasina ragmen He degerleri sirasiyla 0.57 ve 0.55 olarak bulunmus olup,

arastirma sonuglarimizla kismen benzerlik gostermektedir.

Ho’nun He’dan diisiik oldugu durumlarda null allel frekansinin pozitif oldugu
goriilmektedir. Ho’nun He’dan yiiksek olmasina sebep olarak allel frekanslarinin
popiilasyonda esit dagilim gostermemesi, PI degerini etkileyerek, null allel frekansini
degistirmektedir. Ancak pozitif null allel degerleri gézlemlenen ABRII/Cs 20 ve CSMIC36
lokuslarinda, null allel degerlerinin diisiik olmasi (sifira yakin), null allel varlig1 sliphesini

gidermektedir (161).

Cekirdekteki DNA miktar1 bitkinin hiicreleri arasinda, hem de ayni tiiriin farkl bireyleri
arasinda degismeden sabit kalmakta ve tiirlere 6zel olmasindan dolayr (162) flow sitometri
aragtirmalart 6nemli yer tutmaktadir (125). Tiim Crocus tiirlerinin diploid olmakla birlikte
Crocus sativus triploid (2n=3x=24) ve 2C DNA igeriginin yaklasik 11.35 £0.04 olarak
bildirilmektedir(157). Yapilan ¢alismada, flow sitometri yonteminin genom biiyiikliiklerini
tanimlama c¢alismalarinda  Crocustiirlerinde  kesin  sonu¢  verdigini  agiklamistir.
Calismasinda, triploid Crocus sativus ve diploid C. cartwrightianus ile C. thomasii
genotiplerinde flow sitometri sonucunda, C. cartwrightianus ile C. thomasii diisiik diizeyde
farklilik bulunurken, Crocus sativus ile diger diploid genotipler arasinda da yine diisiik
diizeyde farklilik bulunmustur(126).
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Calisilan tezde yalnizca bir lokusta tetra-allelik gosteren C. speciosus Bieb. Subsp.
xantholaimos alt tiiriiniin (SSR analizlerinde tetraploid kabul edilebilmesi i¢in tim
lokuslarda veya lokuslarin ¢ogunlugunda 4’lii allel beklenirdi) SSR analizlerine gore
tetraploid olmadig1 anlasilmaktadir. Ayrica bu alt tiiriin flow sitometri analizlerindeki
yiikksek DNA igeriginin bulunmasina karsilik (8 civar1) bu oranin triploid C. Sativus
oranindan (11.35; (157))diisiik olmasi tiiriin poliploid olmadigmi gostermektedir. C.
speciosus Bieb. Subsp. xantholaimos alt tiiriinde, ABRII/Cs 20 SSR lokusunda tetra-
allellik gosterme durumu ise yaprak katmanlar arasinda goriilen (bitki poliploidi durumu
olmayan)ve diger bitki tiirlerinde de rastlanan kimerizme(163) dayandirilabilir. Ayrica bu
calismada bulunan flow sitometrik verilere (5-8) benzer genom biiyiikliigii gosteren Crocus
tirlerinin diploid olarak degerlendirilmesi (157)Calismada yer alan tiirlerinde diploid

olabilecegini gostermektedir.

Calismada safran MADS-box genleri dikkate alindiginda ii¢ geninde AP1 geninin
homologu oldugu anlagilmaktadir. Bu nedenle 1ii¢ genin (CsAPla, CsAPIb,
CsAPlc)homolog kisa bolgelerin yliriitiilen ¢aligmalar sonucu (genlerden birisi baz
aliarak veya genler {lizerinde daha uzun bdlgelerde yiiriitiilen ¢alismalar tekrarlanmayan
sonuclar vermistir) ¢ tliirde basarili sonuglar almmustir. Alt tiirler agisindan
diistiniildiigtinde i1se, BLAST analizleri sonucu ¢igdemin ii¢ alt tiirlindeki AP1 gen
bolgesinin (154 bg) safrandaki CsAPla (AY337928) ve CsAPlb (AY337929)

homologlarina daha ¢ok benzedigi goriilmiistiir.

Real-Time PCR gen ifadesi analizlerinde ¢igdemde belirlenen MADS-Box gen bolgesine
yonelik primerler dizayn edilerek, bu bolgenin ifadesi 3 tiirde karsilagtirilmistir.3-aktin
geni optimizasyonu saglanarak gen ifadesi farkliliklarinin/Ct degeri farkliliklarinin dogru
olarak degerlendirilebilmesi saglanmistir. House keeping gen (B-aktin) Ct degerlerinin
optimizasyonunda, alt tiirlerin ayni tiire ait olmasi nedeni ile Ct degerlerinin yakin/benzer
olmas1 beklenmektedir. Sonugta beklendigi sekilde B-aktin Ct degerlerinin her 3 alt tiirde
oldukga yakin oldugu belirlenmistir. Hedef gen ifadesinin gostergesi olan hedef gene ait Ct
degerleri arasindaki farka bakildiginda da oldukca az farklar oldugu belirlenmistir.
AncakCt degerlerindeki bu kiiglik farkliliklar, alt tiirler arasinda belirli oranda gen ifadesi
farkliliklar1 oldugunu gostermektedir.C. speciosus Bieb. Subsp. ilgazensis en kiigiik
Ct(34.33-34.30-34.31),C. SpeciosusBieb. Subsp. xantholaimos ise en yiiksek Ct degerine
(34.65-34.62-34.67) sahiptir. Bu ise kiigiik Ct degerinin erken/yiiksek ifadeye kargilik
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gelmesinden kaynaklanmakta dolayisiyla C. speciosus Bieb. subsp. ilgazensis’ tekiifadenin

diger alt tiirlere gore kismen daha ytiksek oldugunu gostermektedir.

Calisma sonuglarindan yiiriitiilecek Oneriler ise; calismaninnin her bulgusu Tiirkiye
acgisindan 6nemli bu alt tiirlerde ileriye yonelik kullanilabilmesidir. Tiirde yiiriitiilecek
genetik tanimlama ¢aligmalarinda SSR veri optimizasyonlar1 énemli bir baglangi¢ bilgisini
olustururken, bulunan gen bolgesi ¢igek genlerinde yiiriitillecek genetik modifikasyonlar
i¢cin prob 6zelligi tasimaktadir. Sonuglarin 1slah ve genetik alanlarina katkisi yaninda, Real-
Time PCR diizeyindeki optimizasyonlar fizyolojik, morfolojik &zelliklerle ilgili

arastirmalarda da morfoloji-gen ifadesi iligskilendirmelerinde de ornek teskil edebilecektir.
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