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OZET

Siklamende goriilen kendileme depresyonu, farkli ploidi seviyeleri, kendine uyusmazlik ve abortif
embriyo olusumu nedeniyle klasik yontemlerle siklamen islahi olduk¢a zordur. Bu nedenle in vitro
haploidizasyon, siklamen 1slahinda yaygmn olarak kullanilmaktadir. Bu c¢alismada in vitro
haploidizasyon ve in vitro ¢ogaltimin ilk agamasi olarak bitki doku kiiltiirii ortamlarinin ve hormonlarin
etkisi aragtirllmigtir. Calismada bitkisel materyal olarak, Cyclamen persicum ve Cyclamen
pseudibericum’un oviil eksplantlari, ortam olarak ise 2,4-dichlorophenoxyaceticacid (2,4-D) ve 6-(y,y —
dimethylallylamino) purine’ (2iP)’in farkli konsantrasyonlarim1 igeren 2MS ve B5 ortamlari
kullanilmistir. Calisma sonucunda, Cyclamen persicum tiiriinde en iyi kallus olusum oran; 1.5 mg L™
(24-D ve 05 mg L' 2iP igeren B5 ortammdan (%70 oraminda) elde edilmistir. Cyclamen
pseudibericum tiirii icin ise kallus olusum oran1 % 48 olmus ve 1 mg L™ 2,4-D ve 0.3 mg L™ 2iP igeren
B5 ortamindan elde edilmistir. Cyclamen persicum tiiriinde en yiiksek embriyo uyartimi 1.5 mg L™ 2,4-
D ve 0.8 mg L™ 2iP igeren 4MS ortaminda gelisen kalluslardan elde edilmistir (%55). Ancak Cyclamen
pseudibericum tiiriinde besi ortamlarinin hi¢ birinden embriyo uyartimi saglanamamigtir. Sonug olarak,
kallus uyartiminda B5 ortami, 2MS ortamindan daha iyi sonu¢ vermesine ragmen embriyo uyartimi
icin yiiksek oksin ve diisiik sitokinin konsatrasyonuna sahip 2MS ortami daha iyi bulunmus ve 2.0 mg
L'24-Dve05 mg L 2iP igeren ¥4MS ortamindan 42 adet bitkicik elde edilmistir.

Effects of different tissue culture media on gynogenesis in some cyclamen species

ABSTRACT

Cyclamen breeding is difficult due to selfing depression different ploidy levels, self-incompatibility and
abortive embryo formation. Therefore, in vitro haploidisation is commonly used in cyclamen breeding.
In this study, we investigated effects of different tissue culture media and plant hormones as a first of in
vitro haploidisation and propagation. We used ovule explants from Cyclamen persicum and Cyclamen
pseudibericum on 2MS and BS5 culture mediums supplemented with different concentration of 2,4-
dichlorophenoxyaceticacid (2,4-D) and 6-(y,y —dimethylallylamino) purine (2iP). According to results
best callus formation rate was 70% obtained from B5 medium supplemented with 1.5 mg L™ 2,4-D and
0.5 mg L-1 2iP in Cyclamen persicum. It was 48% on B5 medium supplemented with 1 mg L™ 2,4-D
and 0.3 mg L™ 2iP in Cyclamen pseudibericum. In Cyclamen persicum, highest embryo induction rate
was 55% obtained from callus regenerated on »MS medium supplemented with 1.5 mg L™ 2,4-D and
0.8 mg L 2iP. However, embryo induction was not obtained on any medium for Cyclamen
pseudibericum. Overall, 2MS culture medium supplemented with high auxin and low cytokinin
concentration is better for embryo induction although B5 medium was better than 2MS medium for
callus formation and 42 plantlets obtained only from callus regenerated on AMS medium supplemented
with 2.0 mg L™ 2,4-D and 0.5 mg L™ 2iP.
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lisans tezinden tiretilmistir.
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1. Giris

Cicek soganlari, 800’den fazla botanik cinsi
barindiran, degisen cevresel faktorlere karsi gelisim
biyolojisi ve fizyolojisi bakimindan ¢ok farkli tepkiler
gosteren bitki grubudur. Geofitler rizom, sogan ya da
korm gibi toprak alti depo organinda yer alan
tomurcuklara sahiptirler. Bu bitkiler ticari olarak kesme
cicek iiretimi ve saksi bitkisi olarak islenmekle birlikte,
dis mekanda c¢evre diizenlemesi ve bahgelerde
kullanilmak {izere ¢ogaltim materyali olarak da
degerlendirilmekte ve global cicek endiistrisinde 6nemli
bir rol oynamaktadirlar (Kamanetsky ve Okubo, 2013).

Siklamen toprakalti yumrulu, ¢ok yillik gosterisli
ciceklere sahip bir bitkidir. Son yillarda ekonomik
anlamda hem iilkemizde hem de diinyada soganli ¢igek
tirleri arasinda 6nemli bir pazara sahiptir. Cyclamen
cinsi geleneksel olarak Primulaceae ailesi igerisinde
simiflandirilirken  son  yilarda Myrsinaceae ailesi
icerisine  alimarak  yeniden taksonomik  olarak
smiflandirlmistir (Jalali ve ark., 2012; Curuk ve ark.,
2015). 17. yiizy1l baslarinda Bati Avrupa’ya getirilmis
ve 18. yiizylla kadar birkag tiir kiiltiire alimustir.
Bundan sonra ekonomik oOnemi giderek artmis ve
siklamende 1slah calismalar1 baslamistir (Mathew ve
Ozhatay, 2001; Amini, 2014).

Ulkemizde dogal olarak on siklamen tiirii
yetismektedir. Bunlardan altisi (C. pseudibericum
Hildebr., C. trochopteranthum O. Schwarz, C.
parviflorum Pobed., C. cilicium Boiss.e.Heldr., C.
cilicium var. intaminatum Miekle Grey-Wilson, C.
mirabile Hildebr.) iilkemize endemiktir (Curuk ve ark.,
2015).

Siklamen 1slahi, bitkinin dollenme biyolojisinde
goriilen problemler nedeniyle (kendileme depresyonu,
farkli ploidy seviyeleri ve abortif embriyo olusum gibi)
klasik yontemlerle yapilmasi olduk¢a zodur (Jalali ve
ark., 2012). Bu nedenle, siklamen 1slahinda
dihaploidizasyon siklikla basvurulan yodntemlerden
birisini olusturmaktadir.

Haploid  bitki, somatik hiicrelerinde  gamet
hiicrelerindeki kromozom sayisi kadar kromozoma
sahip bitkidir (Ellialtioglu ve ark., 2001). Haploid
bitkiler, dogada kendiliginden olusabildigi gibi farkh
tekniklerin kullanilmasiyla da elde edilebilmektedir
(Murovec ve Bohonec, 2012). Haploid bitkiler, normol
dihaploidlerden morfolojik 6zellikleri bakimindan biraz
daha kiigiik ve kisir olup tohum baglayamazlar
(Emiroglu, 1980; Abak, 1993; Dunwell, 2010; Murovec
ve Bohonec, 2012; Mishra ve Goswami, 2014). Haploid
bitkilerin kromozom sayisinin katlanmasiyla dihaploid
bitkiler elde edilir. Dihaploidizasyonla kisa siirede
%100 homozigot saf hat elde edilebilmektedir. Her ne
kadar dogada kendiliginden haploid bitkiler olugsa da
bu olay olduk¢a nadirdir. Bu nedenle in situ ve in vitro’

da haploid bitki iiretimi i¢in ¢esitli teknikler
kulanilmaktadir (Dunwell, 2010). In situ haploid
embriyo uyarttmi  i¢in, uzak akrabalar arasi
melezlemeler, tozlamanin geciktirilmesi, 1simlanmis
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(eksik veya vyetersiz) polenlerle tozlama, X ve UV
isinlart ile  gesitli  kimyasallarin  uygulamasi
yapilmaktadir (Yilmaz, 2005). In vitro’da ise haploid
bitkiler, temel olarak disi 4 gamet hiicresinden
(gynogenesis) veya erkek gamet hiicresinden
(androgenesis) haploid uyartimi ile elde edilmektedir.

Gynogenesis yoluyla in vitro’da haploid bitki elde
etmek i¢in heniiz tozlanmamis ¢igekten alinan oviil veya
ovaryum gibi kisimlar kullanilirken; androgenesis
yoluyla haploid bitki elde etmek i¢in anter ve mikrospor
kullanilmaktadir. Her iki teknikte de basar1 birgok
biyotik ve abiyotik faktoriin etkisine baglidir (Murovec
ve Bohonec, 2012). Androgenetik yolla haploid bitki
elde etmek, her zaman c¢ok etkili bir yontem
olamamakta, bazen albino bitkilerin olustugu ya da
donor bitkinin bu yonteme cevap vermedigi durumlar da
gozlenmektedir. Bu gibi durumlarda gynogenetik yolla
(oviil ve ovaryum Kkiiltiirii) haploid bitki elde etme
genellikle daha saglikli sonuglar verebilmektedir. Diger
taraftan, bitkinin ¢icek ve meyve fizyolojisi,
morfogenesisi veya meyve fizyolojisi ve biyokimyasal
degisimi hakkinda bilgi edinmek i¢in oviil ve ovaryum
kiiltiirii siklikla bagvurulan bir yontem olmaktadir (Sita,
1997).

Gerek gynogenezis yolu ile haploid bitki elde etmek
gerekse de somatik embriyogenezis yoluyla vejetatif
yolla kitlesel iiretim yapmak i¢in doku kiiltiiriinde
uygulanan protokoller tiirlere, g¢esitlere ve hatta aym
ceside ait bireylere gore farklilik gostermektedir
(Titlined,, 2017). Bu  yilizden, Oncelikle bitkisel
materyale uygun doku  Kkiiltiiri  protokoliiniin
olusturulmas1 ve doku kiiltiiriinde etkili olan faktorlerin
degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, yapilan
caligmada ele alinan tiirler i¢in in vitro haploidi teknigi
ve somatik embriyogenesizin en 6énemli asamalarindan
birisi olan doku kiiltiirlinde etkili besi ortaminin ve
hormon konsantrasyonunun tespiti amaglanmuistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Bitkisel Materyal

Calismada bitkisel materyal olarak iilkemizde dogal
olarak yayilig gosteren Cyclamen persicum ve Cyclamen

pseudibericum tiirleri kullamlmistir. Bu tiirlere ait
genotipler 1100102°nolu “Tiirkiye’de Dogal Olarak

Yetisen Siklamen Tiirlerinin Molekiiler
Karakterizasyonu ve in vitro muhafazasi” adli proje
kapsaminda daha o©nceden dogal ortamlarindan

toplanmig ve kiiltire alinmis bitkilerden temin
edilmistir. Toplanan bitkiler seraya getirilerek icerisinde
1:1 torfiperlit karigimi igeren 1 litrelik saksilara
dikilmistir. Bitkilerin vejetasyon doneminde kiiltiirel
islemler yapilarak koruma altina alinmigtir.

2.2. Yontem

2.2.1.  Cigek
sterilizasyonu

tomurcuklarimin  toplanmasi  ve
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Bitkilerin ¢igeklenme donemlerine gore, anthesisten
2-3 gin oOnce ¢icek tomurcuklar1 toplanarak
sterilizasyon islemi ve oviil izolasyonu yapmak {iizere
laboratuvara getirilmistir (Sekil 1). Tomurcuklar
iizerinde bulunan toz, toprak gibi bulagsiklardan
arindirmak i¢in magenta kabi (76x76x100 mm) igine
koyulmus ve akan ¢esme suyu altinda 15-20 dk.
bekletilmigtir. Daha sonra ¢eker ocak igine alinan
ornekler ayni kap igerisine %0.1°lik civakloriir (HgCly)
koyulmus ve 10 dk. bekletilmistir. Ceker ocak igerisinde
ornekler steril saf su ile 3-5 defa durulandiktan sonra
temiz bir magenta kutusuna alinmistir. Steril kabin
icerisine  getirilen Ornekler ilk olarak %70’lik
etilalkol’de (EtOH) 1 dk. bekletilmistir. Sonraki
asamada, eksplantlar cam behere aktarilmig ve 1-2
damla Tween-20 igeren %25’lik ticari sodyumhipoklorit
(%4.5 aktif klorin, v/v, NaOCl, Domestos®) igerisinde
10 dk. bekletilmistir. Ornekler kopiiklerinden armnincaya
kadar steril saf su ile durulanmigtir. Sterilizasyon
asamasi biten ¢i¢cek tomurcuklar1 oviiller izole edilene
kadar saf su i¢erisinde bekletilmistir.

Sekil 1. Siklamen’de ¢igek agimi asamalari (A: Cigek

tomurcugu, B: Ci¢ek tomurcugu balon asamasi, C:
Cigek agimu (Anthesis), D: Tam ¢icek agimu)

2.2.2. Cicek tomurcuklarimdan oviillerin izolasyonu
Cigek tomurcuklart yiizey sterilizasyonu yapildiktan

sonra oviil izolasyonu asamasina gegilmistir (Sekil 2
(A)). Oviilleri agiga ¢ikartmak amaciyla Oncelikle

petallerin  birlesim noktalar1 altindan baglayarak
tomurcugun etrafi boyunca bistiiri ile kesilerek
uzaklagtirilmistir. (Sekil 2 (B)). Petaller

uzaklagtirildiktan sonra ayni islem tekrarlanarak tag
yapraklarin ve daha i¢ kisimda bulunan anterler
uzaklagtirilarak ovaryum agiga cikartilmistir (Sekil 2
(C)). Son olarak ovaryum kilifi da dikkatlice
uzaklagtirilmis ve oviiller gorliniir hale getirilmistir.
(Sekil 2 (D)). Sonraki asamada oviiller kiit uglu
diseksiyon ignesi kullanilarak zarar verilmeden tek tek
5X biyiitmeli stereo binokiiler mikroskop (Leitz,

Weitzlar, Germany) altinda ¢ikartilarak  kiiltiir
ortamlarina koyulmustur.
2.2.3. Caliymada kullamilan besi ortamlari ve
hormonlar

Calismada embriyo uyartiminin optimizasyonu

amactyla her iki tiirde de 2MS (Murashige and Skoog,
1962) ve B5 (Gamborg ve ark., 1968) besi ortamlar1
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), temel besi ortamlari
olarak kullanilmugtir.

Sekil 2. Siklamende c¢i¢cek tomurcuklarindan oviillerin
izolasyon asamalar1. (A: Cigek tomurcugu genel
goriiniimii, B: Petallerin uzaklastirilmasi, C: Tag
yapraklarin ve anterlerin uzaklagtirilmasi, D:
Ovaryum kilifinin uzaklagtirilarak oviillerin ortaya
¢ikarilmasi.)

Denemede  kullanilan  besi  yerlerinin  pH’s1
otoklavlanmadan (20 dk. 121 °C’de) once 5.7°ye
ayarlanmigtir. Caligmada ilk olarak oviiller 2,4-D (0.5-
1.0-1.5 ve 2.0 mg L™) ve 2iP (0.1-0.3-0.5 ve 0.8 mg L™)
biiylime diizenleyicilerinin kombinasyonlarinin
bulundugu 2MS ve BS kat1 kallus uyartim ortamlarina
aktarilmigtir. Eksplantlar, 16 hafta boyunca karanlikta
23-25 °C’de kiiltiire alimmustir. 16 hafta sonra elde
edilen kalluslar hormon igermeyen “%MS ve BS
farklilagtirma ortamlarina transfer edilerek biiyiitme
odas1 kosullarinda (16 saat fotoperyodisite, beyaz
florasan 151k, 151k siddeti: 75 pmol m?s?, sicaklik: 24+1
°C) kiiltlire alinarak gelisimleri gézlenmistir.

2.2.4. Deneme plani ve istatistiksel analizler

Caligmada 2 tiir, 2 ortam ve 16 farkli hormon
konsantrasyonu ile hormon igermeyen kontrol ortami
kullanilmigtir.  Deneme 4 tekerriirli (4 petri) her
tekerriirde (her petride) 10 eksplant olacak sekilde
faktoriyel diizende tesadiif bloklar1 deneme desenine
gore yuritilmiistir. Elde edilen yiizde degerler
hesaplandiktan sonra a¢i transformasyonu uygulanmus,
verilerin analizi JMP (versiyon 5.01) paket programu ile
yapilmistir.  Ortalamalarin  6nem  seviyeleri LSD
(p<0.01) testi ile karsilastirtlmigtir.
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3. Bulgular
3.1. Eksplantlardan kallus gelisimi

Cyclamen persicum tiiriinde iki farkli besi ortami
kullanilmig ve istatistiki agidan kullanilan ortamlarin
rejenerasyona etkisi Onemsiz  (p>0.05) (degerler
istatistiki acgidan onemli bulunmadigindan

verilmemistir) bulunurken ortam-hormon interaksiyonu
istatistiki agidan 6nemli bulunmustur (p<0.01) (Cizelge
1). Eksplantlardan en iyi kallus gelisimi %70
rejenerasyon oraniyla 1.5 mg L™ 2,4-D ve 0.5 mg L™
2iP igeren B5 ortaminda olmustur. Genel olarak yiiksek
konsantrasyonda oksin ve disiik konsantrasyonda
sitokinin igeren B5 ortamlarinda kallus olusum oraninin
daha yiiksek oldugu bulunmustur (Cizelge 1).

Cizelge 1. Cyclamen persicum tiiriinde besi ortami-hormon interaksiyonunun kallus gelisim oranina etkisi

Ortam*Hormon Konsantrasyonu Kallus ngl/is)im Orani  LSBoramtormon
B5+1.5mgL'24-D+05mgL"2iP 70.00 a (60.24)
B5+2.0mgL"24-D+03mgL"2iP 64.00 ab (53.22)
B5+1.0mgL"24-D+08mgL™"2iP 44.00 a-c (41.31)
B5+2.0mgL"24-D+0.1mgL"2iP 44.00 a-c (40.84)
MS + 1.0 mg L7 2,4-D +0.5mg L? 2iP 42.00 a-d (37.82)
B5+1.5mgL"24-D+0.1mgL"2iP 40.00 b-e (33.39)
B5+2.0mgL"24-D+08mgL™"2iP 30.00 c-f (27.60)
MS + 1.0 mg L* 2,4-D + 0.1 mg L™ 2iP 30.00 c-f (27.40)
MS + 0.5 mg L* 2,4-D +0.3mg L™ 2iP 28.00 c-f (26.24)
MS + 1.0 mg L™ 2,4-D + 0.3 mg L™ 2iP 24.00 c-f (25.99)

22.29*

MS + 1.5 mg L* 2,4-D + 0.5 mg L™ 2iP
B5+1.5mgL"*24-D+03mgL"2iP

MS + 1.5 mg L* 2,4-D + 0.8 mg L™ 2iP
B5+2.0mgL"24-D+05mgL™"2iP

MS +2.0mg Lt 2,4-D+0.1mg L*2iP
MS + 1.0 mg L™* 2,4-D + 0.8 mg L™ 2iP
MS + 1.5 mg L* 2,4-D + 0.1 mg L™ 2iP
MS + 0.5 mg L™* 2,4-D + 0.5 mg L™ 2iP
MS +2.0 mg L™ 2,4-D + 0.3 mg L™ 2iP
MS + 1.5 mg L* 2,4-D + 0.3 mg L™ 2iP
B5+05mgL"'24-D+08mgL"2iP

22.00 c-g (24.60)
20.00 c-f (23.11)
20.00 c-g (22.95)
18.00 c-g (19.55)
18.00 d-g (17.44)
12.00 d-g (16.33)
12.00 d-g (16.04)
12.00 e-g (13.28)
10.00 e-g (13.08)
10.00 e-g (12.55)
10.00 e-g (12.55)

Ac1 transformasyonu sonrasinda elde edilmis degerler parantez iginde verilmistir. Ortalamalar arasindaki farkliliklar

harflerle gosterilmistir. * p<0.01

Calisma kapsaminda ayrica olusan kalluslarin
morfolojik yapilar1 gézlemlenmistir. C. persicum tiiriine
ait oviil 6rnekleri her iki ortamda da degisen oranlarda
rejenere olmus ve farkli kallus yapilarimi meydana
getirmigtir.  Yapilan incelemelerde '2MS ortaminda
gelisen kalluslarin dokusunun yumusak, kallus renk
koyulugunun orta koyulukta ya da agik oldugu, kallus
renginin ise kahverengi ve sar1 tonlar1 arasinda oldugu
gozlenmistir (Sekil 3). Ayrica 2MS besiyerinde olusan
kalluslarin B5 ortaminda olusan kalluslara gore daha
kirtlgan yapiya sahip olduklar1 gdzlenmistir. C.
persicum tiiriinden izole edilen ve B5 ortamina transfer
edilen oviillerden gelisen kalluslarin incelenmesinde;
kallus dokusunun sert 6zellikle bazi eksplantlarda ¢ok
sert oldugu, kallus renginin ise rejenerasyonun ilk
asamalarinda seffaf sonrasinda ise koyu kahverengi
hatta siyah renge dondigi gozlenmistir (Sekil 4).
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Ayrica B5 besiyerinde olusan kalluslarin yapisinin
1.MS ortaminda olusan kalluslara gore daha kompakt ve
sert yapiya sahip olduklar1 gdzlenmistir.

Denemede kullanilan ortam-hormon
intereaksiyonunun  Cyclamen  pseudibericum  oviil
eksplantlarinda kallus gelisim oranina etkisi Cizelge
2’de verilmistir.

Caligmada, istatistiksel agidan kullanilan besi ortami
ve igerdigi farkli konsantrasyonlardaki hormonlarin
icerigi interaksiyonunun C. pseudibericum’un oviil
eksplantlarindan kallus rejenerasyonuna etkisi onemli
bulunmustur (p<0.01). En iyi kallus gelisim oran1 %48
ile 1 mg L* 2,4-D ve 0.3 mg L™ 2iP iceren B5 besi
ortamindan elde edilmistir. Bu ortami %38’lik kallus
geligim oran1 ile hormon kombinasyonunu 2 mg L™ 2,4-
D ve 0.8 mg L™ 2iP igeren %4MS besi ortamu takip
etmistir.
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Cizelge 2. Cyclamen pseudibericum tiiriinde besi ortami-hormon interaksiyonu ve kallus gelisim oranina

etkisi

Ortam*Hormon Konsantrasyonu

Kallus Gelisim Orani LSDortam*hormon

(%)

B5+1.0mgL'24-D+03mgL"2iP
MS +2.0mg L™ 2,4-D + 0.5mg L™ 2iP
B5+1.5mgL"24-D+05mgL"2iP
B5+1.5mgL"24-D+03mgL"2iP
B5+1mgL"24-D+01mgL™"2iP
B5+2.0mgL"24-D+0.1mgL"2iP
MS + 1.5 mg L 2,4-D + 0.5mg L™ 2iP
MS +1.5mg Lt 2,4-D+0.3mg L™* 2iP
B5+15mgL"24-D+08mgL™2iP
MS + 1.5 mg L 2,4-D + 0.8 mg L™ 2iP
B5+2.0mgL'24-D+03mgL™2iP
MS + 1.0 mg L 2,4-D + 0.3 mg L™ 2iP
B5+0.5mgL"24-D+03mgL™2iP
MS + 1.0 mg L 2,4-D + 0.5 mg L™ 2iP
B5+0.5mgL"24-D+05mgL™2iP
MS +2.0mg L 2,4-D +0.3mg L™ 2iP
B5+15mgL"*24-D+0.1mgL™2iP
B5+1.0mgL"24-D+08mgL™2iP
MS +2.0mg L 2,4-D + 0.8 mg L™ 2iP
MS + 0.5 mg L 2,4-D + 0.5 mg L™ 2iP
MS +1.0mg L™ 2,4-D + 0.1 mg L™ 2iP
B5+05mgL"24-D+0.1mgL™2iP

48.00 a (43.67)
38.00 ab (34.84)
36.00 a-c (33.04)
32.00 a-c (31.28)
32.00 a-d (28.15)
30.00 a-d (27.42)
26.00 a-d (26.40)
24.00 a-d (25.97)
22.00 b-e (25.11)
22.00 b-e (24.69)
22.00 b-e (22.33)
16.00 b-f (18.59)
12.00 c-g (15.64)
8.00 d-g (12.68)
10.00 d-g (11.95)
8.00 d-g (10.62)
4.00 e-g (7.37)
6.00 e-g (6.64)
4.00 f-g (3.68)
2.00 f-g (3.68)
2.00 f-g (3.68)
2.00 f-g (3.68)

18.49*

Agt transformasyonu sonrasinda elde edilmis degerler parantez iginde verilmistir. Ortalamalar arasindaki
farkliliklar harflerle gosterilmistir. * p<0.01

Sekil 4. C.

persicum’da  farkli  hormon

icum tirtinde farkli hormon
konsantrasyonlarina sahip 2"MS
besiyerinde gelisen kallus yapilart (A: 1
mgL'24-D+05mgL"2iP,B:1mgL*
2,4-D+0.1mgL?"2iP,C:05mgL"24-D
+03mg L 2iP, D: 1 mg L 2,4-D + 0.3
mg L 2iP).

konsantrasyonlar1 igeren B5 ortaminda
gelisen kallus yapilar (A: 1.5 mg L™ 2,4-
D+05mgL2iP,B:2mgL?24-D+03
mg L™ 2iP,C:1.5mgL?2,4-D+0.1mgL*
2iP, D: 2mg L™ 2,4-D + 0.1 mg L 2iP)
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C. pseudibericum tiirline ait oviil 6rnekleri her iki
ortamda da degisen oranlarda rejenere olmus ve farkli
kallus  yapilari meydana  getirmistir. ~ Yapilan
mikroskobik incelemelerde izole edilen oviil yapilari
basglangigta normal sekilde sisme ve kallusa doniisme
egilimi gostermistir. Ancak, zamanla her iki besi
ortaminda da gelisen kallus dokusu giderek sert ve
kirtlgan bir yapt almistir. Bu siire¢ igerisinde kalluslar
hacimce biiyiimiis ve embriyoya benzer yapilar
gostermeye baglamistir.

Diger taraftan baslangicta seffaf olan kallus
renginin  gittikce  koyulastigt  ve  siyahlastig1
gozlenmistir. Bu sekilde siyahlasan, sert ve ¢ok kirillgan
bir hal alan kallus yapilarinin alt kiilttir islemleri devam
ettirilmis ancak, embriyo benzeri yapt olusturan
kalluslarin gelisim siirecinin sona erdigi kanaatine
vartlmigtir.

C. pseudibericum tiiriine ait ovill eksplantlarindan
kallus gelisimi ve sonrasinda Kkallus renklerinin
siyahlagsarak gelisimini tamamlamasi ile ilgili goriintiiler
Sekil 5’de verilmistir.

3.2. embriyo uyartim orani

Calismada ilk olarak oviiller 2,4-D (0.5-1.0-1.5 ve
2.0 mg L"), 2iP (0.1-0.3-0.5 ve 0.8 mg L™) biiyiime
diizenleyicilerinin kombinasyonlarinin bulundugu 2MS
ve B5 ortamlarimi aktarilmis ve 16 hafta boyunca
karanlikta 23-25 °C’de kiiltiire alinmastir.

Sekil 5. C. pseudibericum oviil orneklerinde kallus
gelisim asamalart (A: Oviillerin sismesi, B:
Kallus olusumu, C: Embriyo benzeri yapilarin
olusumu, D: Kalluslarin siyahlasip gelisiminin
tamamlanmasi)

16 hafta sonra elde edilen kalluslar hormon igermeyen
LMS ve BS5 farklilagtirma ortamlarina transfer
edilmistir. Yapilan gozlemler sonucunda meydana gelen
embriyojenik kalluslar, her 4 haftada bir hormon
icermeyen besiyerlerinde alt kiltire alinmigtir.
Embriyojenik  kalluslar  gelismeye  bagladiginda,
biiyiitme odasi kosullarinda (16 saat fotoperyodisite,
2541 °C) Kkiiltire alinarak gelisimleri gozlenmistir.
Sonraki agama da kallus basina olusan embriyo sayist

244

gozlenerek embriyo uyartim oranit hesaplanmis ve
sonuglar istatistiki olarak degerlendirilmistir. Sonraki
asama da kallus basina olusan embriyo sayisi
gozlenerek embriyo uyartim orami hesaplanmis ve
sonuglar istatistiki olarak degerlendirilmistir. C.
persicum tiirtinde embriyo uyartimi gergeklesirken, C.
pseudibericum  tiriinde olusan  kallus  yapilar
siyahlagsmig ve embriyo uyartimi ger¢eklesmemistir. C.
persicum tiirinde embriyo uyartimma kullanilan besi
ortamlarmin  etkisi  istatistiki  agidan  Onemli
bulunmazken, hormon ve besi ortamu hormon
interaksiyonu 6nemli bulunmustur. En yiiksek embriyo
uyartimu 1.5 mg L™ 2,4-D ve 0.8 mg L™ 2iP igeren besi
yerinde ortalama %30 oraninda gergeklesmistir, bunu
1.5mg L?2,4-D + 0.1 mg L™ 2iP (% 20) ve 2.0 mg L™
2,4-D + 0.8 mg L™ 2iP (%16.8) takip etmistir (Cizelge
3).

Embriyo uyartimmin gergeklestigi 12 besi ortami-
hormon  kombinasyonundan 8’i B5  ortaminin
kullanildigr kiiltiir ortamlar1 olarak bulunmustur. Bu
sonuglar Cyclamen persicum tiiriinde rejenere olan
kalluslarin farklilasmasinda ve embriyo uyartiminda B5
besi ortaminin daha etkili oldugunu diigiindiirmektedir.

Calismada, istatistiksel a¢idan kullanilan besi
ortam1 ve icerdigi farkli hormon konsantrasyonlarinin
interaksiyonu, C. persicum orneklerinde embriyo
uyartimi iizerine etkisi dnemli bulunmustur (p<0.01). C.
persicum ve C. pseudibericum tiirlerinden alman oviil
eksplantlarinin  rejenerasyonunda her ne kadar BS
ortami 6n plana ¢ikmis olsa da embriyo uyartiminda
1AM besi ortaminda rejenere olan kalluslardan embriyo
uyartimi oram1 daha yiiksektir. Bu kapsamda 1.5 mg L™
2,4-D ve 0.8 mg L™ 2iP igeren 4MS ortaminda olusan
kalluslarda %355 oranda en yiiksek embriyo uyartimi
gergeklesmistir. Bunu sirasiyla %33.75 orani ile 2 mg L
1 2,4-D ve 0.8 mg Lt 2ip iceren BS5 ortami, %32.5
orantyla 1.5 mg L™ 2,4-D ve 0.3 mg L™ 2iP iceren 4MS
ortami ve %22.5 oranile 1.5 mg L™ 2,4-D ve 0.1 mg L™
2iP igeren B5 ortamu takip etmistir. C. persicum
tiiriinde, embriyo uyartimi gergeklestikten sonra olusan
embriyoya benzer yapilar, geliserek normal bir
embriyonun gelisim siirecindeki agsamalari takip etmistir

o

Sekil 6. C. persicum tiirinde embriyo asamalari (GA:
Globiiler asama, TA: Torpedo asamasi, KA: Kalp
asamasi, KoA: Kotiledon asamasi, SA: Siirgiin
asamast)
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Cizelge 3. Cyclamen persicum tiiriinde besi ortami hormon interaksiyonunun embriyo uyartim oranina etkisi

Ortam*Hormon Konsantrasyonu Embrly(% /gyamml L-SDortamhormon
MS +1.5mg L7 2,4-D+0.8mg L™” 2iP 55.0 a (45.24)
B5+20mgL"24-D+08mgL™2iP 33.75 a-b (31.75)

MS +1.5mg L?2,4-D+0.3mg L™ 2iP 32.5 a-b (31.05)
B5+1.5mgL"24-D+0.1mgL"2iP 22.5 b-c (21.55)

MS +1.5mg Lt 2,4-D+0.1mg L? 2iP 17.5 b-d (14.94)

MS +1.5mg L?2,4-D +0.5mg L™ 2iP 17.5 b-d (14.94) 18.63*

B5+2.0mgL™"24-D+05mgL™2iP
B5+20mgL"24-D+0.3mgL"2iP
B5+1.0mgL™"24-D+08mgL™2iP
B5+15mgL™"24-D+08mgL™2iP
B5+1.5mgL"24-D+05mgL"2iP
B5+20mgL™"24-D+0.1mgL™?2iP

10.0 b-d (13.41)
5.0 c-d (9.71)
5.0 c-d (7.39)
5.0 c-d (7.39)
2.5 c-d (5.35)
2.5 c-d (5.35)

Ag1 transformasyonu sonrasinda elde edilmis degerler parantez iginde verilmistir. Ortalamalar arasindaki

farkliliklar harflerle gosterilmistir. * p<0.01
3. 3. Embriyolarin bitkicige doniistimii

C. persicum tiiriinden izole edilen oviil 6rnekleri ilk
olarak kallus olusturma ortamlarina aktarilmig ve
karanlikta 16 hafta kiiltiire alinmistir. Kallus uyartimi
bagladiktan ~ sonra  eksplantlar ayni  kosullarda
embriyojenik kallus olusuncaya kadar kiiltiire alinmis ve
son olarak (ortalama 16 hafta sonra) kallus yapilar
farklilagma ortamima (hormonsuz besi ortami) transfer
edilmistir.  Farklilagma ortamina transfer edilen
kalluslarda embriyo uyartimi saglanmustir. Kiltiirin
ilerleyen safhalarinda embriyolar normal gelisme
asamalarin1 (globiiler satha, kalp safhasi, torpedo
sathasi, kotiledon safhasi) tamamlayarak siirgiin
olusturmustur. Yaklasik 32 hafta sonra gelisen
embriyolardan bitkicige doniisiim saglanmistir. Calisma
kapsaminda her ne kadar kallus olusumu ve embriyo
uyartimi farkli besi ortamlarinda gergeklesmis olsa da
saglikli bitkilerin olusumu sadece 2.0 mg L™ 2,4-D ve
0.5 mg L™ 2iP igeren 4MS ortamunin baslangi¢ ortami
olarak kullanildigi ortamlardan gelisen embriyolardan
(42 adet bitki) elde edilmistir (Sekil 7). Diger besi
ortamlarinda olusan embriyolar gelisimini tamamlamig
ancak bitkicige doniismemistir. Bu nedenle bitkicige
doniisim oran1 hesaplanamamistir. C. pseudibericum
tiriinden izole edilen oviillerden ise kallus olusumu
gerceklesmis ancak bir miiddet sonra olusan kallus
yapilar1  siyahlagarak gelisimini tamamlamig ve
sonrasinda bir farklilagsma gbézlenmemistir.

4. Tartisma
4. 1. Eksplantlardan kallus gelisimi

Calisma kapsaminda  biri endemik (C.
pseudibericum) digeri ise tiilkemiz florasinda dogal
olarak yayilis gosteren (C. persicum) ve ticari ¢esitlerin
atast olarak kabul edilen iki farkli siklamen tiiriinden
izole edilen oviiller ilk olarak kallus uyartim ortaminda
kiiltiire alinmigtir. Kallus uyartiminda, 2,4-D ve 2iP

bliyiime diizenleyicilerinin farkli kombinasyonlarin
B5 besi

iceren 2MS ve ortamlarinin  etkileri

arastirilmagtir.

Sekil 7. C. persicum oviil eksplantlarindan
elde edilen bitkiciklerin goriiniimii

Oviillerden kallus olusumunda C. persicum tiiriinde
besi ortamlar arasinda istatistiksel olarak bir fark
bulunmazken, hormon bilesimi ve besi ortami-hormon
interaksiyonu 6nemli bulunmustur. 1.5 mg L24-Dve
0.5 mg L™ 2iP igeren B5 ortaminda kallus gelisim orani
%70 olmustur (Cizelge 1). C. pseudibericum tiiriinden
izole edilen oviil eksplantlarindan kallus rejenerasyon
orani ise %32 ile %48 arasinda degismistir. Kallus
uyartiminda her ne kadar besi ortamlar1 arasindaki fark
istatistiki agidan Onemli g¢ikmasa da kallus gelisim

oranindaki artisin besi ortamindan kaynaklandigi
distiniilmektedir. Kreuger (1996) yapmis oldugu
calismada diisik amonyum konsatrasyonlu BS5

ortaminin siklamende kallus uyarttiminin KK besi
ortamina goére daha iyi sonu¢ verdigini belirlenmistir.
Calisma kapsaminda kullandigimiz besi ortamlarinin
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icerigi incelendiginde B5 ortaminda bulunan amonyum
konsatrasyonu 2MS ortamindan daha diisiiktiir. Bu
durum, B5 ortaminda kallus uyartiminin daha iyi
olmasmin bir nedeni olabilir. Winkelmann ve Serek,
(2005) 32 F1 hibrit siklamen ¢esidinde yapmis oldugu
calismalarinda oviil kiiltiirlinde %5-42 arasinda kallus
rejenerasyonu elde etmislerdir. Her iki tiirdeki kallus
rejenerasyon oranini  birlikte degerlendirdigimizde
calisma kapsaminda kallus rejenerasyonu %32-%70
arasinda degismistir. Kogak ve ark. (2014) iilkemizde
dogal olarak yayilis gosteren 15 Cyclamen persicum
genotipinde  yapmis  olduklar1 c¢alismada  oviil
eksplantindan kallus rejenerasyon oranini ortalama
%26.66, en yiiksek ise (bir genotip igin) %100 olarak
bildirmislerdir. Bu c¢alisma  sonucunda  kallus
rejenerasyon oranit Onceki c¢aligmalara gore kismen
diistik olmakla birlikte sonuglar biiylik 6l¢iide benzerlik
gostermektedir. Kallus rejenerasyonunun diisiik olmasi
dogadan toplanan materyallerin  kullanilmasindan
kaynaklanabilir. In vitro kallus uyartimi eksplant
kaynaginin fizyolojik durumu ve genetik faktorlerin
etkisi altindadir. Bu durum ayni1 zamanda biyokimyasal
ve fizyolojik agcidan hormonlarin absorbe edilmesini ve
kallus olusumunda hiicresel yetenegi etkilemektedir
(Sharma ve Nautiyal, 2009). Bu nedenle kallus olusum
oraninin  tiirler ve genotipler arasinda farklilik
gostermesinin en dnemli nedenlerinden biri de eksplant
kaynagimin genetik yapisidir.

Loewenberg (1969) yapmis oldugu ¢alismada
siklamen yumrularinda rejenerasyon optimizasyonu
yapmigtir. Farkli karbon kaynaklarmin denendigi
calismada siikroz disindaki karbon kaynaklarinda
(maltoz, fruktoz, glikoz) kallus gelisiminin daha diisiik
oldugunu bildirmistir. Eksplant kaynagi olarak oviilii
kullandigimiz ¢aligmamizda karbon kaynagi olarak
siikroz kullanilmakla birlikte, B5 ortami 262.9 mM Lt
maltoz da  icermektedir. Loewenberg (1969)
bildirdiginin aksine, kallus uyartiminda besi ortamlari
arasinda istatistiki bir fark bulunmamistir. Bu durum
biiyiik olgiide eskplant kaynagmin farkli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Genel olarak her iki tiir iginde
kallus rejenerasyonu gerceklesmistir.  Ancak, C.
pseudibericum tiirine ait oviil eksplantlarindan kallus
rejenerasyonu  gerg¢eklesmis ve sonrasinda kallus
siyahlagarak gelisimini tamamlamigtir. Bu durum her iKi
besi ortaminda da gozlenmistir. Kreuger (1996) yaptigi
caligmada yiiksek amonyum konsantrasyonunun in vitro
rejenerasyonda siklamen igin toksik etkiye sahip
oldugunu bildirmistir. Bu nedenle, MS ortamindaki
yiksek amonyumun C. pseudibericum tiiriinde
kalluslarin ~ gelisimini  inhibe etmis olabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak, her iki besi ortaminda da bu
durumun gozlenmis olmast kallus gelisiminin ve
farklilasma olmamasinin nedeninin sadece amonyum
konsantrasyonuna baglanamayacagini gostermektedir.
Ciinkii B5 ortaminin amonyum igerigi, 2MS ortaminda
bulunan amonyum miktarindan daha azdir. Bu durumun
alternatif nedenleri ise genetik yapi, hiicrenin
rejenerasyon kapasitesinin  diisik olmasi ya da
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kullanilan ortam bilesenlerinden kaynaklanan toksik
etki olabilir.

Izgii ve ark. (2016) calismalarinda C.
pseudibericum oviil 6rneklerinden kallus olusum orani
en yiiksek 2.5 mg L™* 2,4-D + 0.5 mg L™ 2iP iceren
ortamda (%20) gerceklesmistir. Arastiricilar,
calismalarinda yaprak, yaprak sapi, ovaryum ve oviil
orneklerini kullanmiglar ve oviil orneklerinde kallus
olusumunun daha diisiik oldugunu bildirmislerdir. Izgii
ve ark., (2016)’nin sonuglart ile galismamiz sonuglar
benzer olup, her iki calismada da diigiik oranda sitokinin
ile birlikte kullanilan oksin biiylime diizenleyicisinin
kallus rejenerasyonunda etkili oldugu bulunmustur.
Ancak, ortamda bulunan yiiksek 2,4-D konsantrasyonu
da yiiksek amonyum konsantrasyonu gibi kallus
rejenerasyonunu inhibe edebilmektedir. Bu durumun,
yiikksek 2,4-D konsantrasyonunun etilen iiretimini
arttirmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (George
ve ark., 2008; 1zgii ve ark., 2016).

C. persicum tiirinde oviillerden AMS ortaminda
gelisen kallus yapilarinda kalluslarin ~ dokusunun
yumusak, kallus renk koyulugunun orta koyulukta ya da
acik oldugu, kallus renginin ise kahverengi ve sari
tonlar1 arasinda gegis yaptig1 gézlenmistir. Ayrica 2MS
besiyerinde olugan kalluslarin yapisinin B5 ortaminda
olusan kalluslara gore daha kirllgan yapiya sahip
olduklar1 gozlenmistir. C. pseudibericum tiiriinden
alman oviil eksplantlarindan gelisen kallus yapilari, C.
persicum tiirii ile benzerlik gostermistir. Ancak C.
pseudibericum tiirlinden gelisen Kkalluslar zamanla
kahverenginden siyaha donmiis ve canliligini yitirmistir.
Onceki galigmalara gore kallus yapilari ile embriyo
uyarttmi arasinda bir korelasyon bulunmamaktadir
(Schween ve Schwenkel, 2003; Winkelmann ve Serek,
2005). Calismamizda da incelenen kallus dokularinin
farkli yapilarda veya renkte olmasinin rejenerasyon ile
ya da embriyo uyartimi ile bir baglantisinin olmadigi
diigiiniilmektedir.

4.2. Embriyo Uyartimi ve Cimlenmesi

Yapilan c¢alismada embriyo uyartimi sadece C.
persicum tiirinde saglanabilmistir. En yiiksek embriyo
uyartim; 1.5 mg L™ 2,4-D ve 0.8 mg L™ 2iP igeren besi
yerinde ortalama %30 oraninda gergeklesmistir. Bunu
1.5mg L?2,4-D + 0.1 mg L™ 2iP (% 20) ve 2.0 mg L™
24-D + 08 mg L 2iP (%1 6.8) takip etmistir
(kullanilan hormon ve besi ortami interaksiyonu
istatistiki olarak ©nemli bulundugundan tiim veriler
verilmemistir). Besi ortami hormon interaksiyonu g6z
6ntinde bulunduruldugunda C. persicum tiiriinde 1.5 mg
L? 24-D ve 08 mg L* 2iP igeren “%MS besi
ortamindan embriyo uyartim orani, %55 olmustur. Bu
oran, 2 mg L™ 24-D ve 0.8 mg L™ 2iP iceren B5
ortaminda %30 olarak bulunmustur (Cizelge 3).
Calismada besi ortamlarinin embriyo uyartimi {izerine
etkisi istatistiksel olarak onemli bulunmasa da besi
ortami ve hormon interaksiyonuna bakildiginda besi
ortaminin etkisinin yadsinamayacak derecede yiiksek
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oldugu tahmin edilmektedir. Ciinkii en yliksek embriyo
uyartimi (%30) 1.5 mg L™ 2,4-D ve 0.8 mg L™ 2iP
hormon konsantrasyonu igeren besi ortaminda gelisen
kalluslardan elde edilmistir. Ancak, ayni hormon
konsantrasyonunu igeren 2MS ortaminda embriyo
uyarttmi1 % 55 iken ayni hormon bilesimini igeren B5
ortaminda embriyo uyartimi sadece % 5’°dir. Bu nedenle
embriyo uyartimmin “%MS besi ortaminda daha iyi
gerceklestigini soyleyebiliriz. Kogak ve ark. (2014)
iilkemizde dogal olarak yetisen 15 farkli Cyclamen
persicum genotipinden izole edilen oviil eksplantlarinda
embriyo uyartim oranmnmn %2.83-11.3 oldugunu
bildirmiglerdir. Amini (2014) ise yine tilkemizde dogal
olarak yetisen ve kiiltiire alinan Cyclamen persicum
genotiplerinde yapmis oldugu calismada embriyo
uyartim oranmin %3.92-38.74 arasinda degistigini
bildirmistir.  Calismamizda oviil eksplantlarindan
embriyo uyartimi bu ¢aligmalardaki oranlara gore daha
yiiksek bulunmustur. Prange ve ark., (2010) ise yine
Cyclamen persicum tiiriinden izole edilen oviillerden
elde edilen embriyo uyartim oranimi %11 ile %60
arasinda oldugunu bildirmistir. Bu sonu¢ ¢alismamizda
elde ettigimiz sonuglardan nispeten daha iyidir. Bizim
calismamiz ile yukarida belirtilen ii¢ calismada da
benzer ortamlar ve hormon igerikleri kullanilmakla
birlikte embriyo uyartim oranlari arasinda belirgin bir
farklilik goriilmektedir. Bu durumun en belirgin nedeni
olarak, ¢aligmalarda her ne kadar ayni tiire ait bireyler
kullanilmis olsa da genotip etkisinin 6n plana
cikmasindan kaynaklandigi diigiiniilmektedir. Takamura
ve ark., (1995) orta diizeyde 2,4-D (5.0 pM)
kullanimimin kallus rejenerasyonunu arttirdigini, ayni
zamanda embriyo farklilasmasini durdurabilecegi veya
geciktirebilecegini bildirmistir. Prange ve ark., (2010)
ise ¢alismalarinda C. persicum tirinde embriyo
uyartiminin artig gostermesinin nedenini besi ortamina
fazladan eklenen CaCly,’e dayandirmustir.  Ancak,
Piischel ve ark., (2003) C. persicum tiiriinde yapmis
olduklar1 ¢alisma sonucunda siklamen genotiplerinde
embriyo rejenerasyon yeteneginin genetik yapinin
kontrolii altinda oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle,
her nekadar embriyo uyartiminda kullanilan besi
ortammnin ya da hormonlarin farkli etkisi olsa da
temelde genetik yapinin rejenerasyon yetenegine sahip
olmast gerekmektedir. Ciinkii, besi ortamindaki
elementlerin  ve ortama ilave edilen biiyiime
diizenleyicilerinin hiicreye alinimi ve besi ortami
icerigine verilen tepkiler yine genetik yapi ile yakindan
iligkilidir.

C. persicum tiriinden izole edilen oviil
eksplantlarindan sadece 2.0 mg L™ 2,4-D ve 0.5 mg L™
2iP igeren !-MS ortamina alinan oviillerden bir
tanesinden rejenere olan kallus yapisindan embriyolarin
cimlenmesi ile 42 adet bitkicik olusumu saglanmistir.
Diger hormon konsantrasyonlarinda embriyo uyartimi
gergeklesmesine ragmen embriyolar farklilagmasim
tamamlayamamis ve bitkicige doniisiim
gergeklesmemistir.  Embriyo  uyartimindan  sonra
bitkicige doniisimiin diisik kalmasi, embriyolarin

gelisimindeki anormalliklerden, embriyo gelisiminin
homojen olmamasindan, embriyolarin kiiltiir ortami
icerisinde birbiri ile kaynasarak sekillerinin ve
yapilarinin  bozulmasindan, kiiltliir ortami siiresince
embriyojenik yeteneginin zamanla kaybolmasindan
kaynaklanabilmektedir (Winkelmann ve ark., 2015;
Tiitiinci ve ark., 2016).

5. Sonug

Diinyada siis bitkileri yetistiricili§inde kullanilan
biyoteknolojik yontemlerin baginda siiphesiz in vitro
teknikler 6n sirada yer almaktadir. Ozellikle kendileme
depresyonunun goriildiigii siklamen gibi tiirlerde ise in
vitro haploidizasyon teknikleri kullanilmaktadir. Ayrica
siklamen geleneksel olarak tozlama ile iiretilen ve bu
nedenle pahali olan tohumlart ile cogaltilmaktadir.
Siklamen kendileme depresyonu gosterdigi icin F1
hibritlerin ebeveyn hatlarinin ¢ogaltimi zordur. Bu
nedenle 1slahcilar 1slah programlarinda vegetatif
¢ogaltmaya 6nem vermektedirler. Ancak tiir, ¢esit hatta
genotipler arasinda goriilen reaksiyon farkliliklar1 hem
in vitro haploidizasyon hem de in vitro klonal ¢ogaltim
icin ¢ogunlukla farkli doku Kkiiltiirii protokollerini
gerektirmektedir. Bu yiizden, oncelikle bitkisel
materyale uygun doku  kiltiri  protokoliiniin
olusturulmasi ve doku kiiltiiriinde etkili olan faktérlerin
degerlendirilmesi gerekmektedir.

Yapilan ¢alisma kapsaminda yukarida belirtilen
hedefler dogrultusunda iilkemiz florasinda dogal yayilis
gosteren ve poplilasyon yogunlugu yiiksek olan C.
persicum tird ile tilkemize endemik C. pseuidbericum
tiirlerinin gynogenezis yetenegi ve buna etki eden farkli
besi ortamlar1 ile hormon konsantrasyonlarmin etkisi
arastirillmistir. Calismada 2,4-D (0.5-1.0-1.5 ve 2.0 mg
LY ve 2iP (0.1-0.3-05 ve 0.8 mg L™) biiyiime
diizenleyicilerinin kombinasyonlarinin bulundugu >-MS
ve B5 besi ortamlart denenmistir. Sonug olarak C.
persicum tiriinde kallus uyartimi, embriyo uyartimi ve
bitkicige doniisiim basarili bir sekilde
gerceklestirilirken, C. pseudibericum tiirinde kallus
uyartimt  ger¢eklesmis ancak embriyo uyartimi ve
bitkicige doniligiim saglanamamistir. Bu durumun ortaya
¢ikmasindaki en Onemli faktorlerin basinda, eksplant
kaynagmin genetik yapisi, rejenerasyon yetenegi ve
eksplant kaynaginin fizyolojik durumu gelmektedir. Bu
nedenle, sonraki ¢aligmalarda agagidaki konularin g6z
oniinde  bulundurulmasi  ¢aligmalarin ~ basarisin
arttiracaktir.

Siklamen genotiplerinde rejenerasyon biiyiik 6lgiide
genetik yapiyla baglantilidir.  Siklamende yapilan
caligmalarda rejenerasyon yeteneginin bir ¢ift dominant
gen ile kontrol edildigi belirtilmektedir. Bu nedenle,
siklamende in  vitro  ¢alismalarda  baslangig
materyallerinin Oncelikle rejenerasyon yetenegi test
edilmeli, sonrasinda rejenerasyon yetenegi yiiksek
genotipler arasindan model bitki segilerek ¢alismalar bu
genotiple yiiriitilmelidir. Bdylece caligmada genotip
etkisi ortadan kaldirilabilir ve daha basarili sonuglar
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alinabilir.

Onceki ¢alismalarda da belirtildigi iizere siklamende
diisik amonyum iceriginde rejenerasyon basarisi
artarken, yiiksek amonyum miktar1 toksik etkiye neden
olabilmektedir. Bu nedenle diisik amonyum
konsanrasyonuna sahip besi ortamlari tercih edilmeli ya
da kullanilan besi ortamlar1 modifiye edilmelidir.
Ayrica, yapilan calismalarda kallus yapilarindan
embriyo uyartiminda besi ortamina ilave edilen
CaCly’iin - embriyo rejenerasyonunu arttirdign  da
belirlenmistir.
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