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Siklamende Tiirler Arasi Melezleme Olanaklarinin Arastirilmasi
Mehmet TUTUNCUY, Tolga iZGU?, Basar SEVINDIK?, Yesim YALCIN MENDI*
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Siklamen Myrsinaceae familyasina ait Ozellikle Akadeniz havzasina dagilmig 23 tir ile yayilig
gostermektedir. Toplamda 23 tiiriin 12’si Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gostermektedir ve 6 tanesi
endemiktir. Tiirler arasi melezleme yeni ¢esitler elde etmek i¢in 6nemli bir tekniktir. Siklamen gibi tiirlerde
melezleme sonrasi abortif hibrid embriyo olusumuna neden olan problemler bulunmaktadir. Melezleme
sonrast olusan abortif embriyolarin rejenerasyonu ve yeni hibridlerin elde edilmesi amaciyla embriyo
kurtarma teknigi uygulanmaktadir. Bu ¢alismada ticari siklamen tiirii olan ‘Maxora’, Tiirkiye’de dogal olarak
yayilis gosteren C. persicum ve C. coum tiirlerinde karsilikli melezleme yapilmis ve embriyo kurtarma
amaciyla tozlamadan 35 giin sonra oviil kiiltlirii yapilmistir. Cigek tomurcugu igerisinden oviiller izole
edilmis ve %2 MS + 2.0 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/l 2iP ve 2 MS + 0.4 mg/l BA + 0.4 mg/l GAs iceren besi
yerlerinde kiiltiire alinmistir. Eksplantlardan %2 MS 2.0 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/l 2iP besi yerinde %30 oraninda
kallus olusumu saglanmistir. Elde edilen kalluslardan embriyoya doniisiim oran1 %19, bitkicik olusumu ise
%12 olarak belirlenmistir. /n vitro rejenerasyon calismalar1 sonucunda elde edilen bitkilerde aklimatizasyon
orani %29.41 olmustur.

Anahtar kelimeler: C. persicum, C. coum, oviil, tozlanma, déllenme

Investigation on Interspecific Hybridization in Cyclamen Species

ABSTRACT

Cyclamen sp., belongs to Myrcinaceae family, contains 23 species especially across over the Mediterranean
basin. A total of 23 species 12 of them growing naturally in Turkey and 6 of them are endemic. Wide cross is
an important technique for obtaining new cultivars. In some species such as Cyclamen crossing barriers could
be emerged after wide crossing due to abortion of the hybrid embryos. To regenerate the abortive embryos
after crossing, embryo rescue technique are applied for obtaining new varieties. In this study, commercial
variety of the C. persicum var. Maxora F1 and C. coum grown naturally in Turkey were crossed and in vitro
ovule cultures were performed 35 day after pollination for the embryo rescue. Ovules were dissected and
cultured on %2 MS + 2.0 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/l 2iP and 2 MS + 0.4 mg/l BA + 0.4 mg/l GAs. Callus
regeneration was derived at %2 MS + MS 2.0 mg/l 2,4-D + 0.8 mg/l 2iP with response to 30%. It was
determined that embryo regeneration ratio was 19% and plantlets regeneration was 12%. After
acclimatization of plantlets, survival ratio was determined as 29.41%.

Keywords: C. persicum, C. coum, ovule, pollination, fertilization

ORCID ID (Yazar sirasina gore)
0000-0003-4354-6620, 0000-0003-3754-7694, 0000-0002-1448-6617, 0000-0002-4587-5156

Yayin Kuruluna Gelis Tarihi: 07.12.2020

Kabul Tarihi: 21.12.2020

! Ondokuz May1s Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahce Bitkileri Béliimii, 55270, Atakum, Samsun, Tiirkiye
2 National Research Council of Italy (CNR), IBE/Institute of BioEconomy, 50019, Florence, italya

3 Izmir Demokrasi Universitesi, Meslek Yiiksekokulu, Park ve Bahce Bitkileri Boliimii, Izmir, Tiirkiye

4 Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bahge Bitkileri Béliimii, Adana, Tiirkiye

*E-posta: mehmet.tutuncu@omu.edu.tr



Siklamende Tiirler Aras1 Melezleme Olanaklarimin Arastirilmasi

Giris

Tirkiye, siis bitkisi potansiyeli yiiksek, bitkisel
genetik kaynaklar bakimindan oldukga zengin
bir {ilkedir. Ulkemizde 15.276 bitki tiirii yayilis
gostermektedir ve bu tiirlerin 4.080 tanesi
endemiktir.  Ulkemizde yayilis  gdsteren
tirlerden 1286 tanesi nadir ve tehlike altinda
tiirler olarak rapor edilmistir. Ayrica {ilkemizde
daha onceden yayilis gosteren 12 bitki tiiriiniin
ise soyu tikenmistir (Kurt ve ark., 2019).
Tirkiye  biyogesitlilik  acisindan  oldukga
avantajli  bir {ilke olmasmna ragmen
biyocesitliligin korunmasi ve sahip oldugumuz
genetik materyallerimizin ekonomiye
kazandirilmast sinirli  kalmistir.  Bu - zengin
bitkisel biyogesitlilik icerisinde geofitler 6nemli
bir yere sahiptir. Tirkiye’de dogal olarak
yayilis gosteren geofitlerin sayisinin 500’{in
iizerinde oldugu bilinmektedir (Ozhatay ve
Byfield, 2005). Tirkiye, siis bitkileri
yetistiriciliginde uygun iklimsel ve cografi
kosullara, pazar llkelerine yakinliga ve ucuz
isgliciine sahip olmasi gibi nedenlerle 6nemli
avantajlara sahiptir (Aka Kagar ve ark., 2020).
Bu nedenle dogal olarak yayilis gosteren
geofitlerin siis bitkileri sektoriine
kazandirilmast giin gectikce Oonem
kazanmaktadir. Diinyada siis bitkisi olarak
kullanilan en Onemli geofitlerden biri de
Cyclamen sp. tirleridir. Siklamen diinyada
20’nin tizerinde tir ile yayilis gostermektedir.
Ozellikle Akdeniz havzasinda yayilis gdsteren
bu tir Tiirkiye, Yunanistan, Liibnan, [srail,
Kibris, Suriye ve Kuzey Afrika’nin bazi
bolgelerinde dogal olarak yayilig
gostermektedir. Siis bitkisi sektoriinde yaygin
olarak kullanilan siklamen tiirii C. persicum ve
bu tiirden gelistirilmis ¢esitlerdir. Sis bitkisi
olarak kullanilan siklamen ¢esitlerinin atasi
olarak kullanilan C. persicum 2n=2x=48
kromozoma sahiptir (Ciirtik, 2015). C. persicum
tirtinde yeni gesitlerin gelistirilmesi melezleme
islah1 ile klasik yoOntemlerle yapilmaktadir.
Dogada yabani siklamen tiirlerinin tohumlari
topraga diistiikten 2 yil sonra ¢igeklenmektedir.
C. persicum tiirii iilkemizde Ocak ve Mayis
aylar1 arasinda c¢icek agmaktadir. Yabani
siklamen tiirlerinde beyaz, pembe, agik pembe
ve bolgesel mor renkli petallere sahip ¢igekler
bulunmaktadir. Kiiltiir ¢esitlerinde tohumdan
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cicege 12 ay gecmektedir. Kiiltiir tiplerinde
ciceklerdeki petal uzunlugu 3 ile 7 cm arasinda
degismektedir. Ayrica 1slah siireci sonucunda
elde edilen cigeklerde tekli, ¢ift ¢igekli, kivrimli
cicek yapisi, beyaz, kirmizi, pembe, mor veya
acik sar1 renkli petaller elde edilmistir (Grey-
Wilson, 2002a; Takamura, 2007). Tirkiye’de
dogal yayilis gosteren siklamen tiirleri arasinda
C. coum soguga dayanikliligindan dolay1 1slah
materyali olarak onemli potansiyel
olusturmaktadir. C. coum tiri 2n=30
kromozom sayisina sahiptir ve ¢igekleri kasim
aymin sonundan mayis aynin ortalara kadar
devam etmektedir. Cigek rengi agik ve koyu
kirmizi olan bu tiirde beyaz cigekler neredeyse
yoktur (Sevindik, 2018; Ciiriik, 2013).

Tirler arast melezleme giil, orkide, lilyum gibi
bircok tiirde yeni cesitlerin gelistirilmesinde
yaygin sekilde kullanilmaktadir  (Ishizaka
2008). C. persicum’un diger tirler ile
melezlenmesi yiiksek ekonomik &neme sahip
yeni 1slah materyallerinin ortaya ¢ikmasina
olanak saglamaktadir (Uematsu, 1995; Ewald,
1996). Tiirler arasi melezlemelerde doéllenme
sonrast  gelisim  bozukluklar1  meydana
gelebilmektedir. Bu durum genelde melez
kisirhigr olarak da karsimiza cikabilmektedir.
Tiirler arasi melezlemeler meydana gelen
embriyonun gelisim bozukluklarinin 6niine
gecilmesi i¢in embriyo kiiltlirii tekniginden
yararlanilmaktadir. Embriyo kiiltiiriinde
embriyolar tohumlardan ve tohum
taslaklarindan izole edilerek in vitro sartlarda
kiiltire alinmaktadir. Siklamende tiirler arasi
melezlemelerden sonra oviil kiltiiri teknigi
kullanilarak farkl melez bitkilerin
gelistirilmesine yonelik caligmalar
gergeklestirilmistir (Ishizaka ve Uematsu, 1990;
Ishizaka ve Uematsu, 1992; Ishizaka ve
Uematsu, 1994; Kobayashi ve Ogawa, 1997;
Ishizaka, 1996; 2002; Yamashita ve Takamura,
2007). Yapilan ¢alismalarda C. persicum tiirii
ile dogal olarak yayilis gosteren farkl tiirler (C.
repandum, C. hederifolium, C. purpurascens,
C. greacum, C.rohlfsianum, C. africanum, C.
ibanoticum) melezlenmistir.

Tiirler aras1 melezleme 1slah1 ve ploidi 1slahi
siis bitkilerinde son yillarda yeni g¢esitlerin
gelistirilmesinde ve ara tiirlerin
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olusturulmasinda kullanilan etkili bir tekniktir.
Bu c¢aligma ile iilkemizde dogal olarak yetisen
turlerin, tirler arasi melezleme olanaklarini
arastirmak ve literatiirde daha Onceden
rastlanmamig C. coum x C. persicum ve C.
persicum C. coum melezlerini elde ederek siis
bitkileri sektoriinde yeni cesitler gelistirmeye
yonelik protokollerin gelistirilmesi
amagclanmustir.

Materyal ve Yontem

Bitkisel materyal

Calisma kapsaminda iilkemizde dogal olarak
yayilis gosteren C. coum tiri ve Cyclamen
persicum tiiriine ait ticari Maxora F1 (Varinova
/ Hollanda) siklamen ¢esidi kullanilmuistir.

Cyclamen persicum cv. Maxora F1

Biiyiik cicekli kompakt F1 siklamen ¢esidi olan
Maxora, yaprak yaslanmasina karsi toleransli,
homojen biiylimeye sahiptir ve uygun
ortamlarda kolayca ftretilebilir. Hastaliksiz ve
yiksek cimlenme giicii olan tohumlar1 vardir.
Uzun siire ¢igeklenme ve giiglii bitki yapisi,
renk kaybina toleransli olmasi i¢ mekan ve dis
mekan siis bitkisi olarak kullanilmasinda
onemli bir unsurdur.

Cyclamen coum Mill.

Yumru, 2-5 cm ¢apinda ve basik kiire seklinde,
genellikle kuru ve catlaklara sahiptir. Yapraklar
dairesel veya yari dairesel sekilde, 2.3-7.8 cm
uzunlukta ve 2-2.8 cm genislikte tiire bagh
olmaksizin olduk¢a parlak, koyu yesil veya
grimsi yesil ya da beyaz renklenmelere sahiptir.
Korolla agik veya koyu kirmizi, pembe veya
nadiren beyaz renkli; loplar1 kisa, kiit ve
genellikle 10 mm’den kisadir. Meyve, kapsiil
seklindedir. Subat-Mayis aylarinda ¢iceklenen
bu varyete, kizilcam ormanlarinda, karigik
ormanlarda ve kayalik tepeliklerdeki c¢aliliklar
altinda yetigir. Tiirkiye’de en yaygin olarak
yetisen bu tlir Trakya’da Istranca Daglarindan
Karadeniz kiyis1 boyunca Rusya sinirina,
oradan da Kafkasya’ya uzanmaktadir. Glineyde
Amanos daglar1 ve Osmaniye cevresinde ve

ayrica Bilecik, Kiitahya, Eskisehir, Samsun ve
Bursa’da da yetismektedir.

Bu c¢alismada kullanilmis olan genotipler
Ondokuz Mayis Universitesi kampiisiinden
toplanmis ve bir popiilasyon olusturulmustur.
Tiirler arasi melezleme ve in vitro oviil
kiiltiirii

Tirler aras1 melezleme calismalar1 kapsaminda
50 adet Cyclamen coum ile 50 adet ticari
siklamen ¢esidi  kullamlmigtir. Melezleme
calismalarinda her iki tiirde hem ana hem de
baba olarak kullamlmistir.  Melezlemeler
oncesinde dondr bitkiden alman anterlerden
cigek tozlart elde edilmistir. Bu amagla heniiz
acmamis ¢icek tomurcuklart toplanmistir.
Toplanan ¢igek tomurcuklarindan anterler izole
edilerek, yagl kagit iizerinde giines 15181 altinda
bekletilereck anterlerin patlamasi saglanmustir.
Cicek tozlart gilines 15181 gegirmeyen kuru
plastik kutucuklarda melezleme islemine kadar
saklanmistir. Ana olarak kullanilan bitkide
cigekler, anthesis asamasindan 3-5 giin Once
emaskiile edilerek Ortii materyali ile izole
edilmistir. Emaskiilasyon yapilan ¢igeklerde
tozlama islemi emaskiilasyon yapilmayan
cigeklerin ¢icek a¢im zamanina ulastig
zamanda donor bitkiden alinan ¢igek tozlar ile
tozlama isleme yapilmistir (Takamura, 2006).
Melezlemeden 35 giin sonra, meyveler heniiz
tam olgunlagmadan &nce alinarak laboratuvara
getirilmistir. Yiizey sterilizasyon iglemi (20 dk.
¢cesme suyu altinda bekletmeden sonra ornekler
steril kabin igerisine alinmustir ve 1 dk. %70’lik
etil alkolde, 15 dk. ise %20 ticari hipokloritde
(Domestos, Unilever) bekletilmistir. Sonrasinda
steril saf su ile deterjan arinana kadar (3-5 defa)
ornekler yikanmistir. Stereo mikroskop altinda
erken donemde alinan meyveler icerisinden
oviiller izole edilerek modifiye edilmis MS besi
ortami iceren petrilere aktarilmis ve 25 °C’de
karanlikta kiiltiire alinmigtir. Kiiltiire alinan
ormekler c¢imlenme baglangicinda biiyiitme
odasi kosullarinda (16 saat fotoperyodisite,
25+1°C’de) kiiltiire alinmistir. Deneme plant
Cizelge 1°de verilmistir.
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Cizelge 1. Deneme plani
Besi Ortamlar1

K-Kontrol (%2 MS)

10 petri x 10 eksplant

MS-A (% MS + 2.0 mg/l 2,4-D + 0,8 mg/l 21P)

10 petri x 10 eksplant

MS-B (% MS + 0,4 mg/l BA + 0,4 mg/l GAg)

10 petri x 10 eksplant

Bitkiciklerin aklimatizasyonu

Yeterli miktarda olgunluga erisen bitkicikler ilk
olarak yetistirme odalarinda magentalarin
kapaklar1 yar1 agik sekilde bir hafta siire ile
bekletilmislerdir. Bu siire sonunda magentalarin
kapaklari tamamen agilarak bir hafta daha bu
sekilde bekletilme islemi gergeklestirilmistir.
Iki haftalik siirecin ardindan  bitkicikler
yetistirme ortamlarindan ¢ikarilarak kok ve
yumru kisimlart musluk suyu ile yikanarak
besiyerinden tamamen armdirilmistir. Kok ve
yumrulart  sivi fungusit (Benomyl etken
maddeli) icerisine daldirilarak, otoklavda steril
edilmis perlit-torf (1:1) igeren viollere dikilmis,
kiiltiirel bakim islemleri gerceklestirilmistir.

Deneme plam ve istatistiksel Analizler
Deneme kapsaminda her bir genotipten alinan
cicekler saksi numaralarina gore isaretlenerek
hangi donér bitkiden gelistigi belirlenmistir. In
vitro embriyo kiltliri denemelerinde 3 besi
ortami kullanilmistir. Deneme 10 tekkerriir (10
petri) her tekerriirde (her petride) 10 eksplant
olacak sekilde faktoriyel diizende tesadiif
bloklar1 deneme desenine gore yiiriitiilmustiir.
Elde edilen yilizde degerler hesaplandiktan
sonra ac1  transformasyonu  uygulanarak
verilerin analizi JMP (versiyon 5.01) paket
programi ile yapilmistir. Ortalamalarin 6nem
seviyeleri LSD (P<0.01)  testi ile
karsilagtirilmugtir.

Bulgular ve Tartisma

Cigeklenme dénemine gelen C. persicum ve C.
coum tiirlerinde balon asamasinda g¢igeklerde
emaskiilasyon islemi yapilmistir. Cicek tozu
cikartmak amaciyla anterler izole edilerek yagl
kagit lizerine alinmis 30+2 °C de bir gece
bekletilerek polenler elde edilmistir. Ertesi giin
C. persicum x C. coum ve C. coum x C.
persicum tiirlerarast melezlemeler yapilmustir.
Melezleme sonrasinda tozlama islemi yapilan
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cicekler isaretlenmistir. Kontrolsiiz tozlanmanin
online gegmek i¢in melezleme islemi
yapilmayan cigekler uzaklastirilmisgtir.
Tozlamadan sonra ¢igek tomurcuklart ve meyve
tutumu takip edilmistir. C. coum tiiriiniin ana
olarak kullanmildigi  kombinasyonda ¢igek
tomurcuklar1 tozlanmadan 1 hafta kadar sonra
kurumaya baglamistir. Benzer sekilde ticari C.
persicum F1 ¢esidine ait ¢igek tomurcuklarinda
da kurumalar tespit edilmistir (Sekil 1). C.
coum  tiriinlin  ana  ebeveyn  oldugu
kombinasyonda ¢igeklerin neredeyse tamami
tozlamadan sonraki ilk 1-2 hafta igerisinde
kurumustur ve meyveye donen ¢igek tomurcugu
orani %0.41 olarak belirlenmistir. Bu nedenle
C. coum tiriinin ana ebeveyn olarak
kullanildigt  kombinasyonda oviil  kiiltiirii
denemeleri kurulamamustir. Ticari siklamen
cesidinin ana ebeveyn olarak kullanildigi
kombinasyonda da benzer olarak ¢icek
tomurcuklarmin ~ bir  kisminin  kurudugu
gozlenirken, biiyiik bir cogunlugunda ise gigek
tomurcuklarmin canli kaldigi ancak meyve
tutumunun gerceklesmedigi gozlenmistir. Ticari
cesidin ana ebeveyn oldugu kombinasyonda
meyve tutma oranmnin = %1.25  oldugu
belirlenmistir (Cizelge 2). Siklamen cinsi
icerisinde klasik yontemlerle tiirler aras1 melez
bireylerin kromozom sayilar1 2n= 20 olan C.
balearicum x C. repandum, C. creticum x C.
repandum, C. balearicum X C.
peloponnesiacum melez kombinasyonlar1 ile
kromozom sayisi 2n=30 olan C. coum x C.
alpinum, C. libanoticum x C. pseudibericum, C.
cyprium x C. libanoticum, C. cilicium x C.
intaminatum kromozom sayilari 2n=34 olan C.
africanum x C. hederifolium tiirlerinden elde
edildigi bildirilmistir (Grey-Wilson, 2002b).
Ancak klasik melezlemeler ile farkli kromozom
sayilarina sahip ozellikle C. persicum gesitleri
ile yabani siklamen tiirleri arasinda heniiz melez
bireyler elde edilememistir (Ishizaka, 2008).
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I

Sekil 1. a: C. coum x C. pei’sicu arasinda tozlama iglemi, b: Tozlamadan 1 hafta sonra kuruyan C.
coum ¢igek tomurcuklari, ¢: C. coum’da meyve tutumu, d: C. persicum x C. coum arasinda tozlama
islemi, e: Tozlamadan 1 hafta sonra kuruyan ticari C. persicum gesidine ait ¢igek tomurcuklari, f:

ticari C. persicum ¢esidinde meyve tutumu

Cizelge 2. Melezleme kombinasyonlar1 ve kombinasyonlarda ¢icek tomurcugu gelisimi

Melez Kombinasyonu TCTS KCTS GCTS MTO
C. coum x C. persicum 240 239 0 %0.41
C. persicum x C. coum 240 89 148 %1.25

TCTS: Tozlanan gigek tomurcugu sayisi, KCTS: Kuruyan gigek tomurcugu sayisi, GCTS: Gelisimi
duran ¢i¢ek tomurcugu sayisi, MTO: Meyve tutma orani

Tirler arasi1 melezlemelerde melez bireylerin
olusmasinda dollenme Oncesi ve sonrasi bazi
engeller basarisizliga neden  olmaktadir.
Déllenme 6ncesinde polenlerin stigma iizerinde
¢imlenememesi veya polen tiipli biiyiimesinin
durmasi dollenmenin gerceklesmemesine neden
olmaktadir. Diger taraftan, dollenme sonrasinda
ise  zigotun gelisememesi, endospermin
dejenerasyonu sonucunda embriyo gelisimini
destekleyecek yapida bulunmamas: tiirler arasi
melez bireylerin elde edilmesini
engellemektedir  (Uysal ve ark., 2007).
Caligmamizda, C. coum tiirliniin ana ebeveyn
olarak kullanildig1 durumda cicek
tomurcuklarinin tozlama isleminden hemen

sonra kurumaya baslamasi C. persicum tiirtine
ait polenlerle tozlamanin basarisiz oldugunu
diisiindlirmektedir. Ticari siklamen c¢esidinin
ana ebeveyn olarak kullanildigi durumda ise her
ne kadar ovaryum genislemesinin
goriilmemesine ragmen ¢icek tomurcuklarinin
canhiliginin devam etmesi 3 farkli senaryoyu
diisiindiirmektedir. 1. durumda cicek tozlari
stigma {izerinde c¢imlenmemis ancak ¢igek
tomurcugunun reseptif kalma siiresi uzun
oldugundan canlilik devam etmistir. 2. durumda
polenler ¢imlenmis ancak disicik borusu
icerisinde gelisimi durmustur. 3. durumda ise
polen tiipii ovaryuma ulagmis veya uyartim
saglamigtir. Ancak, tiim bu olasiliklarin test

137



Siklamende Tiirler Aras1 Melezleme Olanaklarimin Arastirilmasi

edilmesi i¢in histolojik caligmalarin yapilmasi
gereklidir. ‘Maxora’ F1 ¢esidine ait ¢igek
tomurcuklarmin  C. coum ¢igek tozlarn ile
tozlanmasindan 35 giin sonra canliligi devam

Oviiller farkli besi yerlerinde rejenerasyonu
saglamak amaci ile kiiltiire alinmislardir. MSB
besi yeri olan 0.4 mg/l BA + 0.4 mg/l GA;
iceren 2 MS besi yerinde ve kontrol grubu olan

eden cicek tomurcuklari toplanarak  hormonsuz MS besi yerinde rejenerasyon

laboratuvara getirilmistir. Yiizey sterilizasyonu  gozlemlenmemistir. MSA besi yeri olan 2 MS

gergeklestirilen cicek tomurcuklarindan ~ + 2.0 mg/l 2,4-D + 0,8 mg/1 2iP kiiltiire alinan

mikroskop altinda oviil izolasyonu yaparak in oviillerde %32 oraninda kallus olusumu

vitro ovill kitiri denemeleri kurulmustur.  gozlenmistir (Cizelge 3; Sekil 2).

Cizelge 3. In vitro oviil kiiltiiriinde rejenerasyon oranlari (%)

Besi Ortamlar: Kallus Embriyo Bitki Bitki Yasama
Oram

Kontrol K- (%2 MS) 0b 0b Ob -

MS-A (2 MS + 0.4 mg/l BA + 0.4 mg/l GAs) Ob Ob Ob -

. 32.00 a 19.00 a 12.00 a
B( - 9
MS-B (2 MS + 2.0 mg/1 2,4-D + 0.8 mg/I 2iP) (30.83) (20.16) (15.64) % 29.41

LSDxaius=10.64, LSDempriyo = 10.43, LSDyiwi = 7.59 p<,0001* Parantez igerisindeki degerler ylizde
degerlerin ag1 transformasyonu uygulanmis degerlerdir. Farkli harfler farkliliklar1 belirtmektedir.

Sekil 2. Ticari siklamen c¢esidinde oviil kiiltiirii, a: Tozlamadan 35 giin sonra toplanan cicek

tomurcugu, bl: tozlamadan 35 giin sonra sigsmis tohum taslagi, b2: tozlamadan 35 giin sonra
gelismemis tohum taslagi, c: kiiltiire alinan oviillerden kallus olusumu, d: kallusun yakindan

gOruntimu.

Elde edilen kalluslarn aymi kosullarda (25
°C’de karanlikta) ve rejenere oldugu besi
ortaminda  kiiltiirleri  devam  ettirilerek
kalluslarin ~ embriyojenik  yapiya donmesi
saglanmistir. Embriyojenik  yapiya donen
kalluslar hormonsuz besi ortamina transfer
edilmis ve aydinlikta (16 saat fotoperyodisite,
2541 °C’de) farklilasmalart i¢in  kiiltiire
almmustir. Farklilasma ortaminda kiiltiire alinan
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kalluslardan kiiltiiriin ilerleyen safhalarinda
embriyo olusumu (%19) gerceklesmistir.
Olusan  embriyolarin  gelismesiyle %12

oraninda bitkicige doniisiim gergeklesmistir. 17
bitkicik in vitro ortamda dis ortama aktarilacak
bliytikliige gelmistir. Bu bitkiler dis ortama
aktarildiktan sonra yalnizca 5’tanesi hayatta
kalmis ve bitkilerin yasama oran1 %29.41
olarak belirlenmistir.
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In vitro ovil kiltiiri denemelerinde sadece
oksin ve sitokinin igeren ortamda rejenerasyon
saglanmistir. Bu durum siklamende somatik
embriyogenezis amaciyla yapilan oviil kiiltiirii
denemelerinde Winkelmann ve ark. (2006) ve
Kogcak ve ark. (2014) tarafindan yapilan
caligmalarla benzerlik gostermistir. Gelisimin
smirli  kalmasinin  ise  genotip  etkisinden
kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ayrica
siklamende farkli tiirlerde yapilmis oviil kiiltiirii
caligmalart incelendiginde Tiitiincii ve ark.
(2019), vyabani C. persicum tiiriine ait
genotiplerde oviil kiiltiirii calismas1 sonucunda
2 mg/l 24-D + 0.5 mg/l 2iP igeren B5
ortamida % 70 oraninda kallus rejenerasyonu
elde ederken, en yiiksek embriyo uyartiminin ve
bitkicik olusumunun ayn1 bitki biiylime
diizenleyicisi iceren 2 MS ortaminda tespit
edildigini bildirmistir. Izgii ve ark. (2016) C.
cilicium Boiss. et Heldr., C. parviflorum
Pobed.,, C. mirabile Hildebr. ve C.
pseudibericum  Hildebr tiirlerinde somatik
embriyo elde etmek amac ile oviilleri kiiltiire
almiglardir.  C.  cilcium  tirinde %12
embriyojenik  kallus elde edilmisken C.
mirabile tiirinde 2 mg/l 2,4-D + 1.5 mg/l 2iP
iceren MS besi yerinde ovillerden %12
oraninda kallus olusumlart goézlenmistir. C.
pesudibericum tiiriinde ise 2.5 mg/l 2,4-D + 0.5
mg/l 2iP igeren MS besi yerinde oviillerin
kiiltiire alinmasi ile %20 oraninda rejenerasyon
saglanmistir. Izgii ve ark. (2016)’nin oviil
kiiltirii denemeleri sonucu C. cilicium Boiss. et
Heldr., C. parviflorum Pobed., C. mirabile
Hildebr. ve C. pseudibericum Hildebr

Sekil 3. Eksplantlardan bitkicik elde edilmesi, a: kalluslar {izerinde beyaz renkli embriyojenik
yapilarin olugsmasi, b: embriyolarin farklilasarak bitkicige donistimii, c: bitkiciklerin akan su
altinda besi yerinden arindirilmasi, d: bitkilerin aklimitizasyonu.

tirlerinden elde etmis olduklari kalluslarin
embriyoya ve bitkiye doniisiim oranlarinin
olduk¢a diisik oldugunu Dbelirtmislerdir.
Embriyo kurtarma amaciyla yaptigimiz oviil
kiiltiirii denemelerinde ise 2.0 mg/l 2,4-D + 0.8
mg/l 2iP igeren ' MS besi yerinde %32
oraninda rejenerasyon saglanmstir. Tiirler arasi
melezleme c¢alismalar1 siklamen tiirlerinde
ozellikle C. persicum ile kromozom sayisi
yakin olan ve dogal olarak yetisen diger tiirler
arasinda yapilmistir. Ticari C. persicum
(Salmon Scarlet) ile C. hederifolium tiirlerinde
yapilan melezlemelerden 35 giin sonunda alinan
ovaryum oOrnekleri incelenmis ve embriyolarin
olustugu  gozlemlenmistir.  Elde  edilen
embriyolar 10-100 g/l siikroz i¢eren Murashige
and Skoog (1962) (MS), White ve Nitsch (N)
besi yerlerinde kiiltire alinmigs ve MS besi
yerinde 249 bitki elde edilmis, White ve N besi
yerinde ise yalnizca 2 adet bitki elde edildigi
saptanmustir  (Ishizaka, 2008; Ishizaka ve
Uematsu, 1992). Ishizaka ve Uematsu (1992)
elde ettikleri bitkiler igerisinde tiirler arasi
melezlerin  oldugunu  sitolojik  analizler
sonucunda ortaya koymuslardir. Siklamen
tilerinde yapilan c¢aligmalarda kullanilan bir
diger tir, kokulu ozelligi ile bilinen C.
purpurascens tiriidir (Ishizaka ve Uematsu,
1995a; Ewald, 1996; Ishizaka ve Kondo, 2004;
Kameari ve ark., 2010). C. persicum tiiriiniin
““Schubert”> ve ““Pure White’” cesitleri ile
melezlenmis C. purpuracens tiiri
melezlemeden 35 giin sonra hasat edilmistir.
MS besi yerinde kiiltiire alinan oviillerden
rejenere edilen Dbitkilerin  kisir  olduklan
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belirlenmistir. C. greacum ve C. persicum
tirlerinin melezlenmesinde 35. giine kadar
endosperm olusumu gbzlemlenmemistir.
Embriyolar melezlemelerden sonra 35. giinde
MS3 veya MSCM10 besi yerlerinde Kkiiltiire
almmis ve yalnizca MSCM10 besi yerinde ii¢
bitki elde edilmistir (Ishizaka, 2008). Ishizaka
(2008) yapmis oldugu ¢alismada C. persicum
tird ile C. repandum, C. libonaticum, C.
colchicum, C. africanum, C. cyprium tiirleri ile
melezleme yapmistir. Elde edilen hibritlerin
kisir olduklart belirtilmistir. Siklamen tiirlerinde
daha Once farkli tiirler arasi melezlemeler
yapilmig fakat bu c¢aligma ile C. coum ve C.
persicum tiirii arasinda ilk kez tiirler arasi
melezlemeler yapilmigtir. C. persicum ticari
cesidinin ana, yabani C. coum tiiriiniin ise baba
ebeveyn olarak kullamldigi melezlemeler
sonrasinda yapilan in vitro ovil kiltiri
denemelerinde 17 adet bitki elde edilmistir.
Elde dilen bitkiler hormonsuz MS besi yerinde

kendiliginden kok  yapist  olusturmustur.
Siklamen  tiirlerinde  yapilan in  vitro
rejenejrasyon  ¢aligmalarinda  koklenmenin

hormonsuz MS besi yerinde gergeklestigi farkli
arastirmacilar tarafindan da ortaya konulmustur
(Kogak ve ark., 2014; Sevindik ve ark., 2017;
Sevindik 2018). Sevindik ve ark. (2017) yabani
C. persicum ve ticari Melodi F1 ¢esidinde oviil
kiiltiirii tizerine NAA ile birlikte iki farkh
sitokinin  (Kinetin, Benzyladenin) etkilerini
incelemistir. Oviil kiiltiiri sonucu elde edilen
bitkilerin  hormonsuz MS besi  yerinde
kendiliginden koklendigi belirtilmistir.
Hormonsuz MS besi yerinde koklendirilen
bitkiler dis ortama aktarilmistir.

Sonug¢

Siklamen tiirleri 6zellikle C. persicum tiiriinden
elde edilmis farkl ticari gesitlerle siis bitkileri
sektoriinde uzun yillardir kullanilan bir bitkidir.
Siklamen 1slahinda tiir i¢i melezlemeler ile C.
persicum tiriinden farkli gesitler gelistirilmis
olsa da, giiniimiizde c¢esitli stres kosullarina
dayanikli siklamenlerin gelistirilmesi Onem
kazanmugtir. Ozellikle soguga dayanakli C.
coum tiirlinlin son zamanlarda Avrupa pazarina
girmesi 1slah kriterlerine farkli bir yon
vermistir. Tirler arasi1 melezleme teknigi,
bircok farkli tiirde yeni ¢esit gelistirmede
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yaygin kullanilan bir yontemdir. Siklamende
tirler aras1 melezlemeler 6zellikle C. persicum
tiiriiniin yabani tiirler ile melezlenmesi seklinde
gergeklestirilmektedir. Gilinlimiizde siklamene
kokululuk,  biyotik ve abiyotik  strese
dayaniklilik gibi farkli 6zellikler kazandirmak
icin tirler aras1 melezleme calismalar
gergeklestirilmistir. Tiirler arast
melezlemelerden sonra  meydana  gelen
embriyolar ise oviil kiiltlirii yontemi ile bitkiye
dondstiiriliip  kullanima ~ sunulmustur.  Bu
caligmada C. coum ve ticari C. persicum ¢esidi
olan Maxora F1 melezlenmis olgunlagsmamis
tohum taslaklar1 igerisinde olusan embriyolar
MS besi yerinde kiiltiire alinmis ve bitkiler elde
edilmistir. Ancak, ilerleyen calismalarda ve
benzer ¢alismalarda elde edilen bitkilerin tiirler
arast melez birey olup olmadiklarinin sitolojik
veya molekiiller yoOntemlerle belirlenmesi
gereklidir. Ciinkii, siklamen gibi dogrudan
embriyo kurtarmanin teknik olarak miimkiin
olmadigr ve bu sebeple ovill veya ovaryum
kiilltiiri  yapildig1  tiirlerde  zigot  gelisip
biiyliyebilecegi  gibi  bitkilerin ~ somatik
embriyogenesis yolagindan rejenerasyonu da
mimkiindiir.
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